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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 circulagdo internacional o
JCR (Journal Citation Reports).
A RBAC, também, mantém a classificacdo Qualis Nacional B em Medicina I , 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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Preservacao de dermatoéfitos pela técnica da
agua destilada estéril

Preservation of dermatophyte fungi by sterile distilled water technique
Paulo Murillo Neufeld" & Pedrina Cunha de Oliveira?

/RESUMO - Quinze cepas de dermatofitos estocadas pela técnica da dgua destilada estéril, por 11 anos, na Colecao de Culturas de
Fungos do Instituto Oswaldo Cruz, foram avaliadas quanto a viabilidade e estabilidade dos aspectos morfolégicos caracteristicos. Do
total de cepas, 14 (93.3%) mantiveram-se vidveis e alteracoes pleomoérficas nao foram detectadas. A técnica da agua destilada se mos-

trou efetiva na preservacao de cepas de dermatofitos por longos periodos de tempo.
PALAVRAS-CHAVE - Dermatdfitos, preservacao, viabilidade, &gua destilada estéril. /

long-term laboratory storage of dermatophyte strains.

KEYWORDS - Dermatophytes, preservation, viability, sterile distilled water. J

SUMMARY - Fifteen dermatophyte strains preserved by sterile distilled water technique during 11 years in the Fungus Culture Col-\
lection of the Oswaldo Cruz Institute were evaluated in terms of viability and stability of morphological aspects. Of the total number
of strains, 14 (93.3%) were viable and no pleomorphic alterations were detected. The distilled water technique showed effective for

—INTRODUGAO

principal objetivo da preservacdo de cepas fungicas € a

manutencao das caracteristicas biolégicas dos isolados
(Heckley, 1978). A conservacao dos aspectos morfolégicos,
fisiol6gicos, genéticos e metabdlicos dessas cepas € frequen-
temente requerida para estudos de taxonomia, perfil bioqui-
mico, diagndstico laboratorial e producao de substancias de
interesse comercial e industrial (Baker & Jeffries, 2006). Pa-
ra obter este estado, livre de varia¢des morfo-fisiologicas,
por longos periodos de tempo, a suspensao do metabolismo
celular é condicdo fundamental (Grivell e Jackson, 1969). Os
métodos comumente empregados para a preservacao de mi-
crorganismos incluem: 6leo mineral (Neufeld & Sarquis,
1999), agua destilada (Deshmukh, 2003), salina com 6éleo mi-
neral (Brilhante et al. 2004), silica gel (Gentle & Scott, 1979),
solo (Bakerspiegel, 1953), liofilizacao (Rybnikar, 1995), con-
gelamento a — 70° C (Passarell & McGinnis, 1992) e nitrogé-
nio liquido (Stalpers et al., 1987); porém, alguns sao laborio-
sos e apresentam custos elevados de implantacao, o que os
tornam inacessiveis aos laboratérios de pequeno e médio
porte (Borman et al., 2006). Inicialmente descrita por Castel-
lani (1939), a técnica da dgua destilada estéril €, contudo,
simples, econdémica e capaz de assegurar a viabilidade, es-
tabilidade, pureza e patogenicidade de um grande numero
de organismos fungicos (Castellani, 1967).
Um grupo de fungos particularmente sensivel a preser-
vacao em laboratério sdo os dermatofitos (Baker & Jeffries,
2006). O termo dermatéfito corresponde a uma designacao
sob a qual estao agrupados fungos muito proximamente
relacionados dos géneros Microsporum, Trichophyton e
Epidermophyton que tém a habilidade de invadir e coloni-
zar os tecidos queratinizados (pele, pélo e unhas) do hos-
pedeiro humano e animal (Weitzman & Summerbell, 1995).
Esses patégenos, quando estocados por longo tempo, apre-
sentam alteracoes pleomoérficas que levam a mudancas ir-
reversiveis em seus atributos morfolégicos e propriedades
fisiolégicas (Weitzman, 1964). O pleomorfismo em derma-
tofitos pode ser definido como sendo uma instabilidade das
caracteristicas culturais associadas a formacao progressiva
de hifas atipicas que surgem como um micélio esbran-
quicado na colénia, apresentando perda parcial ou total da

capacidade de esporulacao (Bistis, 1959). Com bons resul-
tados, a 4gua destilada estéril tem sido empregada na pre-
vencao dessas alteracoes (Ellis, 1979).

O presente trabalho documenta o estudo sobre a preser-
vacao de dermatdfitos pela técnica da dgua destilada esté-
ril, em uma Colecao de Cultura de Fungos, por um prolon-
gado periodo de tempo.

MATERIAL E METODOS

Um ntmero de 15 cepas de dermatéfitos isoladas de meio
ambiente e de lesdes humana e animal e preservadas por
11 anos, em dgua destilada estéril, na Colecao de Culturas
de Fungos do Instituto Oswaldo Cruz, foram incluidas nes-
te estudo. Como cada uma dessas cepas foi preservada
com diferentes datas de subcultivos, 42 amostras foram
avaliadas no total.

A preservacao em agua destilada foi procedida de acordo
com Castellani (1939). Resumidamente, culturas jovens e
esporulantes em agar de Sabouraud dextrosado - SDA [30
g 1" glucose (Difco, Detroit, MI, USA); 10g 1" bactopepto-
ne (Difco, MI, USA); 20g 1" agar (Merck, Darmstadt, Ger-
many)] foram replicadas para agar batata dextrosado —
BDA (Difco, Detroit, MI, USA) contidos em placas de Petri.
Apés andlise micromorfolégica das cepas, blocos de meio
de cultura de 1 cm? apresentando crescimento fungico fo-
ram retirados das placas de Petri e transferidos para fras-
cos do tipo penicilina com 10 ml de agua destilada estéril.
Consecutivamente, esses frascos foram fechados com ro-
lhas de borracha e selados com lacres de aluminio e esto-
cados a temperatura ambiente.

Para a avaliacao das viabilidades, as 15 cepas preservadas
em agua destilada estéril foram subcultivadas para SDA e
incubadas a temperatura ambiente por até um meés. Apés
este periodo, as cepas que nao apresentaram crescimento
foram consideras nao-viaveis.

A identificacdo das cepas de dermatdfitos vidveis em dgua
destilada foi confirmada a partir de cultivos em lamina
(Riddel, 1950). A técnica do cultivo em lamina consiste em
se inocular um fragmento de cultura fingica em pequenos
blocos de SDA de 1 cm? depositados sobre uma lamina de
microscopia que, em seguida a inoculacao, sdao cobertos

Recebido em
Aprovado em
Laboratério de Micologia Clinica, Departamento de Analises Clinicas e Toxicolégicas, Faculdade de Farmacia, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, Brasil, e-mail: pmneufeld@phama.ufrj.br
?Departamento de Micologia, Instituto Oswaldo Cruz, Fundagéo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brasil
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com uma laminula. Ap6s o periodo de incubacgao, a lami-
nula que contém o crescimento é entdo corada com lacto-
fenol com azul de algodao e submetida a inspecao micros-
copica. A descricao das cepas seguiu os modelos propostos
por Kane et al. (1997) e Rebell & Taplin (1979).

RESULTADOS

Quatorze (93.3%), das 15 cepas de dermatéfitos analisadas
foram recuperadas da dgua destilada depois de um periodo
de preservacao de 11 anos. As cepas que apresentaram vi-
abilidade em dgua destilada sdao mostradas na tabela 1. Ape-
nas a cepa IOC- 3720 nao apresentou viabilidade. Todas as
cepas viaveis aqui investigadas ndo mostraram alteragoes de
seus aspectos micromorfolégicos caracteristicos (figs. 1-3).

TABELA |
Viabilidade de cepas de dermatéfitos preservadas em
agua destilada por diferentes periodos de tempo.

Cepas No. Data de Data dos Subcultivos
Entrada

Epidermophyton floccosum 3705 1983 1991 (+) 1985 (+) 1983 (+)
Microsporum canis 3706 1983 1985 (+) 1984 (+) 1983 (+)
M. canis 3707 1983 1985 (+) 1984 (+) 1983 (+)
M. canis 3737 d 1991 (+) 1985 (+) 1984 (+)
Microsporum gypseum 3708 1983 1985 (+) 1984 (+) 1983 (+)
M. gypseum 3710 1983 1985 (+) 1984 (+) 1983 (+)
M. gypseum 3738 d 1985 (+) 1984 (+) 1983 (+)
Microsporum nanum 3721 1983 1985 (+) 1984 (+) 1983 (+)
Trichophyton erinacei 3719 1983 1985 (+) 1984 (+) 1983 (+)
Trichophyton interdigitale 3720 1983 1983 ( -)
Trichophyton mentagrophytes 3739 d 1991 (+) 1985 (+) 1984 (+)
Trichophyton quinckeanum 3723 1983 1985 (+) 1984 (+) 1983 (+)
Trichophyton rubrum 3725 1983 1983 (+) d(+)
T rubrum 3726 1983 1985 (+) 1983 (+)
T rubrum 3727 1983 1985 (+) 1983 (+)

Legenda: d, data ida ; -, éncia de ir )+, P ca de i (), viabilic

Figural. Micromorfologia do Género Epidermophyton: Hifas
septadas hialinas, macroconidios multisseptados em forma de
clava (microconidios ausentes).

Figura2. Micromorfologia do Género Microsporum: Hifas
septadas hialinas e macroconidios multisseptados fusiformes.
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Figura2. Micromorfologia do Género Trichophyton: Hifas sep-
tadas hialinas, macroconidios multisseptados claviformes e
microconidios unicelulares piriformes.

DISCUSSAO

As cepas de dermatoéfitos avaliadas neste trabalho apre-
sentaram uma elevada taxa de recuperagao em agua des-
tilada. Altos percentuais de sobrevivéncia fingica, empre-
gando esta técnica, também foram relatados por McGinnis
et al. (1974) e Komaid (1988). A viabilidade da maioria dos
fungos em agua destilada pode ser explicada, até certo
ponto, pelas reservas nutricionais carreadas com as células
que compdem o primeiro inéculo (Castellani, 1963). Se-
gundo Qiangqgiang et al. (1998), a prevencao da evapo-
racao, o uso de culturas em estado ativo de esporulacao e
o controle da contaminacao condicionam, fortemente, o su-
cesso da técnica. A qualidade da agua utilizada na preser-
vacao de fungos é outro fator condicionante para a recupe-
racao desses microrganismos, ja que, eventualmente, pode
conter tracos de elementos com efeitos téxicos que inviabi-
lizam a cultura. Além disso, os frascos empregados na es-
tocagem das cepas podem apresentar contaminacao por
ions e outras substancias que, quando liberados na sus-
penséo, podem também vir a exercer uma atividade inibi-
dora da fisiologia celular (Odds, 1991).

Estd bem estabelecido que culturas de dermatéfitos subme-
tidas a prolongada preservacao e freqlientes transferéncias
podem apresentar pleomorfismos, mudancas morfo-fisiol6-
gicas e reducao na patogenicidade. Todavia, nenhuma alte-
racao pleomoérfica foi detectada nas cepas aqui estudadas.
Essa técnica tem mostrado boa capacidade de manter inal-
teradas as caracteristicas morfolégicas dos isolados estoca-
dos por longo tempo. Capriles et al. (1989) informaram ter
recuperado uma cepa de Trichophyton tonsurans nao-pleo-
morfizada ap6s 20 anos de estocagem em agua destilada.
Supressao do pleomorfismo e manutencdao da capacidade
de reproducao sexuada foram relatadas por McGinnis et al.
(1974) para diversas cepas armazenadas por esta técnica.
Capiriles et al. (1993), trabalhando com cepas de Sporothrix
schenckii preservadas em agua destilada por um periodo de
13 a 16 anos, informaram também a efetividade da técnica
na manutencao da patogenicidade das cepas.
Comparando com as técnicas de congelamento e subse-
qiiente estocagem em nitrogénio liqiido (Hwang, 1966) e
liofilizacao (Rybnikar, 1995), a 4gua destilada apresenta al-
gumas vantagens. E um procedimento pouco laborioso, de
baixo custo e que requer pequeno espaco para a estoca-
gem das amostras (Boesewinkel, 1976; Borman et al.,
2006). Além disso, o rendimento obtido com a preservacao
de cepas em agua destilada pode superar aqueles obtidos
com técnicas mais caras e sofisticadas como a liofilizacao
(Qianggiang et al., 1998).
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Prevaléncia da anemia e deficiéncias nutricionais,

através de diferentes parametros laboratoriais, em

mulheres gravidas atendidas em dois servicos de
saude publica no Rio Grande do Sul

Anemia prevalence and nutritional deficiencies, through different laboratory parameters, in preg-
nant women assisted in two services of public health in Rio Grande do Sul
Caroline Dani'’, Simone Rossetto’, Simone M Castro? & Sandrine C Wagner’

/RESUMO - A anemia é um estado caracterizado pela reducao nos parametros hematol6gicos, entre eles hemoglobina e hematécrito,\

da tanto da méae quanto do bebé.

a qual pode ser ou nédo seguido pela deficiéncia de micronutrientes essenciais, entre eles acido félico, a vitamina B12 e/ou o ferro. En-
tretanto, esta deficiéncia € um problema ao diagnéstico correto da anemia, desde que este estado € caracterizado por ajustes fisiolo-
gicos a fim fornecer uma adaptacao melhor ao bebé. Neste estudo foram avaliadas 102 gestantes, de periodos gestacionais diferentes,
atendidas em servicos publicos do Rio Grande do Sul. Este estudo teve por finalidade pesquisar os niveis de anemia através de exa-
mes laboratoriais, os quais buscaram avaliar os parametros hematolégicos, bem como dosar as quantidades de ferro, vitamina B12 e
4cido folico. Através dos resultados pode-se observar que apenas 13,6% das gravidas foram consideradas anémicas, quando utilizado
valor de hemoglobina inferior a 11g/dl. Entretanto quando avaliada a deficiéncia de ferro, 38.2% foram consideradas ferropénicas,
utilizando-se valores de ferritina inferiores a 15 ng/ml. Apesar de mais estudos serem necessarios, estes resultados mostram que sem-
pre quando avaliada a anemia em gestantes, deve-se optar por mais de um método laboratorial, a fim de melhorar a qualidade de vi-

PALAVRAS-CHAVE - gestantes- anemia- micronutrientes- deficiéncia — ferro- vitamina B12- acido félico Y,

al method, in order to improve mother’s and baby’s quality live.

SUMMARY - Anemia is a state characterized by the reduction in haematologic parameters, i.e. hemoglobin and hematocrit, which carh
or not be followed by the deficiency of essential micronutrients, i.e. folic acid, vitamin B12 and/or iron. However, this deficiency is a
problem to the correct diagnosis of anemia, since this state is characterized by physiological adjustments in order to supply a better
adaptation to the baby. In this study 102 pregnant women were evaluated, from different pregnancy periods, assisted in public servi-
ces of the Rio Grande do Sul. The purpose of this study was to search the levels of anemia by means of laboratorial examinations,
through haematologic parameters, as well as dosing the amounts of iron, B12 vitamin and folic acid. Through the results it can be ob-
served that only 13.6% of the pregnant were considered anemic, when used hemoglobin values< 11g/dl. However when evaluated
the iron deficiency, 38.2% were considered deficient in iron, using inferior values of ferritin < 15 ng/ml. Although more studies are ne-
cessary, these results show that always when anemia is evaluated in pregnancy women, it must be chosen more than one laboratori-

\KEYWORDS - pregnant women- anemia- micronutrients — deficiency — iron — vitamin B12 — folic acid; Y,

INTRODUGAO

Anemia, situacao caracterizada pela diminuicao da con-
centracao de hemoglobina (Hb) com uma diminuicao
consequente no nivel de hematdcrito (Hct), € uma alteracao
comum que geralmente complica as gestacoes e esta relacio-
nada, principalmente, com a deficiéncia de alguns micronu-
trientes, entre eles o ferro (Fe), vitamina Bw (Vit Biz) e/ou
Acido félico (Ac.Fol), causada pelo aumento da exigéncia des-
tes minerais ( BASHIRI, 2003; XIONG, 2003; HESS, 2001).

As gestantes constituem um dos grupos mais vulneraveis
para deficiéncia de ferro. E sabido que varidveis como ni-
veis de hemoglobina, peso ao inicio do acompanhamento
pré-natal, idade materna, numero de filhos anteriores e
idade gestacional, podem influenciar nos valores a serem
avaliados para o grau de anemia entre as gestantes e, as-
sim, serem responsaveis por casos mais graves de anemia
(PAPA ESPOSITO, 2003; BRITTENHAM, 2000; OPS, 1996).
A gestacdo esta associada a ajustes fisiologicos e anatémicos
que acarretam acentuadas mudancas no organismo materno,
incluindo a composicao dos elementos figurados do sangue
circulante (BASHIRI, 2003; GUERRA, 1992). Pode-se conside-
rar a gravidez como um estado biolégico de profunda reper-
cussdo hemodinamica, juntamente com a formacao da unida-
de feto-placenta, os quais poem em prova os diferentes siste-
mas organicos da mulher (GUERRA, 1992; MARQUES, 2002).

Estudos demonstraram que, quando a gravidez ocorre em
mulheres com reservas suficientes para atender as necessida-
des da formacao da placenta e do feto, o organismo se man-
tém em equilibrio, ndo ocorrendo o mesmo com aquelas que
apresentam poucas reservas de Fe, Fol e vit Biz, as quais facil-
mente se tornam anémicas (GUERRA, 1992; MARTi, 2001).
Do ponto de vista da necessidade organica de Fe, o perio-
do gestacional é o mais critico, pois a demanda total do mi-
neral é cerca de 1000 mg, aumentando de 0,8 mg/dia no
primeiro trimestre para 6,3 mg/dia no segundo e terceiro
trimestres. Ma et al., 2004, comprovou em seu trabalho que
o ultimo trimestre é caracterizado por uma deficiéncia de
multiplas vitaminas, além do Fe. Embora parte dessa ele-
vada demanda seja compensada pela amenorréia e pelo
aumento na absorcao intestinal de ferro, a necessidade é
tao elevada que dificilmente pode ser preenchida apenas
com o ferro alimentar (FUJIMORI, 2000).

Sendo assim, a suplementacao com ferro geralmente é reco-
mendada durante gravidez para satisfazer as necessidades
férreas de mae e feto. Segundo Scholl, 2005, quando nao
descoberta cedo, a anemia por deficiéncia de ferro estd as-
sociada com um aumento de duas vezes a ocorréncia de
aborto. Resultados de recentes tentativas clinicas randomi-
zadas nos Estados Unidos e no Nepal que envolveram suple-
mentacao precoce com ferro, proporcionaram a reducao no
risco de baixo peso ao nascimento (SCHOLL, 2005).
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Durante a gravidez, ha um aumento de 16% na demanda
de oxigénio, levando a um aumento na atividade da eritro-
poetina (EPO), sendo esse aumento fisiolégico. Dessa ma-
neira, ocorre uma moderada hiperplasia eritréide na me-
dula 6ssea (MO) e discreta elevacao dos reticulécitos com
sobrevida reduzida (REZENDE, 1999). Devido a este au-
mento, ocorrem alteracoes hematoldgicas, que respondem
ao ajuste fisiolégico ocorrido nesta fase. Entre estas alte-
racgoes estd a elevacao do volume sangiiineo total em cer-
ca de 40 a 50%), como decorréncia do aumento tanto do vo-
lume plasmatico quanto da massa total de eritrécitos e leu-
cocitos na circulacdo. Porém, o aumento ndo é proporcio-
nal, necessitando mecanismos de controle. Assim, alguns
parametros que avaliam a série vermelha (Hb, Hct e Rbc)
mostram-se reduzidos a partir do 2° trimestre de gestacao
e nao podem ser interpretados sem prévio conhecimento
do estado nutricional materno, o qual é possivel avaliar
com a utilizagdo de parametros que quantificam os micro-
nutrientes essenciais( MARQUES, 2002; PIATO, 1995;
CHOI, 2001; SHARMA, 2003).

O volume plasmaético eleva-se progressivamente a partir
da sexta semana, aumentando 50% em todo periodo. Ex-
pande-se mais rapidamente durante o 2° trimestre, al-
cancando um pico na 24® semana. Entre 32% e 34® semanas
ocorre uma estabilizacao deste volume (PIATO, 1995;
CHOI, 2001; VITERI, 1999).

Assim, a partir da 16® a 20® semana, o volume plasmatico
faz uma hemodiluicao, sendo uma adaptacao as necessida-
des do transporte de oxigénio para o feto, uma vez que a
diminuicdo do Hct reduz a viscosidade sangiiinea e, conse-
qlentemente, a resisténcia vascular periférica (CHOI,
2001; MAHAJAN, 2004). Porém, por muitas vezes, essa he-
modiluicdo necesséria é confundida com um estado patolo-
gico e tratada como tal, gerando um tratamento desneces-
sario (MARQUES, 2002).

Nos paises em desenvolvimento, as taxas globais de fecun-
didade, mortalidade infantil e mortalidade materna sao
elevadas, quando associadas a anemias carenciais (PIATO,
1995; BECERRA, 1998; PAIVA, 2003; CARVAJA-MARTI,
2002; ALLEN, 2000). Além da mortalidade materna e fetal,
devido ao estado anémico instalado, outras situagdes como
crescimento intra-uterino retardado, presente principal-
mente em gestantes mal-nutridas (MAHAJAN, 2004). A
prevaléncia dessas anemias apresenta freqiiéncia 2 a 3 ve-
zes maior no sexo feminino do que no sexo masculino e nas
gravidas o acréscimo é de 20 vezes (REZENDE, 1999), sen-
do responsavel por 40-45% dos casos de mortalidade ma-
terna e também considerada como o problema hematolégi-
co mais freqiiente no ciclo gestativo (REZENDE, 1999;
CHOI, 2001; BECERRA, 1998; PAIVA, 2003; ALLEN, 2000).
A Organizacao Mundial da Saude (OMS) define como es-
tado anémico quando houver uma concentracdo de hemo-
globina inferior a 11g/dl #391213202124 @ pode ser classificada
da seguinte forma: grave (< 7g/dl), moderada (de 7 a 9
g/dl) e leve (>9 a <11 g/dl) (GUERRA, 1992; BECERRA,
1998; PAIVA, 2002; CASANUEVA, 2003).

No Brasil, mostrou-se que as prevaléncias de anemias em
gestantes, embora muito diferentes nas diversas regioes do
pais, e nas diferentes décadas (28 a 38% na década de 70,
14 a 65% na década de oitenta e 29 a 52% na década de 90)
sao muito elevadas, constituindo uma das mais importantes
deficiéncias nutricionais ao lado da desnutricdo protéico-
energética (FUJIMORI, 2000). Valores estes considerados
baixos se comparados com os encontrados na India, onde es-
tes chegam a 96% das mulheres gravidas (SHARMA, 2003).
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O objetivo deste trabalho foi de estudar a prevaléncia de
anemia em gestantes que faziam parte do servico pré-natal
de dois servicos de satde desta regiao, da qual poucos regis-
tros foram feitos, e assim avaliar se o estado anémico provém
da mudanca fisiolégica ou da caréncia de micronutrientes.

MATERIAIS E METODOS

Amostragem

Foram avaliadas 102 mulheres grévidas, que faziam parte
da demanda espontanea de dois servicos de atendimento
pré-natal no Vale dos Sinos, Rio Grande do Sul, Brasil. Pa-
ra obtencao de informacoes como idade, tempo gestacional,
numero de filhos, fumo, medicagdo e suplementacao ali-
mentar, aplicou-se um questiondrio no momento da coleta.
Apbs as devidas explicagoes da natureza do experimento e
obtidas as autorizacoes das gestantes, foram colhidos 8 ml
de sangue por puncao venosa, sendo separado em duas ali-
quotas, a saber, 4 ml em tubo com EDTA para realizacao do
hemograma e 4 ml em tubo seco para as dosagens de folato,
ferritina, vitamina B12, capacidade de ligagao do ferro e fer-
ro sérico. Apos a formacao e retracdo do codgulo, centrifu-
gou-se o soro, o qual foi acondicionado em Eppendorf e ar-
mazenado a —50°C até o momento da realizacao dos testes.

Metodologias Laboratoriais

Para o conhecimento das reservas de micronutrientes fo-
ram determinadas as concentragoes de ferritina sérica (FS),
dcido folico e vitamina B utilizando-se o método da quimi-
oluminescéncia (ACCESS®).

Para a determinacao dos valores da capacidade de ligacao
do ferro foi utilizada a metodologia de Goodwin modifica-
do, por técnica manual, utilizando Kits Labtest. Os resulta-
dos obtidos possibilitaram calcular a capacidade latente de
ligacao do ferro e, juntamente com o valor do Ferro sérico
(valores em pg/dl), também dosado nestas amostras por
método colorimétrico, pode-se determinar a capacidade to-
tal de ligacao do ferro (CTLF, valores em ng/dl).

Através das dosagens CTLF, foram calculados os valores da
capacidade latente de ligacao do ferro (CLLF), sendo que es-
te valor, juntamente com as dosagens de ferro sérico, possibi-
lita calcular varios outros parametros que auxiliaram no diag-
néstico de uma real deficiéncia de ferro no organismo destas
gestantes, segundo as seguintes férmulas (SOARES, 2002):
Capacidade total de ligacao ao ferro (CTLF): CLLF + FeS (ng/dl)
Indice de saturacao da transferrina (IST): FeS/CTLF x 100 (%)
Os parametros hematologicos (HCT, RBC, VCM, HCM,
CHCM e RDW) foram obtidos de contador de células auto-
matico (ADVIA 60®).

Segundo a OMS, considera-se haver deficiéncia de ferro
em gestantes quando a concentracao deste for inferior a
50pg/dl e/ou saturacao da transferrina inferior a 15%; de-
ficiéncia de acido f6lico, inferior a 3 ng/ml, e deficiéncia de
vitamina B, inferior a 80 pg/ml (MARQUES, 2002). Se uti-
lizados como parametros Hb e Hct, segundo a OMS, sao
consideradas anémicas, as gestantes com Hb < 11 g/dl e Ht
< 33% (MARTI, 2001).

Neste trabalho, para caracterizacao do estado nutricional
de ferro, foram consideradas ferro depledadas, de acordo
com os dados fornecidos pelo fabricante, todas as gestan-
tes com valores de ferritina sérica inferiores a 15 ng/ml,
CLLF superior a 280ng/dl, CTLF superior a 410 pg/dl, IST
inferior a 20% e/ou ferro sérico inferior a 60 ng/dl.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Centro Univer-
sitario Feevale. Os dados foram inseridos e analisados através
dos programas estatisticos SPSS versao 10.0 for Windows.
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RESULTADOS

As gestantes foram classificadas de acordo com o trimestre
gestacional, sendo que das 102 gestantes, 10 estavam no
primeiro, 52 no segundo e 40 no terceiro trimestre, respec-
tivamente. A média de idade das gestantes foi de 25,1 + 6,4
anos, sendo que houve diferenca estatistica entre as médi-
as das idades das gestantes nos trés trimestres.

Os valores dos parametros laboratoriais que caracterizam o
estado nutricional de ferro e da deficiéncia de acido félico
e vitamina Bz nas gestantes analisadas, segundo o trimes-
tre gestacional estao apresentados na tabela 1.

TABELA |
Distribuicao dos valores de FS, FeS, Hb e Hct, Ac.Fol. e
Vit. B12, segundo idade gestacional (x = DP).

Idade FS (ull) FeS (ma/di)Hb (g/dl) Ht (%) Ac. Fol \Vit. B12

gestacional (ng/mL) (pg/mL)

1° trimester 46,4 £35,9°  |[121,39+39,(11,9+0,8 384,7+2,2  4,09+0,39° [313,9+42*°

2

2° trimestre 59 +59° 107,8+61,4(11,8+0,9 34,6+2,6 3,89+0,28* [232,73+12,4*

3°trimestre 24,2 +29,8° [113,9+64,7(11,7+0,8 [34,4+23  2,90+0,18° [264,17+63,71°

FS: ferritina sérica; FeS: ferro sérico; Hb: hemoglobina; Het: hematdcrito; Ac. Fol.: &cido félico; Vit.B12: vitamina B12.
Letras distintas diferem significativamente pelo teste de Kruskal-Wallis, para p<0,05.

Observa-se que as médias de todos os parametros determi-
nados na tabela 1 foram menores com o decorrer da ges-
tacdo, sendo que os valores de FS, &cido f6lico e vitamina
B apresentaram significancia estatistica (p<0.05) quando
comparados os valores de acordo com o trimestre. A fim de
caracterizar o estado anémico, os indices modificam de
acordo o parametro laboratorial escolhido (Tabela2).

TABELA 11
Percentual de gestantes anémicas segundo diferentes
parametros laboratoriais.

Percentual de gestantes anémicas
segundo o trimestre

Parametros 1° 2° B3° Percentual total de
laboratorias gestantes anémicas (%)
Hb <11g/dI 10 13,2 17,5 13,9

Het <33% 10 20,8 30 23,3

FeS<60mg/di 0 21,7 10,8 15,2

CTLF >410mg/dl 85,7 58,7 18,9 44,4

1IST<20% 0 41,3 56,8 44,9

FS < 15 mg/d! 22,2 24,5 60 38,2

Hb: hemoglobina; Het: hematécrito; FS: ferritina sérica; CTLF: capacidade total de ligagao ao ferro; IST:
indice de Saturacao a transferrina; FeS: ferro sérico.

Utilizando como parametro o Hct <33 %, observou-se que
a maioria das anémicas se encontrava no terceiro trimestre
(30%) e, avaliando os parametros utilizados na caracteri-
zacao da ferropenia, observou-se que o IST esteve também
diminuido, sendo que 56,8% das gestantes do terceiro tri-
mestre apresentavam este parametro em niveis reduzidos,
concordando como os valores encontrados pelo Hct.
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Caracterizando-se a gravidade da depledacao de ferro com
a utilizacao dos critérios recomendados pela Organizacion
Panamericana de La Salud (OPS, 2004), verificou-se que
15,2% das gestantes apresentavam algum tipo de caréncia
relacionada ao ferro quando usados os valores de ferro séri-
co e 38,2 % quando utilizados valores de ferritina sérica. Pa-
ra caracterizar estado ferropénico através da CTLF, foi ob-
servado que 55,6 % eram anémicas (tabela 3), havendo di-
ferencas segundo trimestre gestacional, sendo que por mais
estes critérios comprovou-se que a caréncia nutricional
agrava-se com o aumento do periodo gestativo (tabela 3).
TABELA llI
Distribuicao dos valores médios de CTLF, IST, e FeS
segundo idade gestacional (x = DP).

Idade gestacional  [CTLF (u/) IST (%) FeS (mg/dl)

1° trimester 426,25 +22,76" [28,75+4,43° |123,9 +39,2

2° trimestre 892,62 +21,8° 22,37 +2,37° [107,8 +61,4

3° trimestre 504,64 £16,82* 25,20 +£3,10* [113,9 +64,7

CTLF: capacidade total de ligagao ao ferro; IST: indice de Saturagéo a transferrina; FeS: ferro sérico.

Letras distintas diferem significativamente pelo teste de Kruskal-Wallis, para p<0,05.
Além da estratificacao do valor dos parametros por trimes-
tre gestacional, comparou-se os valores de Hb (inferior ou
superior a 11g/dl) com os mesmos parametros citados aci-
ma, para verificar se a dosagem isolada de hemoglobina é
capaz de indicar as pacientes portadoras de ferropénicas.
Ressalta-se que, quando a Hb encontra-se diminuida, a de-
ficiéncia de ferro ja se encontra instalada, sendo este o ul-
timo parametro a se alterar (tabela 4).

TABELA IV
Correlacéao entre diagnéstico de anemia pelo nivel de
hemoglobina e o estado de caréncia nutricional em
pregando-se como critério os niveis de FS, FeS, IST e
Ac.Fol nas gestantes.

Hb FS (mg/l) FeS(mg/dl) IST (%) Ac.Fol (ng/mL)
<11 g/dl 24,699,97" 70,63+11,54 15,67+2,73" 2,57+0,36
211 g/dl 46,80+6,20 149,0+33,19 25,78+2,05 3,63:0,17

FS: ferritina sérica; FeS: ferro sérico; Hb: hemoglobina; Het: hematécrito; Ac. Fol.: acido félico; Vit.B12 vitamina B12.*
Diferenca estatistica p<0,05, pelo teste de Mann- Whitney.

DISCUSSAO

Vérias sdao as metodologias capazes de avaliar o estado
anémico em gestantes. Neste estudo, considerando como
pardmetro niveis de hemoglobina <11g/dl, a anemia este-
ve presente em 13,6 % das gestantes avaliadas. Este valor
é semelhante ao encontrado em outro estudo realizado por
Fujimori (2000), onde 13,9 % encontravam-se anémicas.
No grupo estudado, a menor ocorréncia apareceu naquele
composto pelas gestantes do primeiro trimestre, onde o es-
tado anémico foi constatado em apenas 10% dessas ges-
tantes. Ressalta-se que o menor valor encontrado foi 9,6
g/dl, permitindo a identificacao dessas pacientes como
portadoras de anemia em grau leve.

Utilizando como significancia valores de p<0,05, observou-
se que dois valores que caracterizaram a deficiéncia de fer-
ro nas gestantes, se mostraram significantes estatistica-
mente, quando comparados com o trimestre gestacional,
sendo eles o nivel de ferritina (<151g/1l) e o nivel de IST
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(<20%). Estes valores concordam com Guerra (1992), onde
apresenta que os valores de IST decaem com o decorrer da
idade gestacional. Essa idéia fica mais fidedigna se utili-
zarmos os valores de CTLF, os quais demonstram a porcen-
tagem de gestantes com valores superiores ou iguais a 410
png/dl se eleva com o passar do periodo gestacional, indices
esses que concretizam a instalacao da ferro-deficiéncia. Os
demais indices, apesar de apresentaram variacoes de acor-
do com o trimestre gestacional, ndo demonstraram signifi-
cancia estatistica.

Para avaliacao das reservas de ferro, a dosagem de ferritina
tem sido considerada um dos melhores métodos de escolha.
Neste estudo, foram consideradas ferro-depledadas gestan-
tes com valores de ferritina <15pg/1. Assim, 38,2% foram con-
sideradas ferropénicas segundo este parametro, apresentan-
do indices diferentes segqundo o trimestre gestacional, resul-
tado que corrobora com os encontrados por Fujimori (2000).
Observou-se que em poucas gestantes que se mostraram
anémicas (Hb<11 g/dl), apresentavam ferro sérico
<60ng/dl, sendo estas apenas 21,4%. Este achado pode ser
explicado ja que medidas de ferro podem variar, estando
falsamente elevados em gestantes que fazem uso de suple-
mentacao férrea, ou uso de anticoncepcional oral ou amos-
tras hemolisadas (SOARES, 2002)

Neste estudo, os parametros utilizados na avaliagao da defi-
ciéncia de micronutrientes essenciais (ferro, folato e vitami-
na Bi) mostraram que a deficiéncia geralmente instala-se
antes mesmo que os valores de Hb se apresentem diminui-
dos. Esse fator gera um questionamento, ja que seqgundo Pa-
pa Esposito (2003), a Hb é o Ginico parametro rotineiramen-
te utilizado no servico publico pré-natal, concluindo-se, as-
sim, que as grandes maiorias das gestantes deficientes nao
seriam detectadas. Assim é sugerido que a Hb nao é um pa-
rametro que deve ser utilizado sozinho, sendo sempre ne-
cesséria a utilizacdo de outros dados que melhor detectari-
am a deficiéncia destes micronutrientes tdo importantes.
Também, é importante salientar que, segundo Xiong
(2003), as dosagens de Hb podem ser afetadas pela suple-
mentacao de ferro e folato, os quais sao rotineiramente
prescritos para gravidas em muitos paises industrializados.
Porém, em paises como a China, onde o estudo foi realiza-
do, a suplementacao é prescrita na rotina clinica do servigo
pré-natal somente quando detectada a depledacdo (Ma,
2004; MUKHOPADHYAY, 2004; MUNGEN, 2003).
Torna-se importante ressaltar que quando supridas as ne-
cessidades férreas, caso ainda se prossiga com a suplemen-
tacdo, corre-se o risco de gerar nestas gestantes compli-
cacoes, como por exemplo, a diabete gestacional, e ainda
um aumento no nivel do estresse oxidativo, devido a parti-
cipacao do ferro em excesso na Reacdo de Haber-
Weiss/Fenton, a qual forma o radical hidroxila (OHe ), sen-
do este um radical extremamente reativo e lesivo as célu-
las (SCHOOLL, 2005; BABIOR, 1997).

Observou-se, entdo, que, apesar dos indices de gestantes
anémicas nao serem elevados, a caréncia nutricional pode
ser observada mesmo quando essas gestantes ainda nao se
apresentam anémicas seqgundo valores de Hb e Hct. Utilizan-
do os parametros que avaliaram a deficiéncia dos micronutri-
entes essenciais, observou-se que a caréncia, geralmente,
nao estd instalada ao inicio da gestacdao, se concretizando
com os passar dos meses, gerados pela deficiéncia causada
pelas necessidades requeridas pelo feto ou pelo ajuste hemo-
dinamico presente em todos os processos gestativos.

As anemias carenciais, principalmente a ferropriva, tém
conseqiiéncias importantes para a saide publica, ja que
causam transtornos no desenvolvimento psicomotor e das
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funcbes cognitivas em pré-escolares, reduz o rendimento
de trabalho nos adultos, e aumenta a freqiiéncia de baixo
peso ao nascer, de parto pré-maturo e de mortalidade peri-
natal (BASHIRI, 2003). A avaliacao correta da depledacao
dos estoques de ferro durante a gravidez permite ao obste-
tra instalar e monitorizar adequadamente sua suplemen-
tacao antes do final da gestacao (WALTER, 2002; AN-
DREWS, 2000; BEARD, 2005; MASSOT, 2003).
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Filariose Linfatica: Avancos e Perspectivas do
Diagnodstico Laboratorial - Revisao

Lymphatic Filariasis: Progresses and Perspectives of the Laboratorial Diagnostic — A Review

Eduardo Caetano Brandao F. da Silva'; Maria Almerice Lopes da Silva? &
Paula Alexandra dos S. Oliveira®

/RESUMO - A Filariose Linfatica, também conhecida como elefantiase em sua fase cronica, € uma doenca endémica de regioes tropi}
cais e subtropicais que possui como agente etiol6gico helmintos da espécie Wuchereria bancrofti. Enfermidade debilitante, de grave
impacto sécio-econdémico, acomete cerca de 120 milhées de pessoas em todo mundo. No Brasil, estima-se em 49 mil o nimero de in-
dividuos infectados, sendo estes encontrados principalmente no municipio de Macei6-AL e Regiao Metropolitana do Recife-PE. A di-
ficuldade na realizagao do diagnéstico, a falta de saneamento basico e a alta densidade populacional de vetores fazem desta infecgao
uma endemia de dificil controle e erradicacao, sendo, por esse motivo, alvo de inimeros programas propostos pela OMS e OPAS. As-
sociadas a esses programas, pesquisas tém sido realizadas com a finalidade de avaliar as técnicas atualmente disponiveis, bem como
desenvolver novos métodos de diagnoéstico mais sensiveis e mais especificos, possibilitando assim uma reducao no ntimero de indivi-
duos com formas mérbidas da doenca. O objetivo do presente trabalho é fornecer informacoées relevantes acerca das técnicas dispo-
niveis para o diagnostico da Filariose Linfatica, contribuindo assim para otimizacao dos laboratérios de analises clinicas.

PALAVRAS-CHAVE - Filariose Linfatica, Wuchereria bancrofti, Diagndstico. /

SUMMARY - Lymphatic Filariasis, also known as elephantiasis in your chronic phase, it is an endemic disease of tropical and subtro-\
pical areas that has the Wuchereria bancrofti helminthes which agent etiologic. Illness weakling of serious socioeconomic impact at-
tacks about 120 million people in all the word. In Brazil, is possible that 49 thousand of individuals are infected, whose the majority
live in the municipal district of Maceié and Recife Metropolitan Area. The difficulty in the development of the diagnosis, the lack of
basic sanitation and the great population density of vectors they do of this infection an endemic disease of difficult control and eradi-
cation. Therefore this illness is target diverse WHO and OPAS programs. Together with the those programs, researches have been ac-
complished with the purpose of evaluating the techniques available in the moment, as well as to develop more sensitive and specific
diagnosis methods, making possible a reduction in the number of individuals with morbid forms of the disease. The purpose of the
present article is to supply important information about the available techniques for the diagnosis of Lymphatic Filariasis, contribu-

ting to optimization of the analyses clinical laboratories.

KEYWORDS - Lymphatic Filariasis, Wuchereria bancrofti, Diagnostic. /

INTRODUCAO

Filariose linfatica causada pela Wuchereria bancrofti é

uma doenca negligenciada, de carater debilitante, que
acomete cerca de 120 milhoes de pessoas em todo mundo
(FONTES et al., 2005). Essa enfermidade vem ocupando, ha
onze anos, o 2°lugar no ranking mundial das doencas inca-
pacitantes (WHO, 1995). No Brasil, estima-se em trés mil-
hoes a populacédo que vive em areas com risco de contrair a
parasitose e em 49 milhdes o nimero de infectados. Esses
individuos residem, em sua maioria, em areas urbanas dos
estados de Alagoas (Macei6) e Pernambuco (Regiao Metro-
politana do Recife - RMR). (MEDEIROS et al., 2004).
O grave impacto s6cio-economico provocado pela bancrof-
tose, em sua fase avancada, tem sido estudado por diver-
sos pesquisadores, nas mais variadas localidades do mun-
do, onde a doenca é endémica (BABU & NAYAK, 2003). Em
trabalhos realizados na India, por Ramaiah et al., (2000)
avaliou-se que a média dos custos anuais com o tratamen-
to de casos cronicos foi calculada em cerca de R$ 52 mil-
hoes. Dreyer et al., (2005) relataram, ainda, que o forte es-
tigma atribuido a essas pessoas, juntamente com a inap-
tidao fisica, faz com que estes se tornem excluidos das
oportunidades de emprego.
Toda a problemética acima exposta encontra-se intima-
mente relacionada com a patogenia e manifestacoes clini-
cas que acompanham essa subestimada doenca. Como em
sua fase avancada a bancroftose nao possui tratamento efi-
caz na reducao de seus sinais, € importante que os infecta-
dos sejam diagnosticados o mais precocemente possivel.
Diante disto, o presente trabalho visa fornecer informacoes

relevantes acerca das técnicas disponiveis para o diagnoés-
tico da Filariose Linfética, contribuindo assim para otimi-
zacao dos laboratérios de anélises clinicas e conseqiiente
minimizacao do impacto da bancroftose.

DIAGNOSTICO

O diagnéstico clinico da bancroftose é particularmente di-
ficil. Por possuir baixa sensibilidade e especificidade, ne-
cessita de uma confirmacao laboratorial. No entanto, em
area endémicas, a histoéria clinica de febre recorrente asso-
ciada com adenolinfangite, € um forte indicativo de
infeccao (FONTES, 1998).

O diagnoéstico da filariose linfatica causada pela W. ban-
crofti pode ser realizado por diferentes técnicas parasitol6-
gicas, imunolégicas, moleculares e por imagem.

DIAGNOSTICOS PARASITOLOGICOS

Ha varias décadas, a inica prova conclusiva e comprobatéria
da infeccao filarial tem sido o encontro de microfilarias no
sangue periférico ou nos liquidos biolégicos (urina, liquido
hidrocélico, quilocélico ou sinovial) (ROCHA, 2004).

A pesquisa parasitolégica pode ser realizada através de téc-
nicas como a gota espessa de sangue, concentracao de Knott
e filtracdao de sangue em membrana de policarbonato, nas
quais a coleta sangtiinea deve ocorrer entre 23 - 01 h (DRE-
YER et al., 1996). Essas duas ultimas sao técnicas de concen-
tragao, que trabalham com um volume maior de sangue, au-
mentando sua sensibilidade em relacdo a gota espessa. Po-
rém, em decorréncia da dificuldade de execucao e também
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de visualizacao das microfilarias, as técnicas quantitativas de
Knott e filtracao em membrana de policarbonato nao sao uti-
lizadas na rotina e em inquéritos epidemiolégicos. No entan-
to, sdo bastante utilizadas no diagnostico de casos individu-
ais e no controle pés-tratamento (HINRICHSEN et al., 2005).

Gota espessa

De acordo com OMS, o diagnéstico parasitolégico se baseia
na pesquisa de microfilarias no sangue periférico, colhido
em hordrio compativel com a periodicidade do parasito na
regido. Entre as técnicas disponiveis, a mais utilizada em in-
quéritos epidemioldgicos é a gota espessa de sangue (20 a
100 pL), colhido por puncao capilar digital. Em seguida, a
amostra é fixada, corada (eosina-Giemsa) e analisada em
microscopia 6ptica. Essa técnica é particularmente impor-
tante para o diagnéstico especifico em 4reas onde ocorrem
infecgoes mistas, pois a gota espessa possibilita a visuali-
zacao da bainha, fato que difere a microfilaria de W. ban-
crofti de outro filarideos sanguineos (SILVA et al., 2004).

A técnica da gota espessa apresenta um baixo custo em com-
paracao com outras mais avancadas, como a filtracao de san-
gue em membrana de policarbonato, o ensaio imunoenzimati-
co e 0 ICT card. No entanto, sua baixa sensibilidade impede a
utilizacao em situacoes em que os parasitados se mostram com
baixa microfilaremia ou amicrofilarémicos (SILVA et al., 2004).

Concentracao de Knott

A técnica descrita por Knott em 1939 foi o primeiro méto-
do a utilizar a concentracao de sangue no diagnostico fila-
rial. Apesar de ser uma técnica descrita ha mais de 60 anos,
Melrose, em 2002, constatou que nos dias atuais, este mé-
todo ainda permanece em uso em diversas areas endémica
do mundo. A técnica permite a utilizacao de 1 ml de san-
gue venoso diluido em 9 ml de formalina a 2 %. O sistema
é submetido a agitacdo vigorosa, centrifugado a 2000
rpm/10 min, tendo o sobrenadante removido e o sedimen-
to lavado com formalina a 2%. Repete-se o procedimento
até limpidez do sobrenadante, sendo este descartado e o
sedimento distribuido em laminas. O material é fixado, co-
rado e analisado sob microscopia 6ptica.

Filtracao em membrana de policarbonato

Descrita por Bell, a técnica de filtracdo de sangue em mem-
brana de policarbonato foi introduzida em 1967. De custo ele-
vado em relagao aos métodos parasitolégicos anteriormente
descritos, baseia-se na passagem de sangue venoso através
de uma membrana (Milipore ou Nuclepore) de diametro de
13 a 25 mm e poros de 5 ou 3 pm. Essa técnica, assim como a
de Knott, permite a identificacdo de individuos com baixissi-
mas parasitemias (quantidade de microfilarias nao-detecta-
veis pela técnica de gota espessa) (ROCHA, 2004).

DIAGNOSTICO IMUNOLOGICO

O diagnoéstico parasitolégico da doenca € particularmente
dificil em pacientes que apresentam sintomas inflamatoéri-
os e se encontram na fase cronica, ou que apresentam qua-
dro pulmonar (eosinofilia pulmonar tropical), situacdes nas
quais as microfilarias estdao normalmente ausentes do san-
gue periférico (SILVA et al., 2004). Por essa razao ava-
liagoes imunolégicas e de biologia molecular tém sido de-
senvolvidas e aperfeicoadas.

Pesquisa de antigeno

Técnicas mais avancadas, que se baseiam na pesquisa de
antigenos filarial circulantes, através de anticorpos monoclo-
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nais, como o ensaio imunoenzimatico (Og4C3-ELISA) e o
teste de imunocromatografia rapida (ICT card test-AD12),
mostraram sensibilidade e especificidade superior aos méto-
dos parasitolégicos (ROCHA, 2004). Trabalhos desenvolvi-
dos em Maceié por Silva et al. (2004) relataram uma sensibi-
lidade 4,5 vezes maior do ICT card test, quando em compa-
racao com o método parasitolégico da gota espessa de san-
gue (IC 95% 1,3 - 16,9). Em outro estudo, realizado na Re-
giao Metropolitana do Recife, por Rocha et al. (1996), avali-
ando a sensibilidade do Og4C3 frente a grupo de individu-
os amicrofilarémicos e microfilarémicos, portadores de ver-
mes adultos detectados pela ultra-sonografia, verificaram
que a sensibilidade variou 70 a 100%, respectivamente.
Um fator limitante na utilizacao desses testes é o custo ele-
vado para obtencao dos Kits, o que restringe sua aplicacao
em servicos de saude, onde a demanda é elevada. No en-
tanto, por serem os mais promissores, servem de incentivo
para que novos trabalhos sejam desenvolvidos no sentido
de se pesquisar novos anticorpos.

O teste de Og4C3 foi o primeiro a tornar-se disponivel co-
mercialmente sob a forma de kit utilizando a técnica do en-
saio imunoenzimdtico (Trop-Ag W. bancrofti ELISA Kkit,
manufactured by JCU Tropical Biotechnology Pty. LTDA,
Townsville, Queensland, Austrélia) (TropBio 1996). Segun-
do More & Copeman (1990), o Og4C3 é um anticorpo IgM,
produzido contra antigenos de O. gibsoni, um parasito bo-
vino. Este anticorpo é também capaz de reconhecer antige-
nos circulantes que porventura se encontrem no soro ou
plasma de individuos infectados pela W. bancrofti (RO-
CHA, 2004). A sensibilidade desse teste, de acordo com os
achados de Lammie et al. (1994) é de 100 % quando se tem
a filtracao de sangue em membrana de policarbonato como
padréo ouro. Porém, uma reducao na sensibilidade foi evi-
denciada por Rocha et al., em 1996, quando estudavam in-
dividuos que possuiam menos de 1 microfildria/ml de san-
gue ou eram amicrofilarémicos.

Apesar do avanco que foi a descoberta do Og4C3 para o di-
agnostico da filariose linfatica, a dificuldade de realizacao
da técnica, bem como o custo, mostravam a necessidade de
criacdo de métodos alternativos, mais praticos e de menor
custo. Diante disso, o AD12, outro AcMo, foi sintetizado e
disponibilizado sobre a forma de uma imunocromatografia
rapida, permitindo o diagnéstico rapido da infeccao.
Viabilizado sob forma de cartdo, o diagnéstico que utiliza o
AD12, imunoglobulina pertencente a classe das IgG, como
captador de antigenos filariais circulantes, foi desenvolvi-
do pela ICT Diagnostic (Balgowlah, New South Wales,
Austrdlia). Atualmente, conhecido como BINAX (ICT
“card test"), esse teste, segundo Weil et al. (1997), é capaz
de reconhecer antigenos filariais de 200 KD. E um teste de
imunodiagnoéstico in vitro para deteccdo de antigenos de
W. bancrofti em sangue total, plasma, soro e liquido célico.
Baseia-se em uma interacao que ocorre entre anticorpos
monoclonal e policlonal, na presenca de antigeno filarial
circulante, que é revelada através de reacdao colorimétrica
(WEIL et al., 1997). O AD12 parece ter como propriedade a
capacidade de reconhecer a presenca de antigenos do pa-
rasito adulto, independente da presenca ou auséncia de
microfiladrias (ROCHA, 2004).

Ambos os testes, Og4C3 e AD12, podem ser realizados nos
periodos diurno e noturno, fato que demonstra um grande
avanco no diagnéstico da bancroftose. No entanto, o nao
conhecimento da cinética da antigenemia, ap6s um trata-
mento antifilarial bem-sucedido, é um fator que necessita
ser elucidado para que se possa melhorar o desempenho
dos testes. Por esse motivo nao devem ser utilizados como
critério de cura (DREYER et al., 2005).
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Pesquisa de anticorpo

O uso de anticorpos como marcador de doenca/infeccao
nao devem ser feito na rotina/pesquisa, devido as evidénci-
as de que, mesmo se utilizando a pesquisa de isétopo IgG4,
nao é possivel distinguir o quadro de eosinofilia pulmonar
tropical de outras sindromes (EPT-like) produzidas por ou-
tros helmintos intestinais (HINRICHSEN et al., 2005).
Vérios testes para detectar a resposta imune do tipo humo-
ral utilizando a intradermoreacao, disponivel hd mais de ses-
senta anos (FAIRLEY, 1937), bem como os testes sorolégicos
que vém sendo utilizados ao longo dos ultimos vinte anos,
tém produzido interpretacdes conflitantes no diagnoéstico la-
boratorial da bancroftose (AMBROISE-THOMAS, 1974,
VOLLER & SAVIGNY, 1981, DREYER et al.,, 1991, ROCHA,
1995). Possivelmente, isto é devido a baixa especificidade
que estes testes apresentam (ROCHA, 2000) ou, ainda, em
decorréncia da utilizacdo de extratos brutos dos parasitos
homélogos (por exemplo, a imunofluorescéncia [IMF] para
W. bancrofti) ou heterélogos (imunoenzimadticos [ELISA]
com vermes adultos de B. malayi). Isso provoca geralmente
reacoes cruzadas com outras infecgoes, fazendo com que a
especificidade do teste seja prejudicada (ROCHA, 1995).
Algumas reagoes cruzadas sdao observadas também nas
pesquisas que envolvem anticorpos policlonais contra W.
bancrofti, a utilizacao de antigenos purificados certamente
elevaria o grau de seguranca dos testes que buscam iden-
tificar anticorpos especificos. (RAMZY et al., 1995).

Outro teste sorolégico para filariose linfatica, baseado na
pesquisa de anticorpos pelo antigeno recombinante filarial
Bm14, foi desenvolvido podendo ser realizado a qualquer
hora do dia (CHANDRASHEKAR et al., 1994). Este antige-
no foi selecionado de uma biblioteca de expressao de
cDNA de B. Malayi, denominado gene sxp-1, sendo reco-
nhecido no soro de pacientes com filariose linfatica mas
nao em pacientes com infeccao por helmintos nao filariais.
Estudos preliminares com soro de pacientes da India indi-
caram que o ELISA baseado na deteccdao de anticorpos
IgG4 para Bm14 parece apresentar uma alta sensibilidade
para o diagnéstico de pacientes com filariose por brugia ou
bancroftiana com infeccao ativa ou em endémicos normais
(CHANDRASHEKAR et al., 1994).

Dissanayake et al., (1994) sugerem que um antigeno re-
combinante origindrio de uma biblioteca de cDNA de MF
de B. malayi parece sé estar presente nos individuos ver-
dadeiramente infectados com W. bancrofti ou B. malayi.
Esse teste é capaz de distinguir individuos com infecgéo
ativa daqueles com infeccao passada ou individuos que fo-
ram simplesmente expostos as larvas infectantes, sem se
tornarem infectados. Verificaram também que nao existe
correlacdo entre a carga parasitdria e a positividade do tes-
te, demonstrando que a resposta de anticorpos ao produto
do gene sxp-1 nao é estdgio especifico e a sua positividade
indica a presenca de vermes adultos jovens ou maduros
com ou sem microfilaremia.

DIAGNOSTICO MOLECULAR

Nos ultimos anos, a biologia molecular, também, obteve
avancos e trouxe uma contribuicao impar, nao apenas pa-
ra o diagnéstico da filariose bancroftiana, como também de
outras patologias. A utilizacao das ferramentas de biologia
molecular nos estudos da filariose teve inicio a partir do
ano de 1980, quando muitos pesquisadores deram énfase e
desenvolveu-se o procedimento de isolar e caracterizar se-
qgiéncias de DNA filarial espécie-especificas. Um dos prin-
cipais objetivos foi introduzir uma nova metodologia que
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pudesse substituir a dissec¢ao manual de milhares de mos-
quitos na avaliacao do impacto dos programas de controle
nas areas endémicas através da monitorizacdo da infeccao
vetorial (ROCHA, 2004).

A Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR) é uma metodo-
logia que vem sendo padronizada e que tem se mostrado
promissora, principalmente no tocante a andlise dos exem-
plares de mosquitos (ROCHA, 2002). Como forma de diag-
nostico, a PCR foi inicialmente utilizada para a andlise de
amostras de sangue coletadas em periodo noturno, mos-
trando-se satisfatéria. No entanto, sua utilizacdo em paci-
entes amicrofilarémicos foi questionada, levando a neces-
sidade de novos estudos. Em 2000, Dissanayake et al., de-
senvolvendo estudos comparativos entre os métodos para-
sitolégicos, Og4C3-ELISA, ultra-sonografia e PCR, consta-
tou que a PCR nao é capaz de detectar DNA em individu-
os amicrofilarémicos, antigeno-positivo e nem em amicro-
filarémicos portadores de vermes adultos (DREYER et al.,
2005). Na atualidade, além da necessidade de padroni-
zacao adequada, perante as diversas formas clinicas, da
disponibilidade dos primers das familias repetitivas para os
diferentes estagios de desenvolvimento do parasito, o cus-
to elevado é um dos fatores que distanciam a PCR de sua
utilizacdo na rotina laboratorial diagnéstica.

O desenvolvimento de analises enfocando o genoma filari-
al tem proporcionado um grande avanco no estudo do di-
agnostico molecular da bancroftose como genes candida-
tos a producao de vacinas (RAGHAVAN et al., 1991).

Em 2002, uma revisao realizada por Rocha et al. chamam
atencao para as vantagens da utilizacao da ferramenta mo-
lecular no diagnoéstico da bancroftose frente aos mais di-
versos fluidos biol6égicos. O desenvolvimento da pesquisa
de DNA no diagnéstico molecular da filariose linfatica, em
amostras biolégicas, tem aberto novas perspectivas no
diagnéstico laboratorial.

O diagnéstico da bancroftose, baseado em técnicas de bio-
logia molecular, nao esta sendo ainda utilizado em larga
escala, por nao ter sido validado.

Alguns pesquisadores estao desenvolvendo e criando alter-
nativas para o diagnéstico molecular da W. bancrofti com a
modificacao e aperfeicoamento da técnica de PCR. Assim,
Thanomsub et al. (2000) utilizaram a técnica de PCR-RFLP
aplicada ao diagnéstico diferenciando espécies de filariais
nos seres humano sendo um ensaio simples e de resultado
preciso. Chansiri & Phantana (2002) realizaram um estudo
onde a técnica de PCR foi muito sensivel na habilidade de
detectar a presenca de 10 pg de DNA do parasito. A PCR
pode detectar as larvas infectantes (L3) no mosquito Culex
quinquefasciatus. Hassan et al. (2005) compararam a sensi-
bilidade da técnica de PCR-ELISA em sangue noturno, on-
de obteve 100%, com as técnicas de filtracdo em membra-
na e de pesquisa de antigenos circulantes, identificando a
capacidade da técnica em detectar as infeccoes filariais.
Mishra et al. (2005) desenvolveram um método de PCR em
uma unica etapa onde foram realizadas a detecgao combi-
nada dos parasitos filariais humanos, Brugia malayi e Wu-
chereria bancrofti mesmo em niveis baixos da infeccao. Rao
et al., (2006) desenvolveram e avaliou ensaios com PCR em
tempo real para detectar a Wuchereria bancrofti e também
comparou a PCR em tempo real com a PCR convencional
(C-PCR) para detectar o DNA de W. bancrofti em amostras
de mosquitos coletadas em areas endémicas no Egito e em
Papua Nova Guiné. Embora os dois métodos tivessem a
sensibilidade compardvel para detectar o DNA filarial em
amostras de referéncia, a PCR em tempo real foi mais sen-
sivel do que C-PCR na préatica com amostras do campo. Ou-
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tras vantagens de PCR em tempo real incluem sua capaci-
dade de elevada especificidade e risco diminuido da reacao
cruzada entre amostras do teste do DNA de W. bancrofti no
sangue humano e nos mosquitos.

DIAGNOSTICO POR IMAGEM

A ultra-sonografia foi primeiramente descrita, para pesqui-
sa de W. bancrofti, em 1994, quando Amaral et al. em estu-
dos desenvolvidos no Centro de Pesquisa Aggeu Ma-
galhédes evidenciaram vermes adultos em vasos linfaticos
intraescrotais do cordao espermadtico. Este método permite
detectar e monitorar vermes adultos vivos e dilatacao linfa-
tica em pacientes com filariose bancroftiana. Quando de-
senvolvida de forma correta, essa técnica possibilita o di-
agnostico precoce da infeccao e contribui para um contro-
le de cura mais eficiente, podendo medir diretamente a
acao da droga sobre o parasito (SILVA et al., 2004).

CONCLUSAO

O diagnéstico laboratorial da filariose bancroftiana apresen-
tou um significativo avan¢o ao longo de pouco mais de um
século. Enfermidade que possuiu por muito tempo a gota es-
pessa de sangue como exclusiva forma de deteccao de para-
sitados, atualmente conta com inimeras técnicas parasitolo-
gicas, imunoldgicas, moleculares e também de diagnéstico
por imagem. O desenvolvimento destes métodos ampliou a
sensibilidade de deteccao dos individuos infectados pela
Wuchereria bancrofti, auxiliando tanto no tratamento de pa-
cientes assintomaéticos, como na erradicacdao da doenca.

A técnica que se baseia na pesquisa de anticorpos anti-Wu-
chereria bancrofti (Bm14), bem como a andlise molecular
através da PCR, sao bastante promissoras em inquéritos
epidemiolégicos, uma vez que padronizadas permitirao
avaliar dreas endémicas onde a populacao recebeu trata-
mento em massa e também no controle da infeccdo de ve-
tores. Concluiu-se, ainda, que embora a técnica quantitati-
va de filtracdao em membrana de policarbonato seja preco-
nizada pela OMS como controle de cura, cada método de-
ve ser utilizado em situacoes especificas e a associacao de
mais de uma técnica permite um diagnoéstico mais preciso,
conferindo assim uma maior fidedignidade ao resultado.

REFERENCIAS

AMARAL, F,, DREYER, G., FIGUEREDO-SILVA, J., NOROES, J., CAVALCANTE,
A., SAMICO, S.C., SANTOS, A., COUTINHO, A. Live adult worms detected
by ultrasonography in human bancroftian filariasis. American Journal of Tro-
pical Medicine and hygiene, v.50, p.753-757, 1994.

AMBROISE-THOMAS, P. Immunological diagnosis of human filariasis: present
possibilities, difficulties and limitations. Acta Tropica, v. 31, p.108-128, 1974.

BABU, B.V,, NAYAK, N.A. Treatment costs and work time loss due to episodic
adenolymphangitis in lymphatic filariasis patients in rural communities of Oris-
sa, India. Tropical Medicine and International Health, v.8, p.1102-1109, 2003.

BELL, D. Membrane filters and microfilarial surveys on day blood. Transactions of
the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, v. 61, p. 220-223, 1967.

CHANDRASHEKAR, R., CURTIS, K.C., RAMZY, R.M., LIFTIS, FL.B.W., WEIL
G.J. Evaluation of a recombinant antigen-based antibody assay for diagno-
sis of bancroftian filariasis in Egypt. Molecular and Biochemical Parasitology.
v.64, p.261-271, 1994,

CHANSIRI K, PHANTANA S. A polymerase chain reaction assay for the survey
of bancroftian filariasis. Southeast Asian. Journal Tropical Medicine Public
Health. v.33, n.3, p.504-8, 2002.

DISSANAYAKE, S., ROCHA, A., NOROES, J., MEDEIROS, Z., DREYER, G., PI-
ESSENS, W.F. Evaluation of PCR based methods for the diagnosis of infec-

256

tion in bancroftian filariasis. Transactions of the Royal Society of Tropical Me-
dicine and Hygiene, v. 94, n.5, p.526-530, 2000.

DISSANAYAKE, S., ZHENG, H., DREYER, G., XU, M., WATAWANA, L., CHENG,
G., WANG, S., MORIN, P, DENG, B., KURNIAWAN, L., VICENT, A., PIES-
SENS, W. F. Evaluation of a recombinant parasite antigen for the diagnosis of
lymphatic filariasis. American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, v.
50, p.727-734, 1994.

DREYER, G., ANDRADE, L., SANTO, M., MEDEIROS, Z., MOURA, I., TENORIO,
J., ROCHA, A., CASSIMIRO, M.I., GALDINO, E., DREYER, E., BELIZ, M.F,
RANGEL, A., COUTINHO, A. Avaliacao do teste de imunofluorescéncia indi-
reta para o diagnéstico de filariose bancroftiana usando a microfilaria de Wu-
chereria bancrofti como antigeno, em Recife-PE, Brasil. Revista do Instituto
de Medicina Tropical de Sao Paulo, v.33, p.397-404, 1991.

DREYER, G., MATTOS, D., NOROES, J. Filariose Bancroftiana In: Dinamica das
Doencas Infecciosas e Parasitarias. José Rodrigues Coura (Ed). Rio de Ja-
neiro. Guanabara Koogan, 2005, 1? Edicao, pp 1087-1106.

DREYER, G.; PIMENTEL, A.; MEDEIROS, Z.; BELIZ, F;; GALDINO, E.; MOURA, |.;
COUTINHO, A.; ANDRADE, L.D.; ROCHA, A.; DA SILVA, L. M.; PIESSENS, W.F.
Studies on the periodicity and intravascular distribution of Wuchereria bancrof-
ti microfilariae in paired samples of capillary and venous blood from Recife,
Brazil. Tropical Medicine and International Health, v.1, p. 264-272, 1996.

FONTES, G., BRAUN, B.F,, NETO, H.F, VIEIRA, J.B.F,, PADILHA, S.S., ROCHA,
R.C., ROCHA, E.M.M. Filariose linfatica em Belém, Estado do Para, Norte do
Brasil e a perspectiva de eliminagéo. Revista da Sociedade Brasileira de Me-
dicina Tropical, v.38, n.2, p.131-136, 2005.

FONTES, G., ROCHA, E.M.M., BRITO, A.C., ANTUNES, C.M.F. Lymphatic Fila-
riasis in Brazilian Urban Area (Maceid, Alagoas). Memorias do Instituto Os-
waldo Cruz, v.93, n.6, p.705-710, 1998.

FAIRLEY, N., H. Serologic and interdermal tests in filariasis. Transactions of the
Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, v. 24, p.635-648, 1937.
FRANKS, M.B. Specific soluble antigen in the blood of filarial patients. Journal

of Parasitology, v.32, p.400-406, 1946.

HASSAN. M., SANAD, M.M., EL-KARAMANY, |., ABDEL-TAWAB, M., SHALABY,
M., EL-DAIROUTY, A., ASSAL, K., GAMAL-EDIN, M.K., ADEL EL-KADI, M.
Detection of DNA of W. bancrofti in blood samples by QC-PCR-ELISA-ba-
sed. Journal Egyptian Society Parasitology. v.35, n.3, p.963-70, 2005.

HINRICHSEN, S.L., MOURA, L., VIANA, H.S., FARIAS, F.O., MONTENEGRO, D. Fi-
lariose Bancroftiana In: Doengas Infecciosas e Parasitarias. Sylvia Lemos Hin-
richsen (Ed). Rio de Janeiro. Guanabara Koogan, 2005, 12 Edigdo, pp 343-349.

KNOTT, J. A. Method for making microfilarial surveys on day blood. Transactions
of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, v. 32, p.191-196, 1939.

LAMMIE, PJ., HIGHTOWER, A.W., EBERHARD, M.L. The age-specific preva-
lence of antigenemia in a Wuchereria bancrofti-exposed population. Ameri-
can Journal of Tropical Medicine and Hygiene, v.51, p.348-355, 1994.

MEDEIROS, Z., OLIVEIRA, C., QUARESMA, J., BARBOSA, E., AGUIAR-SAN-
TOS, A.M., BONFIM, C., ALMEIDA, J., LESSA, F. A filariose bancroftiana no
municipio de Moreno — Pernambuco, Brasil. Revista Brasileira de Epidemio-
logia, v.7, n.1, p.73-79, 2004.

MELROSE, W. D. Lymphatic filariasis: new insights into an old disease. Interna-
tional Journal for Parasitology, v. 32, p. 947-960, 2002.

MISHRA, K., RAJ, D.K., DASH, A.P,, HAZRA, R.K. Combined detection of Bru-
gia malayi and Wuchereria bancrofti using single PCR. Acta Tropica, v.93,
p.233-237, 2005.

MORE, S.J., COPEMAN, D.B. A highly specific and sensitive monoclonal anti-
body-based ELISA for the detection of circulating antigen in bancroftian fila-
riasis. Tropical Medicine and Parasitology, v.41, p.403-406, 1990.

RAGHAVAN N., McREYNOLDS, L.A., MAIANA, C.V., FEINSTONE, S.M., JAYA-
RAMANE, K., OTTSEN, E.A., NUTMAN, T.B. A recombinant clone of Wuche-
reria bancrofti with DNA specificity for human filarial parasites. Molecular and
Biochemical Parasitoogy, v.47, p.63-72,1991.

RAMAIAH, K.D., DAS, PK., MICHAEL, E., GUYATT, H. The economic burden of
lymphatic filariasis in India. Parasitology Today, v.16, p.251-253, 2000.

RAMZY, R., M .R., HELMY, H., FARIS, R., GAD, A. M., CHANDRASHEKAR, R.,
WEILL, G. J. Evaluation of a recombinant antigen-based antibody as-
say for diagnosis of bancroftian filariasis in Egypt. Annals of Tropical Medi-
cine and Parasitology, v. 89, p.443-446, 1995.

RBAC, vol. 39(4): 255-257, 2007



RAO, R.U., ATKINSON, L.J., RAMZY, R.M.R., HELMY, H., FARID, H.A., BOCKARIE,
M.J., SUSAPU, M., LANEY, S.J., WILLIAMS, S.A., WEIL, G.J. A real-time PCR-
based assay for detection of Wuchereria bancrofti DNA in blood and mosquito-
es. American Journal Tropical Medicine Hygiene. v.74, n.5, p.826-832, 2006.

ROCHA, A. Estudo imunolégico da sindrome de eosinofilia pulmonar tropical
causada pela filaria e outros helmintos. Rio de Janeiro, 1995. Dissertagéo
(Mestrado) - Instituto Oswaldo Cruz, Fundagao Oswaldo Cruz. 138 p.

ROCHA, A. Available laboratory diagnostic methods of lymphatic filariasis. Re-
vista Brasileira de Analises Clinicas, v. 32, p.265-270, 2000.

ROCHA, A. Filariose Bancroftiana: Avaliagéo dos testes de diagndstico dispo-
niveis frente as diversas formas clinicas da bancroftose. 2004. (Tese de Dou-
torado em Biologia Celular e Molecular), Instituto Oswaldo Cruz, Recife.

ROCHA, A., ADDISS, D., RIBEIRO, M.E., NOROES, J., BALIZA, M., MEDEIROS,
Z., DREYER, G. Evaluation of the Og4C3 ELISA in Wuchereria bancrofti in-
fection: infected persons with undetectable or ultra-low microfilarial densiti-
es. Tropical Medicine and International Health, v.1, p.859-864, 1996.

ROCHA, A., JUNQUERIA AYRES, C., FURTADO, A. Molecular Approach in the
diagnosis of lymphatic filariasis by Wuchereria bancrofti. Revista de Patolo-
gia Tropical, v.31, n.2, p.161-174, 2002.

SILVA, E.C.B.F, FONTES, G., ROCHA, E.M.M. Avaliacdo da prevaléncia de Fi-

RBAC, vol. 39(4): 255-257, 2007

lariose linfatica pela Wuchereria bancrofti, utilizando teste de imunocromato-
grafia rapida (“ICT card test”) em amostra da populagdo das areas endémi-
cas de Macei6-AL. 2004. (Monografia de Bacharelado em Farmacia), Univer-
sidade Federal de Alagoas, Alagoas.

THANOMSUB, B.W., CHANSIRI, K., SARATAPHAN, N., PHANTANA, S. Differen-
tial diagnosis of human lymphatic filariasis using PCR-RFLP. Molecular and
Cellular Probes, v.14, p.41-46, 2000.

VOLLER, A., De SAVIGNY, D. Diagnostic serology of tropical parasitic diseases.
Journal of Immunology and Methods, v. 46, p.1-29, 1981.

WEIL, G.J., LAMMIE, P.J., WEISS, N. The ICT Filariasis Test: A Rapid-format An-
tigen Test for Diagnosis of Bancroftian Filariasis. Parasitology today, v.13,
n.10, p.401-404, 1997.

WHO - WORLD HEALTH ORGANIZATION - Bridging the Gaps. World Health
Report. Geneva. 1995.

ENDERECO PARA CORRESPONDENCIA:
Departamento de Parasitologia, Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes
Fundagéo Oswaldo Cruz - Cidade Universitaria

CEP. 50670-420 - Recife — PE — Brasil.

257



258 RBAC, vol. 39(4), 2007



Prevaléncia de risco cardiovascular em pacientes que
fazem uso de terapia anti-retroviral*

Prevalence of cardiovascular risk in patients who make use of antiretroviral therapy

Aurea Regina Telles Pupulin’, Dirceu Cassarott?, Larissa Mosko®, Mirian Hitomi Ando*, Miguel
Spack Junior®, Sandra Vieira® & Ciomar Aparecida Bersani Amado’

/RESUMO - As manifestacoes cardiovasculares nos pacientes HIV sao as mais diversas, conseqiientes da prépria infeccao pelo HIV, au-
to-imunidade, reacao imunolégica diante de outras infecgoes virais, inflamacao cronica, neoplasias, imunossupressao prolongada, des-
nutricao e cardiotoxicidade dos medicamentos. Este trabalho teve como objetivo avaliar a prevaléncia de risco cardiovascular em uma
populacao HIV positiva de Maringd, Parana, Brasil. Foram selecionados 60 pacientes por meio de amostragem sistematica. A avaliacao
clinica baseou-se em exame clinico geral com afericao de pressdo arterial, pulso, freqiiéncia cardiaca, peso corporal, estatura, medi-
da de cintura e quadril. O perfil laboratorial foi obtido por meio das dosagens de glicose sérica em jejum e lipidograma (Colesterol to-
tal, LDL colesterol, HDL colesterol, triglicérides). Utilizou-se a tabela de Escores de Framingham para calculo do Risco de Doenca Ar-
terial Coronariana (DAC). Com relacao aos fatores de risco aparece maior prevaléncia de histéria familiar em 80%, sedentarismo em
45% e tabagismo em 35%, dislipidemia em 36,6%. Nenhum paciente apresentou risco eminente de DAC, 34% risco > 20% em 10
anos, 25% risco < 20% e >5% em 10 anos, e 71,6% risco <5% em 10 anos. Apesar dos dados apontarem o risco relativo de doencas
cardiovasculares, o risco absoluto permanece baixo para a maioria dos pacientes, tornando-se significativo naqueles com multiplos ou-
tros fatores de risco cardiovascular.

PALAVRAS-CHAVE - risco cardiovascular, HIV, terapia anti-retroviral /

/'SUMMARY - The cardiovascular manifestations in HIV patients are the widely diversed, consequent of the HIV infection itself, au-\
toimmunity, imunological reaction ahead other viral infections, chronic inflammation, neoplasms, prolonged immunosupression, mal-
nutrition and the cardiotoxicity of medicines. This work had as objective to evaluate the prevalence of cardiovascular risk of a HIV po-
sitive population from Maringd, Parand, Southern Brazil. There were selected 60 patients by systematic sample. The clinical evaluati-
on were based in general clinical exam with arterial pressure gauging, pulse, cardiac frequency, body weight, stature, measure of
waist and hip. The laboratorial profiles were obtained by dosages of seric glucose fasting, lipidogram (total cholesterol, LDL choleste-
rol, HDL cholesterol, triglycerides). It was used the table of Framingham Scores to calculate the Coronary Artery Disease (CAD) Risk.
In relation to the risk factors, which appear with major prevalence are family history in 80%, sedentarism 45%, and tabagism 35%,
dislipdemy 36,6%. No patients presented imminent risk of CAD, 34% presented risk > 20% in 10 years, 25% risk < 20% and >5% in
10 years, 71.6% presented risk <56% in 10 years. Although the data points a relative risk of cardiovascular diseases, the absolute risk

\KEYWORDS - cardiovascular risk, HIV, antiretroviral therapy.

remains low to the majority of the patients, becoming significant in those with multiple factors of cardiovascular risk.

/

INTRODUCAO

Oacometimento cardiaco da infeccao pelo HIV foi inici-
almente descrito em 1983, por Autan e cols’, que rela-
taram um caso de sarcoma de Kaposi de miocardio em um
paciente com Aids. Desde entao foram observadas especi-
almente em autdpsias, prevaléncias de 28% a 73% de aco-
metimento cardiaco no pacientes HIV positivo, com envol-
vimento do pericérdio, endocardio, miocardio e dos vasos*.
As manifestacoes cardiovasculares sao as mais diversas,
consequentes da proépria infeccao pelo HIV, da auto-muni-
dade, reacao imunoldgica diante de outras infecgoes virais,
inflamacéo cronica, neoplasias, imunossupressdo prolonga-
da, desnutricao e cardiotoxicidade dos medicamentos**.

A introducao, em 1996, da terapia anti-retroviral de alta
poténcia (Highly Active Antiretroviral Therapy — HAART)
possibilitou uma mudanca na perspectiva e prognostico da
Aids como foi demonstrado em vérios estudos, nos paises
com acesso a esta medicacao®.

Embora seja indiscutivel o efeito positivo que a terapéuti-
ca HAART teve na qualidade de vida e reducao de morta-
lidade relacionada com o HIV, novos problemas surgiram
condicionados pelo préprio tratamento.

A terapia HAART estd associada com um conjunto de ris-
cos que incluem a lipodistrofia e a hipercolesterolemia. O
aumento do colesterol e triglicérides confere um risco acres-
cido para o doente (AIDS Alert, 2002). A zidovudina tem si-
do associada em numerosos estudos a destruicao difusa das

mitocondrias cardiacas e inibicdo do DNA mitocondrial; is-
to levaria a acidose lactica que agrava mais a disfuncao mi-
tocondrial e conseqiientemente a disfuncdao do miécito”®.
Ha4, ainda, relatos descrevendo a deficiéncia de selénio em
musculo cardiaco de pacientes em estdgios avancados da
doenca’® e uma excessiva producao de citocinas que podem
causar alteracoes na funcao do miocardio™.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a prevaléncia de
risco cardiovascular em uma populacao HIV positiva de
Maringa, Parand, Brasil.

No Paran4, o primeiro caso de AIDS foi notificado em 1984.
No municipio de Maringd tém 1.480 casos registrados até
2006, 925 masculino e 555 femininos (SINANW/SE/15°RS).

METODOLOGIA

A populacao em estudo constituiu-se de pacientes portado-
res de HIV atendidos no Centro de Apoio-Maringa-Parana.
A casa de Apoio atende pacientes carentes da 15 Regional
de Satude envolvendo 30 municipios da regiao Noroeste do
Parand que sdo encaminhados pela Regional de Saude.
Foram selecionados 60 pacientes por meio de amostra sis-
temadtica utilizando-se as fichas cadastrais dos pacientes
em ordem alfabética, selecionou-se pacientes iniciando pe-
lo nimero 3 e depois multiplos de trés até atingir-se a
amostragem necessaria. Ap6s explicacao do trabalho, assi-
navam o termo de consentimento aprovado pelo Comité de
Etica para Pesquisa em Seres Humanos.

Recebido em
Aprovado em
2Departamento de Andlises Clinicas, a Professor Assistente Setor de Parasitologia, 2Medico Cardiologista, *Académico de Medicina, ‘Farmacéutico-Bioquimico,
*Médico- Clinica Médica, “Tecnico de laboratério, "Professor Adjunto Farmacologia Universidade Estadual de Maringa, Pr, Brasil.
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Foi realizada entrevista fechada abordando os itens: a) so-
cioecondmico, coletando informacdes sobre idade, escola-
ridade, renda familiar, ocupacao, mecanismo de infeccao
pelo HIV, b) histérico patolégico, que coletou informacoes
sobre infeccao pelo HIV, hipertensao arterial, diabetes, dis-
lipidemias, cardiopatia e infec¢oes oportunistas, c¢) histori-
co familiar, coletando informacgodes sobre hipertensao, dia-
betes, dislipidemias, nefropatia, pneumonia, cardiopatia,
anemia e doenca psiquidtrica em parentes de primeiro, se-
gundo e terceiro graus, d) habitos de vida, constando os
itens uso de tabaco, alcool, drogas ilicitas, pratica de exer-
cicios fisicos, atividades de lazer, alimentacao e e) medica-
mentos utilizados incluindo anti-retrovirais e outros.

A avaliacao clinica do paciente baseou-se em exame clinico
geral com afericao de pressao arterial, pulso, freqtiéncia car-
diaca, peso corporal, estatura, medida de cintura e quadril.
O perfil laboratorial foi obtido por meio das dosagens de:
glicose sérica em jejum e lipidograma (Colesterol total,
LDL colesterol, HDL colesterol, triglicérides).

Utilizou-se a tabela de Escores de Framingham para cal-
culo do Risco de Doenca Arterial Coronariana (DAC).

RESULTADOS

Entre os pacientes estudados, 30 (50%) eram do sexo femi-
nino e 30 (50%) masculino A idade das mulheres variou
entre 22 e 56 anos (média de 36 anos) e dos homens vari-
ou de 20 a 56 (média de 37 anos).

A renda mensal da maioria é proveniente de aposentadori-
as e trabalhos esporadicos; apenas 20% tém trabalho fixo.
58% ganham menos de um saldrio minimo.

Em relacdo ao nivel educacional 78,3% possuiam ensino
fundamental, 18,3% ensino médio e 3% nunca freqiienta-
ram a escola. Desses a escolaridade mais baixa foi observa-
da no sexo feminino.

Quanto ao mecanismo de infeccao, 24 mulheres e 17 ho-
mens adquiriram o virus através de contato heterossexual,
10 homens por meio de contato homossexual, enquanto
duas mulheres e quatro homens relataram contaminacao
através de drogas injetaveis, duas mulheres tiveram conta-
gio através de transfusao sangtiiinea e um homem néao sa-
be como adquiriu a infeccao. O tempo de infecgao variou
de um a 15 anos com média de 7 anos. Todos utilizam tera-
pia anti-retroviral (TARV) com tempo de uso de um a 10
anos, média de cinco anos.

A tabela 1 mostra a prevaléncia de alguns fatores de risco
de doenca cardiovascular nos pacientes. Com maior preva-
léncia aparece histéria familiar (cardiopatia, hipertensao,
diabetes, dislipidemia) em 48 (80%), sedentarismo em 27
(45%) e tabagismo em 21(35%), dislipidemia aparece em
22 (36,6%) dos pacientes. O uso de alcool corresponde a
26% dos pacientes e uso de drogas ilicitas 11%.

TABELA |
Prevaléncia de alguns fatores de risco cardiovascular em
pacientes HIV. Maringa - Pr. 2005-2006 (n=60)

FATOR DE RISCO n %
Tabagis mo 21 39,0
Hipertenséo arterial 04 6,0
Diabetes mellitus 02 3,3
Dislipidemia 22 36,6
Historia familiar 48 80,0
Alcool 16 26,6
Uso de drogas ilicitas 07 11,6
Sedentarismo 27 45
Relagéao Cintura-Quadril 04 6,6

acima do normal *(RCG)
*RCQ — normal: F>0,8 e M>0,9
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O risco de Doenca Arterial Coronariana (DAC) é mostrado
na tabela 2. Nenhum paciente apresentou risco eminente de
DAC, dois pacientes (3,4 %) apresentaram risco > 20% em 10
anos, 15 (25%) com risco < 20% e >5% em 10 anos, e 43
(71,6% )dos pacientes apresentaram risco, <56% em 10 anos.

TABELA 1l
Prevaléncia de alguns fatores de risco cardiovascular em
pacientes HIV. Maringa - Pr. 2005-2006 (n=60)Risco de
Doenca Arterial Coronariana (DAC) segundo tabela de
Escores de Framingham em pacientes HIV que utilizam
terapia HAART - Maringa - Pr. 2005-2006 (n=60)

CATEGORIA DE RISCO N.° %
Presenca de risco equivalente de DAC 00 0,0
Risco em 10 anos =20% 02 3,4
Risco em 10 anos =20% =5% 15 25,0
Risco < 5% em 10 anos 43 71,6

A tabela 3 mostra a ocorréncia de fatores de risco correlacio-
nando-as ao risco de DAC em 10anos. Observa-se nesta tabe-
la uma relacao entre o numero maior de fatores de risco asso-
ciado a maior risco de DAC segundo escore de Framingham.

TABELA llI
Ocorréncia de fatores de risco cardiovascular e risco de
doenca arterial coronariana (DAC) segundo escore de
Framingham em pacientes HIV. Maringa - Pr. 2005-2006 (n=60)

N.° de Fatores de risco - Risco de DAC em 10 anos
1% a 10% 1% a= 53%

0401 24 1
244 30 5
549 0 0

A tabela 4 mostra a prevaléncia de hipercolesterolemia e
hipertrigliceridemia nesta populacao, ressaltando os valo-
res de HDL-colesterol e LDL-colesterol.

TABELA IV
Ocorréncia de fatores de risco cardiovascular e risco de
doenca arterial coronariana (DAC) segundo escore de
Framingham em pacientes HIV. Maringa - Pr. 2005-2006 (n=60)

Colesterol Total LDL Colesterol HDL Colesterol Triglicerides
(>200 mg/dI) (160 mg/d) (< 60) (>200 mg/dl)
n.° % n.° % n.° % n.° %
17 28 2 3 50 83 13 21

A maioria (68%) dos pacientes utiliza inibidores de protea-
ses em esquemas combinados de terapia anti-retroviral.

DISCUSSAO

Este trabalho avaliou a presenca de risco cardiovascular pa-
ra pacientes HIV utilizando como medida Tabela de Esco-
res de Framingham. Foram avaliados pacientes com AIDS
cadastrados na casa de Apoio, os quais eram todos perten-
centes a grupos populacionais estigmatizados. Nenhum dos
pacientes encontrava-se em internamento hospitalar du-
rante o estudo consistindo em um grupo homogéneo.

Mesmo antes da terapia anti-retroviral de alta potencia
(HAART) ja se sabia que os pacientes infectados pelo HIV
tinham alteracoes do metabolismo lipidico. A dislipidemia
era mais comum entre aqueles com doenca avancada'. O
padréo lipidico era de reducao dos niveis de colesterol, in-
cluindo os valores de HDL-colesterol e LDL-colesterol, mas
com o aumento dos triglicerideos '*"*. O achado de baixo
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HDL-colesterol, com hipertrigliceridemia antes do inicio de
terapia anti-retroviral parece ser diretamente relacionado
a infeccao pelo HIV *.

Por outro lado, a prevaléncia de dislipidemia em pacientes
HIV positivos recebendo terapia anti-retroviral tem sido al-
vo de estudos. Fris-Moller e cols**, em um grande estudo
transversal, registraram a presenca de hipercolesterolemia
em 27% dos pacientes recebendo esquema, incluindo ini-
bidor de protease, 23% daqueles em uso de inibidor da
transcriptidase-reversa nucleosideo e em 10% dos que iso-
ladamente usavam inibidor da transcriptidase-reversa nao
nucleosideo, comparados com 8% dos previamente nao
tratados. Ja para hipertrigliceridemia os percentuais cor-
respondentes foram 40, 32 e 23% frente a 15% entre os
previamente nao-tratados.

Assim, de um modo geral, ap6s o inicio da terapia anti-re-
troviral, hd um aumento no colesterol total e no LDL-coles-
terol. Este aumento sugere a participacao da terapia anti-
retroviral. Quanto ao HDL-colesterol, geralmente perma-
nece baixo, independente do inicio da terapia. Na amostra
do presente estudo, houve elevacao do colesterol total em
17 (28%) pacientes, HDL-colesterol em 50(83%) e do LDL-
colesterol em dois (3%) pacientes sugerindo um efeito di-
reto da infeccao pelo HIV e nao um efeito da terapia anti-
retroviral. No caso dos triglicérides houve nesta populacao
13 (21%) pacientes com hipertrigliceridemia.

Embora o maior enfoque dado a Aids e alteragoes metabo-
licas sejam sobre efeitos colaterais da terapéutica anti-re-
troviral, trabalhos da era pré-HAART estabeleceram que a
propria infeccdo pelo HIV determinasse um perfil lipidico
mais desfavordvel, caracteristicamente com hipertrigliceri-
demia e baixo HDL-colesterol '°. Constans e cols ' observa-
ram inclusive implicacdo prognostica dessas alteracoes,
quanto mais baixa a contagem de linfécitos T CD4, maior
o nivel de triglicérides e mais baixos os niveis de HDL-co-
lesterol. A fisiopatologia desta associacao nao esta esclare-
cida, compreendem-se mais as vias pelas quais a terapéu-
tica anti-retroviral, especificamente os inibidores de prote-
ase, potencializa esse disturbio lipidico e acarreta outros a
ele associados, como o aumento da resisténcia insulinica,
diabeles mellitus, lipodistrofia e obesidade centripeta.
Carr e cols " propuseram uma teoria baseada no achado de
homologia estrutural entre o sitio catalitico da protease do
HIV e proteinas humanas importantes no metabolismo lipi-
dico (CRABP-1, proteina ligadora do acido retinéico cito-
plasmaético tipo I e LRP, proteina relacionada ao receptor de
LDL) , de tal forma que os inibidores da protease inibiriam
também etapas importantes do metabolismo humano. Em
ultima instancia os inibidores de protease determinariam
uma interrupcao na metabolizacao do acido retinéico e me-
nor atividade do PPAR-y (peroxidase proliferator activated
receptor type gamma), que tem papel fundamental na di-
ferenciacao dos adipdcitos e na apoptose dessas células, o
resultado final desses efeitos € uma maior liberacao de gor-
dura na corrente sanguinea e hipertrigliceridemia.

Chama atencdo neste grupo a maior prevaléncia de fatores
de risco. Embora se tenha aqui estudado uma amostra pe-
quena neste levantamento as caracteristicas de maior risco
se assemelham aos da populacao da grande coorte de
23468 pacientes HIV do The Data Collection on Adverse
Events of Anti-HIV Drugs Study Group (DAD) *. Compa-
rando com os dados deste estudo, ha semelhancas quanto
a mediana de idade (39 anos no DAD versus 36 anos neste
estudo), presenca de diabetes (2,8% versus 3,3%), tabagis-
mo (56,2% versus 39%), hipertensao arterial (7,2% versus
6%). Na amostra estudada, a presenca de histérico famili-
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ar, sedentarismo e drogas ilicitas também foram elevados
comparados ao DAD.

Apesar de estes dados apontarem o risco relativo de do-
encas cardiovasculares, o risco absoluto permanece baixo
para a maioria dos pacientes, tornando-se significativo na-
queles com multiplos outros fatores de risco cardiovascular.
Com o passar do tempo, infeccoes oportunistas que eram
causa de mortalidade para os pacientes HIV tem ganhado
importancia o sistema cardiovascular, uma vez que os pa-
cientes vivem mais e sobre eles incide uma série de fatores
de risco cardiovasculares e complicagdes metabélicas co-
mo é confirmado nesta populacdo®. Alguns aspectos abor-
dados nos chamam atencao. Em primeiro lugar, a alta pre-
valéncia de tabagismo e os habitos inadequados de vida e
dieta desses pacientes que contribuem para o aumento de
risco cardiovascular. E, ndo menos importante é a contri-
buicao da adversidade dos anti-retrovirais que agem nega-
tivamente no metabolismo dos pacientes, além de promo-
ver interacoes medicamentosas consideraveis na presenca
de outros farmacos.

A avaliacao do paciente HIV no contexto da doenca cardi-
ovascular exige alto grau de suspeicdo clinica, uma vez
que o quadro clinico é frusto ou confundido com outras do-
encas mais comumente encontradas. O conhecimento das
manifestacoes cardiovasculares do HIV aponta para a ne-
cessidade de implantacao de medidas eficazes no intuito
de deduzir a ocorréncia de doencas cardiovasculares neste
grupo, o que pode ser conseguido por meio de um rigido
controle dos fatores de risco, do diagnéstico precoce da
cardiopatia, da instituicao terapéutica adequada e, em ul-
tima instancia, da busca por um tratamento com menos
efeitos adversos sem comprometer sua eficécia .

Os resultados do estudo do HOPS (HIV Outpatient Study)
acompanhando 5.672 pacientes infectados com HIV-1, ida-
de média de 42,6 anos para a incidéncia de enfarte do mi-
océdrdio durante o periodo de 10 anos, sugerem que o en-
farte do miocardio e, talvez, o angor poderiam surgir em
pacientes que fazem uso dos inibidores de proteases du-
rante alguns anos*. Os autores também verificaram que a
maioria dos pacientes que tiveram um enfarte de miocar-
dio ou um episodio de angor também tinha outros fatores
de risco adicionais, como o tabaco, a hipertensao, a hiper-
lipidemia e resisténcia de insulina associada com diabete
mellitus. Afirmam ainda estes autores que pacientes em
uso de anti-retroviaris precisam ser seguidos durante mui-
to tempo, para assim se verificar se o que os investigadores
observaram continua.

Em conclusdo, dadas as caracteristicas do perfil de risco
cardiovascular dessa populacao, as intervenc¢oes nao far-
macolégicas devem ser aplicadas tendo o efeito importan-
te de tratamento preventivo dos pacientes infectados pelo
HIV. Os pacientes devem ser aconselhados a controlar os
fatores de risco seguindo as orientacoes de estilo de vida,
como parar de fumar, seguir dieta, realizar exercicio fisico,
controlar hipertensao arterial e diabete *.
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Vacina de DNA contra doencas infecciosas

DNA vaccines against infectious diseases
Juliana Costa Curta'™; Rita de Cassia Garcia Simdo’ & Juliana Seger?

/RESUMO - A imunizacao ativa € um importante aliado da medicina moderna para o controle de doencas infecciosas. Muitas doencas
infecciosas ja foram controladas ou mesmo erradicadas através do uso de vacinas. No entanto muitas ainda permanecem resistentes
as tentativas de controle. O desenvolvimento recente da Imunologia e da Biologia Molecular permitiu o desenvolvimento da vacina
de DNA, a qual apresenta seqiiéncias do material genético do agente infeccioso que codificam antigenos imunodominantes. Ao con-
trario das vacinas tradicionais, as vacinas de DNA tém a capacidade de gerar resposta celular e humoral. Discutiremos nesse artigo
as vacinas de DNA que estao sendo desenvolvidas para algumas doencas infecciosas causadas por virus, bactéria e parasitas e tam-
bém algumas consideragoes sobre seguranca para uso destas vacinas nos seres humanos.

PALAVRAS-CHAVE - Vacina, infeccao, imunidade, virus, bactéria, parasita. /

/" SUMMARY - Active immunization is an important ally of modern medicine for the control of infectious diseases. Many infectious di-
seases have already been either controlled or eradicated through the use of vaccines. However, there are many that remain resistant
to attempts at controlling them. The recent progress in Molecular Immunology and Biology have led to the development of the DNA
vaccination. It presents sequences of genetic material of the infected agent which codifies immuno-dominant antigens. Differently
from traditional vaccines, DNA vaccines are able to generate humoral and cellular responses. In this article, I discuss DNA vaccines
which are being developed against certain infectious diseases caused by virus, bacteria and parasites. I also consider safety aspects

with regard to the use of these vaccines in human beings.
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INTRODUGAO

Doengas infecciosas podem ser caracterizadas como pro-
cessos agudos e de alta letalidade e como processos cro-
nicos, capazes de subsistir durante a maior parte da vida do
portador, aparentemente sem produzir maiores prejuizos. Es-
sas doencas constituem um grupo muito heterogéneo e pos-
suem em comumn apenas o fato de serem ocasionadas por pa-
rasitas: agentes etiolégicos vivos, adquiridos em algum mo-
mento pelos hospedeiros a partir do meio ambiente externo®.
Um importante aliado da medicina moderna no controle de
doencas infecciosas é a imunizacgao ativa através do uso de
vacinas. Vacinas estas que podem ter diferentes processos
de producao e mecanismos de acdo. Entre as técnicas mais
conhecidas e utilizadas para producao de vacinas destacam-
se as produzidas com virus atenuados através da passagem
multipla em cultura de tecidos, inativacdo de patégenos
através de processos quimicos ou fisicos e ainda as baseada
na tecnologia de antigeno de superficie recombinante®.
Diversas doencas foram controladas, ou mesmo erradicadas,
gracas a introducéo destas vacinas. E notéria a erradicacao
da variola, além do relativo controle de sarampo, hepatite e
coqueluche. No entanto, muitas infec¢ées permanecem re-
sistentes a tentativas de controle pela imunizacao, tais como
o herpes simples, tuberculoses, HIV, malaria entre outras **'.
O desenvolvimento recente da Imunologia e da Biologia
Molecular permitiu o desenvolvimento da vacina de DNA.
Ao contrario das vacinas precedentes, onde muitas foram
projetas para induzir a producao de anticorpos com meca-
nismo de protecao contra doencas clinicas causadas por
microorganismos, as vacinas de DNA sao projetas para ge-
rar resposta imune celular e humoral. As doencas alveja-
das expandiram das doencas infecciosas para incluir can-
cer, alergias e doencas autoimunes ",

No6s discutiremos conseqiiéncias da Vacina de DNA para
algumas doencas infecciosas que tém impacto grande na
saude humana e/ou onde a resposta de células T citot6xi-
cas tem um papel de protecao imune induzido pela vacina.

VACINA DE DNA

A vacina de DNA baseia-se no uso de seqiiéncias do mate-
rial genético do agente infeccioso que codificam antigenos
imunodominantes. Estas seqliéncias sao inseridas em veto-
res (plasmideos ou vetores virais). Quando administrados ao
individuo, esse DNA permite a producao da proteina antigé-
nica pelas préprias células do individuo vacinado e é capaz
de induzir resposta imune especifica celular e humoral com
memoria. Além disso, as vacinas de DNA mimetizam os efei-
tos das vacinas vivas por possibilitarem a geragdo de antige-
nos endégenos, e conseqlientemente, a ativacao dos linfoci-
tos T CD8+, e também atuam como adjuvantes da resposta
celular devido a presenca de seqiiéncias CpG, que sao se-
qiliéncias especificas de DNA imunoestimulatérias® .

O tipo de resposta imune que ocorre apds a vacinacao de-
pende da via de administracao. Quando o DNA é inocula-
do por via intramuscular desenvolve-se uma resposta celu-
lar com producao de citocinas de padrao Thl, enquanto
que a administracao da vacina via intradérmica leva a uma
resposta humoral do tipo Th2™".

A estrutura da vacina de DNA inclui a clonagem genes ou
fragmentos de genes relacionados a viruléncia ou patoge-
nicidade de um microrganismo em um plasmideo, também
chamado de vetor. Este plasmideo é inserido em uma bac-
téria geralmente Escherichia coli, por transformacao bacte-
riana. A bactéria ao se replicar, permite que o plasmideo se
reproduza em larga escala, o que é fundamental para a
producao da vacina®.

O vetor deve possuir seqiiéncia promotora ativa em mami-
feros, seqiiéncia sinal para finalizacdo da transcricao, gene
de resisténcia a antibiético (que permite selecionar as bac-
térias que foram transformadas pela insercao do plasmi-
deo), origem de replicacao e estabilidade da seqiiéncia de
mRNA. Normalmente os plasmideos também possuem se-
quéncias de nucleotideos, "motifs” CpG (citocina-fostato-
guanina nao metiladas), as quais tém sido responsabiliza-
das pelo aumento da imunogenicidade deste tipo de vaci-
na, pois estimulam a producédo de citocinas® **!'. Também
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podem ser inseridos outros genes além daqueles que codi-
ficam o antigeno, como genes para sintese de citocinas ou
expressao de moléculas co-estimulatérias, com o objetivo
de melhorar a eficacia da vacina®.

A entrada do plasmideo nas células é denominada trans-
feccdo. Os médotos mais comuns para tanto sdo a trans-
feccdo in vitro de células sométicas e reimplantacao dessas
células no individuo, utilizando virus ou bactérias modifica-
das (nao virulentas, incapazes de replicacao) contendo o ge-
ne de interesse, capazes de inserir o material na célula e in-
jecdo com o préprio plasmideo, chamado de DNA nu'. Uma
vez dentro do citoplasma, o DNA se desloca até o ntcleo,
onde o gene de interesse é transcrito, produzindo o mRNA,
que migra para o citoplasma, onde ocorre a sintese da pro-
teina, que, no caso, é um antigeno. Como a vacina génica
geralmente é administrada via intramuscular, o miécito é a
primeira célula que entra em contato com o material genéti-
co fornecido. Por ndo possuir moléculas co-estimulatoérias,
apesar de conseguir apresentar o antigeno processado, nao
é capaz de ativar linfécitos T. Assim, o que se propoe é que
essa célula, apés codificar o antigeno, libera-o no meio ex-
tracelular, onde uma célula apresentadora de antigeno
(APC) o fagocita e apresenta com MHC de classe II. Este
mecanismo é chamado de “cross-priming”. H& outras hip6-
teses, menos aceitas, de que a propria APC sintetiza e apre-
senta o antigeno ou de que a célula muscular o faz **'.

VACINA DE DNA CONTRA INFECGOES VIRAIS

As vacinas de DNA inicialmente foram direcionadas contra as
viroses. Os virus sdo entidades geneticamente simples, muitos
de seus antigenos sao molecularmente definidos e os mecanis-
mos de protecdo imune estao na maior parte compreendidos.
Em modelos experimentais a protecdo contra infecgoes viral é
mais comumente medida por anticorpos neutralizantes e em
alguns casos por células T citotéxicas, dois mecanismos imu-
nes efetores que sao induzidos pela vacinacao com DNA*,

VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA - HIV

A busca por uma vacina eficaz para controlar a pandemia
do HIV comecou com a descoberta do virus a mais de 20
anos atras. As tentativas para desenvolver uma vacina se-
gura e eficaz foram retardadas, em parte, pela dificuldade
em definir as respostas imunes especificas que podem pre-
venir a infecgdo e limitar a progressao da doenca. A estru-
tura e o ciclo de vida complexo, assim como a elevada ta-
xa de mutacao do HIV-1 forneceram obstdculos adicionais
ao desenvolvimento de vacinas®.

O desenvolvimento de vacinas tradicionais como o uso de
virus vivo atenuado ou inativado ndo se mostraram efica-
zes ou vidveis com relacao ao HIV, como também o uso de
partes do virus por recombinacao ou por inativacao e fraci-
onamento ndo obtiveram sucesso até o momento’.

As vacinas subunitdrias avaliadas incluem os genes e pro-
teinas estruturais (gag, env, gp120, gp41 e gp160), enzimas
virais (pol) e proteinas reguladoras (nef, tat, ver e vpr) que
apresentaram uma capacidade de induzir resposta imune
celular e humoral em niveis variados, mas os resultados fo-
ram desanimadores, ainda que tenham conseguindo esti-
mular a formacao de anticorpo neutralizante. Vacinas de
vetores recombinantes conseguiram estimular a imunidade
humoral e celular e tem se mostrado uma estratégia pro-
missora’”. No entanto a estratégia mais promissora para o
desenvolvimento de vacinas contra HIV, sao as vacinas de
DNA, na qual varios genes tem sido testados como gag,
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pol, env, tat, ver e nef. Os estudos mostraram uma capaci-
dade para induzir resposta imune celular e humoral em ra-
tos e macacos, mas os estudos destas vacinas ainda estao
em etapas iniciais dos ensaios clinicos **.

O estudo clinico para profilaxia e terapia imune usando a
vacina de DNA contra HIV parecem ser bem tolerado nos
seres humanos, até agora nenhum estudo apresentou efei-
tos adversos significativos. No entanto essas vacinas sao
imunogénicas nos seres humanos em grau variado. Na si-
tuacdo de terapia, algumas evidéncias mostraram um au-
mento da imunidade celular, contudo, os efeitos relativos a
carga viral ainda estao esperando confirmacao. Em experi-
éncia de profilaxia, as respostas de anticorpos foram muito
baixas ou inexistentes. As respostas de linfécito T CD4+ fo-
ram observadas com freqliéncia razoavel, mas as resposta
de linfécitos T CD8+ néao foram fortes o suficiente para o
controle eficaz da infeccao °*.

As diferentes vacinas avaliadas até hoje apresentaram di-
ficuldade em induzir imunidade humoral e celular proteto-
ra contra o HIV, por isso tem-se optado por uma estratégia
alternativa de combinar vacinas, onde uma tem a capaci-
dade de induzir imunidade celular, de memoria, e a outra
de induzir a formacao de anticorpos. A combinacao de va-
cina de DNA com vacina subunitarias ou de vetor recom-
binante é uma das estratégias sob avaliacao’.

HEPATITEBEC

A vacina recombinante atual da proteina de antigeno de
superficie da hepatite B (HBsAg) é eficaz, mas demasiada-
mente cara para imunizacdao em massa. Além disso, alguns
pacientes ndao desenvolvem anticorpos detectdveis de An-
ti-HBs, apesar das injecoes multiplas da vacina. A proteina
recombinante que confere imunidade através de um anti-
corpo é incapaz de produzir uma resposta através de célu-
las T CD8+ necessdrias para combater o HBV de pacientes
com hepatite cronica®.

A imunizacdo de animais com vetores de plasmideo de
DNA que codificam proteinas pequenas e médias do enve-
lope, induzem resposta imune humoral e celular mais forte
e mais longa, do que a imunizacao com particulas peque-
nas e médias de proteinas recombinantes do envelope que
sao usadas nas vacinas convencionais. Além disso, a imu-
nizacao mediada pelo DNA mostrou diminuir a tolerancia
imune em ratos infectados com HBYV, indicando que as va-
cinas de DNA podem também ser benéficas para imunote-
rapia das infecgdes cronicas do HBV.

As vacinas de DNA podem induzir as respostas de linf6ci-
tos T citotéxico, mas quando comparado com as vacinas
convencionais as vacina de DNA sao freqiientemente me-
nos potentes na inducao de resposta de anticorpo '**.
Pacientes com Virus da Hepatite C (HCV) estdo predispos-
tos a doencas cronicas do figado e ao carcinoma hepatocelu-
lar por falta de uma terapia antiviral eficaz. As vacinas pro-
filaticas e terapéuticas sdo, portanto, necessdrias para o
combate HCV. Embora as respostas por anticorpos sejam in-
duzidas durante a infeccao, as células T helper do tipo Th1
e linfécitos T citotéxicos sdo de extrema importancia para
combater o HCV, tornando a vacina de DNA é uma alterna-
tiva promissora para tratamento terapéutico da hepatite C *.
O genoma do HCV apresenta uma elevada taxa de mu-
tacdo, o que explica a existéncia de varios genétipos, sub-
tipos e espécies. As principais vacinas de DNA que estao
sendo desenvolvidas contra HCV utilizacdo plasmideos
que codificam proteinas do envelope do virus como a E1 e
a E2. Os resultados obtidos com essas proteinas mostram
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uma resposta humoral e celular especifica em ratos. A res-
posta imune celular obtida foi tipo Thl que tem a capaci-
dade de ativar linfécitos T citotéxicos que sdo importantes
no combate da doenca*.

VIRUS DO HERPES SIMPLEX (HSV)

O HSV apresenta duas cepas distintas, o HSV-1 e o HSV-2
responsaveis pelos quadros extragenitais e perigenitais,
respectivamente, do herpes simples. Embora seja uma in-
feccao de curso rdpido, esse agente esta freqientemente
relacionado a complicacoes no tratamento de pacientes
imunocomprometidos como individuos transplantados, na
condicao de agente oportunista®.

As primeiras tentativas de vacinas anti-herpéticas utiliza-
vam o virus morto ou atenuado, apds sucessivas passagens
em culturas de células. Seguiram-se as vacinas que usa-
vam as glicoproteinas de superficie do HSV que apresen-
tavam potencial imunogénico e grande especificidade bio-
légica. Um problema especial no desenvolvimento de vaci-
nas especificas, esta no fato do virus HSV permanecer la-
tente no tecido nervoso, que tem minina capacidade de ex-
pressao antigénica **.

As vacinas génicas ou de DNA, ainda em fase de padroni-
zagdo, vém-se tornando extremamente uteis no combate a
infeccao pelo HSV. A vacina DISC (“disabled infectious sin-
gles cycle") foi desenvolvida com particulas infectivas inca-
pacitadas para mais de um ciclo replicativo, mas capaz de
induzir resposta imunoldgica celular e humoral exatamente
como o virus selvagem sem os riscos incluidos neste ultimo.
Animais vacinados com HSV-1 DISC mostraram protecao
estatisticamente significativa contra primoinfecg¢ao herpéti-
ca e quadros recorrentes. Resultados semelhantes foram
observados nos modelos animais utilizando HSV-2 DISC
com reducao de 98,6% na doenca recorrente®.

VACINA DE DNA CONTRA INFECGOES BACTERIANAS

O aumento no numero de patégenos bacterianos que apre-
sentam resisténcia a antibiéticos renovam a necessidade do
desenvolvimento de vacina anti-bacterianas. As bactérias
que tém replicacao extracelular sdo combatidas melhor pe-
la resposta imune humoral enquanto que bactérias intrace-
lulares facultativas sao melhor combatidas pela resposta
imune celular. Entre as vacina de DNA contra bactérias que
estdao sendo testadas estao as vacinas contra Mycobacteri-
um tuberculosis, Mycoplasma pulmonis, Clostridium teta-
nii, Chlamydia trachomatis e Salmonella Typhii®*.

MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

A tuberculose é uma doenca infecciosa que tem como
agente etiolégico o Mycobacterium tuberculosis. E respon-
savel por cerca de 2 a 3 milhdes de mortes por ano e perma-
nece como a segunda maior causa de morte por doenca in-
fecciosa no mundo. A associacao com virus HIV e a situacao
de extrema pobreza de alguns paises em desenvolvimento
sdo condicbes que propiciam o aumento desses indices.
Além disso, a resisténcia multipla a drogas e a imunogeni-
cidade baixa da vacina Bacilli Calmette-Guerain (BCG)
mostram a necessidade urgente de uma vacina eficaz ®.

A vacina génica para tuberculose baseada no gene que co-
difica a proteina de choque térmico de 65kDa (HSP65) de
Mycobacterium leprae é uma das mais estudas. A HSP65
micobacteriana é um antigeno imunodominante, pois ca-
mundongos imunizados com M. tuberculosis apresentam 10
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a 20% de células especificas para a HSP65 entre todas as cé-
lulas responsivas ao bacilo. Diante disso, essa proteina en-
contra-se entre os antigenos potenciais para o desenvolvi-
mento de vacinas contra tuberculose. Entretanto, a adminis-
tracao da proteina acrescida de adjuvantes ndao se mostrou
eficiente para vacinacao, por isso o gene que codifica a
HSP65 foi clonado em vetores (pCDNA3 e pHMG) para a
avaliacao da resposta protetora. Utilizando-se camundongos
BALB/c imunizados por via intramuscular foram observadas
a presenca de células produtoras de altos niveis de interfe-
ron-gama, se comparado a producao de interleucina-4, indi-
cando uma estimulacéao preferencial de células tipo Th1 .
Observou-se também a producao de anticorpos especificos
anti-HSP65 recombinante; intensa resposta linfoproliferati-
va de células do bago estimuladas com HSP65 recombinan-
te, aumento na freqiiéncia de células, HSP65 reativas nos
linfonodos e producao de células de memoéria. A imuni-
zacao intramuscular com DNA-hsp65 protegeu camundon-
gos contra posterior infeccao com M. tuberculosis™*'.
Outros estudos mostram que vacina de DNA que codificam
o antigeno 85 (Ag 85) pode diminuir significativamente as
cargas bacterianas pulmonar e esplénica, além de reduzir
as lesdes pulmonares em ratos infectos com cepas
M. tuberculosis virulenta .

M. bovis, M. leprei, M. avium e M. ulcerans estao entre as
micobacterias que estao sendo estudas para desenvolvi-
mento de vacinas génicas ™.

CHLAMYDIA TRACHOMATIS

A Chlamydia trachomatis € o agente causador de doencas
do trato urogenital, linfogranuloma venéreo, tracoma, con-
juntivite de inclusao e pneumonia no recém-nascido. O
maior impacto da infecgdo por clamidia ocorre no sistema
reprodutivo das mulheres. A recorréncia das infecgoes é
comum, especialmente nos individuos que se infectam an-
tes dos 20 anos, e a imunidade desenvolvida € parcialmen-
te protetora. Episédios sucessivos de infeccdo aumentam o
risco de se desenvolver seqtielas e a chance de se contrair
a infeccao pelo virus da imunodeficiéncia humana "**.

O antigeno predominante usado em pesquisa da vacina de
DNA contra C. Trachomatis é o antigeno que corresponde
a uma proteina de membrana externa denominada MOMP
("major outer membrane protein”) codificado pelo gene
ompA. A MOMP induz resposta protetora através de res-
posta imune humoral e celular. Além disso, os anticorpos
monoclonais anti-MOMP oferecem a capacidade para neu-
tralizar a infectabilidade da bactéria. A fim de estimular as
respostas imune geradas pela vacina de DNA com o plas-
mideo que codifica MOMP foi utilizado um complexo imu-
ne-estimulante de MOMP (ISCOM) em ratos, obtendo-se
deste modo uma resposta imune mais forte. Isso foi corre-
lacionado com uma reducao significada do numero in-
clusdes bacterianas nos pulmoes de ratos. Infelizmente, o
efeito protetor desse tipo de vacinacao nao foi observado
nos modelos de infec¢ao genital **.

Os outros antigenos testados em experimentac¢oes da vaci-
na de DNA contra C. trachomatis incluem a citocinas trifos-
fato (CTP) sintetase e o antigeno pgp3. Embora a imuni-
zacao com DNA para gene de CTP sintetase induz uma
resposta humoral significativa, ndo induz nenhuma pro-
tecdo. A vacinacao com DNA para o gene pgp3 induz res-
posta humoral e celular, os anticorpos sao parcialmente
protetores contra a infec¢ao genital **.

Além dos estudos para C. trachomatis outras espécies per-
tencem a familia das Chlamydiaceae estao sendo estudas
para producao de vacina de DNA como C. pneumoniae, C.
psittaci C. abortus e C. muridarum?®.
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VACINA DE DNA CONTRA INFECGOES PARASITARIAS

A aplicacao da tecnologia da vacina de DNA no que diz res-
peito a infeccdes parasitarias fornece uma nova esperanca
para avancos significativos na pesquisa vacinal anti-parasi-
taria. Uma consideracao importante para vacinas contra pa-
rasitas é a complexidade das doencas parasitdrias. As in-
feccoes por parasitas, ao contrario das infecgoes virais e
bacterianas, tendem a ser cronicas e associadas a imunode-
pressdo ou respostas imune impréprias®. Os parasitas tém
ciclos de vida complexos e a imunidade do hospedeiro aos
antigenos estagio-especificos nao podem sobrepor-se com a
de estagio da infeccdo. A variacdo antigénica e outros me-
canismos imunes de evasao complicam também o desen-
volvimento das vacinas contra parasitas. Entretanto, com a
tecnologia de DNA recombinante e a versatilidade da vaci-
na de DNA, é possivel agora pensar em estratégias especi-
ficas para desenvolvimento de vacina contra doencas para-
sitdrias como no caso de doencas causadas por Plasmodium
sp, Schistosoma sp e Leishmania entre outros '>*.

PLASMODIUM SP.

O parasita protozodario do género Plasmodium é o agente
causador da maldria, a doenca vetor-carregado mais pre-
valente. O desenvolvimento de uma vacina é complicado
pelas mudancas morfolégicas do parasita durante seus di-
ferentes estdgios de vida. Além disso, suas proteinas de su-
perficie sdo imuno evasivas reservando antigenicidade va-
ridvel . Estudos indicam que uma vacina preventiva seria
praticdvel e poderia ser alvejada em qualquer estagio do
ciclo de vida do parasita para impedir a replicacdao e con-
sequentemente a diminuicao da carga parasitaria. Uma va-
cina seria visada ideal no estagio de pré-eritrécito ou quan-
do a infeccdo se manifesta no figado na forma de esporo-
zbita, porque esta impediria a disseminacao da infeccao e
as manifestacdes clinicas da maldria®.

Vérios antigenos estdo sendo testados em animais para de-
senvolvimento de uma vacina de DNA contra malaria, en-
tre os antigenos estudados estdo, a proteina circumsporo-
zoita do P. berghei e do P. yoelli que apresentaram respos-
ta imune através da inducao de células T CD8+ #%*, a pro-
teina de superficie do P. falciparum que quando usada via
intramuscular apresentam significativo aumento da res-
posta de anticorpos ', a proteina obrigatéria do eritrécito
do P. falciparum que elevou os niveis de anticorpos além da
habilidade para reduzir a parasitemia? e a proteina cir-
cumsporozoita do P. falciparum que apresenta um resposta
Th1 especifica através de células CD4+ e CD8+ *.

SCHISTOSOMA SP.

Parasita da classe trematoda que tem prevaléncia em pai-
ses subtropicais e tropicais. O plasmideo de DNA que co-
difica o antigeno tegumentar do esporocisto da forma adul-
ta do S. mansoni, a peroxidase glutationa, o superé6xido
dismutase citosélica e o peptideo sinal que contém a supe-
réxido dismutase foram testados em ratos, e apresentaram
uma reducao da carga parasitdria, indicando que a vaci-
nacao do DNA pode fornecer algum grau de protecao con-
tra esse agente infeccioso **.

LEISHMANIA SP.
As leishmanioses como a maldria e a schistosomose tem

uma incidéncia elevada em paises em desenvolvimento,
sendo a forma visceral e kalazar progressivas e fatais. Os
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animais imunizados com vacina de DNA para a principal
glicoproteinas de superficie (LACK) apresentaram uma
protecao imune mediada por células do tipo Th1 e uma re-
ducao das lesdes causadas pela doenca *.

CONSIDERAGOES DE SEGURANGA PARA USO DE VACI-
NA DE DNA NOS SERES HUMANOS

Vacinas sao administradas a pessoas sadias e, por isso, de-
vem ter um alto padrdo de biosseguranca. Os testes clinicos
das vacinas de DNA sao similares aos outros produtos bio-
l6gicos, sendo o seu controle de qualidade mais facil e me-
nos oneroso, pois, necessita apenas da certificacao da pure-
za do DNA. Contudo alguns pontos devem ser considerados
para a producao de uma vacina de DNA®. A integracao do
DNA do plasmideo com o genoma de um animal vivo, se
ocorrer, pode nao ter nenhum efeito biol6gico. No entanto,
tal integracdo pode ter potencial mutagénico, se o evento
da integracao causar a ruptura de um gene celular. Em uma
situacdo mais extrema, a integracdo pode ser carcinogéni-
ca, se o evento da integracgao inativar um gene regulatorio
do ciclo da célula ou ativar um oncogene '**. Para tentar di-
minuir a possibilidade desse evento ocorrer, deve-se evitar,
se possivel, had existéncia de seqliéncias nucleotidicas ho-
mologas ao genoma humano no plasmideo vacinal e que
este néo se replique nas células hospedeiras®.

As reagoes auto-imunes podem ser induzidas se a resposta
imune ao antigeno codificado resultar na destruicdo imune
das células do hospedeiro que expressam os genes do an-
tigeno. Existe também a possibilidade de inducao de tole-
rancia imunolégica antigeno especifica "*°.

A inducado de resposta imune patogénica inicialmente diri-
gida contra o DNA do plasmideo também deve ser consi-
derada no uso da vacina de DNA. Embora os anticorpos
anti-DNA patogénicos sejam acreditados geralmente para
ser a principal causa do lipus eritematoso sistémico (LES),
muitos outros fatores tais como a susceptibilidade genética
e disfuncdo imune subjacente tém papel nessa doenca.
Nao estd esclarecido ainda se a exposicao ao DNA bacteri-
ano pode induzir ou exacerbar o LES nos seres humanos.
Embora a probabilidade da inducao anticorpo anti-DNA
patogénica pela vacinacao com DNA de plasmideo neces-
site ser considerada com cuidado, os estudos em animais
de laboratério mostraram que DNA purificado nao induz
prontamente os anticorpos anti-DNA %,

CONCLUSAO

As vacinas de DNA tém dado uma contribuicao real no
campo da vacinologia e possuem uma grande vantagem
em relacao as vacinas tradicionais, o que torna essa tecno-
logia um instrumento importante no combate as doencas
infecciosas que afetam a nossa sociedade *.

Comparado com outros tipos de tecnologia para producao
de vacinas, as vacina de DNA tém um grande potencial de
aplicacao. Uma vez que a producao e o processo de purifi-
cacao para o plasmideo de DNA foram estabelecidos, um
processo similar pode ser aplicado a uma vacina diferente
de DNA, desde que somente o gene introduzido seja dife-
rente °. Sendo diferente portanto, de vacinas atenuadas,
inativadas ou de proteinas recombinantes onde cada uma
requer um processo de producao e purificacao original. Em
adicao, o plasmideo de DNA é relativamente mais estavel
que as outras vacinas existentes, significando que as vaci-
nas de DNA podem ser mais apropriadas para vacinacao
em massa. Assim, as vacinas de DNA podem ser conside-
radas uma nova plataforma para vacinas futuras, uma vez
que podem gerar resposta imune celular e humoral *'.
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Plasma Rico em Plaquetas (PRP) e sua
aplicacao em Odontologia

Platelet - Rich Plasma and its application in dentistry

Luci Maria Sant’Ana Dusse,PhD’; Adriana Parisotto Macedo,Ms?; Anna Paula Batschauer,Ms® &
Maria das Gragas Carvalho,PhD’

/RESUMO - O gel de plaquetas, constituido essencialmente por plasma rico em plaquetas (PRP), tem sido usado em diversas areas dfh
Odontologia, visando acelerar o reparo da ferida cirirgica e a regeneracao 6ssea. O PRP é obtido pela centrifugacdo em velocidade
baixa de uma amostra de sangue, preferencialmente retirada do préprio paciente. Para se obter o gel de plaquetas, adiciona-se ao
PRP, ions calcio e outros componentes, conforme o protocolo escolhido. Os fatores de crescimento derivados das plaquetas possuem
acao importante em diversas etapas do reparo tecidual atuando como agentes reguladores e estimuladores dos processos celulares de
mitogénese, quimiotaxia, diferenciacao e metabolismo. A literatura revela resultados paradoxais com relacdao a neoformacao dossea
ap6s o uso de gel de plaquetas na Odontologia. Uma provavel explicacao deste fato € a utilizacao de diferentes protocolos para ob-
tencdo de PRP. A obtencdo de um numero reduzido de plaquetas no PRP, bem como a fragmentacao ou ativacao precoce das plaque-
tas durante a coleta e manuseio do sangue, pode resultar na liberacao dos fatores de crescimento antes do preparo do gel, o que ira
influenciar o sucesso desse procedimento. A perspectiva de utilizacao do gel de plaquetas, bem como a necessidade de otimizacao do
procedimento de preparo desse, abrem espaco de trabalho para os profissionais da drea de andlises Clinicas, especialmente aqueles
com maior familiarizagdo com o Setor de Hematologia.

PALAVRAS-CHAVE - Plasma Rico em Plaquetas, PRP, Fatores de crescimento derivados das plaquetas, Odontologia. /

/"SUMMARY - Platelet gel, constituted essentially by platelet-rich plasma (PRP) has been utilized in oral reconstructive and maxillo fa-\
cial surgery and procedures of reconstruction for implant in Dentistry, in order to accelerate wound healing and bone regeneration.
PRP is obtained by centrifuging, at low speed, a blood sample preferentially from own patient. In order to obtain platelet gel, it is ad-
ded to PRP, calcium ions and other components, according the chosen protocol. Platelet growth factors have an important effect in di-
verse steps of the tissue repair. They may have a role as regulators and estimulators in cellular processes related to mitogenesis, chi-
niotaxy, differentiation and metabolism. Literature revels paradoxal results concerning to bone neoformation after using platelet gel
in Dentistry. A probable explanation for this fact may be use of different protocols for obtaining PRP. A reduced number of platelets
in PRP as well as fragmentation or an early activation of platelets during blood collection and manipulation of the sample may result

KEYWORDS - PRP, Platelet Derivated Growth Factor, Dentistry.

in loss of platelet growth factors before gel use, precluding clinical benefits of this innovation in Dentistry.

/

INTRODUGAO

Desde meados da década de 90, o gel de plaquetas,
constituido essencialmente por plasma rico em pla-
quetas (PRP), tem sido usado nas &reas de cirurgia oral, re-
construtiva oral, bucomaxilo-facial e procedimentos de re-
construcao para implantodontia, visando acelerar o reparo
da ferida cirdrgica e a regeneracao 6ssea. O gel de plaque-
tas surgiu como uma alternativa viavel para minimizar as
complicagoes decorrentes do uso da cola de fibrina, proce-
dimento consagrado ha mais de 60 anos. A Odontologia
vem se destacando no uso do gel de plaquetas e tem acu-
mulado grande experiéncia nesta 4rea.

COLA DE FIBRINA

A utilizacao da cola de fibrina teve inicio em 1940, quando
Young & Medawar (1) usaram uma mistura de trombina
bovina e fibrinogénio humano para induzir a formacao do
coagulo de fibrina na ferida cirdrgica. A dificuldade técnica
nesta época, para separar o fibrinogénio dos demais consti-
tuintes sanguineos limitou a utilizacdao desta técnica. Com
a evolucao da metodologia para fracionamento do plasma,
tornou-se possivel obter fibrinogénio em concentracoes ele-
vadas e a cola de fibrina passou a ser utilizada para acele-
rar o processo de cicatrizacdo. O principio de sua utilizacao
consiste em mimetizar a tltima etapa da coagulagao, ou se-
ja, a quebra do fibrinogénio em monémeros de fibrina e for-
macao do codagulo, independente da condi¢cao hemostatica

do paciente. Além disso, a cola de fibrina mostrou um papel
importante nos eventos iniciais do processo de cicatrizacao,
apresentando atividade mitogénica para fibroblastos e cé-
lulas endoteliais e agdo quimiotética para condriécitos (2).
As propriedades hemostaticas, adesivas e cicatrizantes da
cola de fibrina tornaram corrente a sua utilizacao em cirur-
gias tordcicas, cardiovasculares, neurolégicas, oftdlmicas,
reconstrutivas e odontolégicas. Vérias preparacdes comer-
ciais estdo disponiveis no mercado (2). No entanto, o risco
de transmissdo de agentes infecciosos, uma vez que é pro-
duzida com fibrinogénio de véarios doadores, tem estimula-
do a reavaliacdo da sua utilizacao. Apesar de inumeras eta-
pas visando eliminar ou inativar os virus da AIDS e das he-
patites e o Herpes simplex, além de outros agentes infecci-
0sos, o uso da cola de fibrina ja foi responsabilizado pela
transmissao de AIDS (3) e parvovirus B19 (4). Visando eli-
minar este risco o desenvolvimento de formulacoes utili-
zando fibrinogénio autélogo tem sido estimulado. No en-
tanto, a caracteristica reolégica das preparacodes obtidas
com fibrinogénio autélogo tem se mostrado menos repro-
dutiva e satisfatéria que as preparacdoes comerciais (5).
Além disso, é necessdria a coleta de sangue do paciente,
por varios dias, para obtencao de um volume suficiente de
fibrinogénio. A maior complicacdo destas preparacgoes esta
associada ao relato de desenvolvimento de anticorpo anti-
fator V bovino pelos pacientes, j& que a preparacao de
trombina bovina continha pequenas quantidades de fator
V como contaminante. Esses anticorpos apresentaram
reacao cruzada com o fator V humano, desencadeando epi-
sodios hemorragicos graves poés-cirurgicos (6,7).
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PLAQUETAS

As plaquetas sdao pequenos fragmentos citoplasmaticos
anucleados originados de células da medula 6ssea denomi-
nadas megacariécitos. Na formacao das plaquetas, minus-
culas porg¢oes do citoplasma separam-se das regioes perifé-
ricas dos megacaridcitos através de grandes canais de de-
marcacao plaquetaria. A membrana que reveste estes ca-
nais surge por invaginacao da membrana celular e apre-
sentam continuidade com o espaco extracelular. O conti-
nuo desenvolvimento e a fusao das membranas de demar-
cacao plaquetdria produz a separacao completa dos frag-
mentos citoplasmaticos para formar as plaquetas. Um me-
gacariocito pode originar duas a trés mil plaquetas (8).

As plaquetas apresentam forma discéide, diametro médio
de 2 a 3pm e vida média de 6 a 10 dias. O numero de pla-
quetas no sangue circulante varia de 150.000 a
400.000/mm?®. Oitenta por cento das plaquetas se encon-
tram na circulacao e 20% estdao armazenadas no baco e po-
dem mover livtemente entre estes dois compartimentos. As
plaquetas apresentam um turnover fisiolégico de aproxi-
madamente dez dias e quando se tornam senescentes, sao
retiradas da circulacdo pelo sistema fagocitdrio mononu-
clear principalmente do baco (8,9).

As plaquetas desempenham um papel decisivo no inicio e
na localizacdao da formacao do codgulo de fibrina. A atu-
acao das plaquetas no processo hemostatico consiste inici-
almente no contato e adesao ao local lesado do vaso, por
meio da ligacao de receptores glicoprotéicos de sua super-
ficie, complexo GP Ib/IX, ao fator von Willebrand presente
no plasma ou no subendotélio e, posteriormente, ao cola-
geno subendotelial. Em seguida, as plaquetas agregam en-
tre si, num processo mediado pela interacao do fibrinogé-
nio plasmatico com o complexo GP IIb/Illa. Por fim, as pla-
quetas agregadas liberam o contetido de seus granulos. As
plaquetas possuem dois tipos de granulos, os granulos den-
sos, que secretam adenosina difosfato (ADP), adenosina
trifosfato (ATP), serotonina, célcio, pirofosfato, P-selectina,
fator de transformacao do crescimento (3, catecolaminas e
guanosina di e tri fosfato. Os granulos o, que secretam pro-
teinas com funcoes diversas, dentre elas os fatores de cres-
cimento plaquetdrio, fibrinogénio, fibronectina, vitronecti-
na, fator V, fator plaquetdario 4 (PF-4), 3-tromboglobulina
(B-TG), inibidor do ativador do plasminogénio (PAI-1), ini-
bidor de plasmina e oz-macroglobulina. Ainda nao esta
completamente estabelecido o papel dessas proteinas no
mecanismo hemostatico (10,11).

O sistema tubular das plaquetas atua como bomba sequestra-
dora de célcio, fornecendo baixos niveis de célcio citoplasmaé-
tico nas plaquetas em repouso. O calcio tem grande importan-
cia no metabolismo das plaquetas, tais como: facilitar a ligacao
com o fibrinogénio, estimular a formacao de pseudépodos (re-
tracao plaquetdria) e centralizar os granulos plaquetdrios, faci-
litando a fixacdo dos pseudépodos e agregacao (10,11).

FATORES DE CRESCIMENTO DERIVADOS DAS PLAQUETAS

As plaquetas participam ativamente no processo de reparo
das feridas, sendo os primeiros componentes presentes no
local do trauma e apresentam propriedades antiinflamato6-
rias e regenerativas (11). Uma vez ativadas liberam fatores
de crescimento presentes nos granulos alfa, que tém um
papel importante no processo de cicatrizacao. Estes fatores
de crescimento constituem um grupo de polipeptideos que
tem uma acao importante em diversas etapas do reparo te-
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cidual atuando como agentes reguladores e estimuladores
dos processos celulares de mitogénese, quimiotaxia, dife-
renciacao e metabolismo. Estes fatores incluem uma série
de proteinas, denominadas genericamente como fatores de
crescimento derivados das plaquetas. Dentre esses, desta-
cam-se o fator de crescimento derivado das plaquetas (Pla-
telet Derivated Growth Factors - PDGF); que apresenta trés
isomeros (PDGF-aa, PDGF-f e PDGF-0p); fator transfor-
mador do crescimento P (Transforming growth factors-
TGF-B); com dois isémeros (TGF- p1 e TGF-$2); fator de
crescimento semelhante a insulina (Insulin-like growth
factor 1); com dois isdémeros (IGF-1 e IGF-2); fator de cres-
cimento endotelial vascular (Vascular endothelial growth
factor); fator de crescimento epitelial (Epithelial growth
factor-EGF); fator de angiogénese derivado da plaqueta
(Platelet-derived angiogenesis factor) e fator plaquetério 4
(Platelet factor 4- PF-4) (12,13).

O PDGF possui um efeito mediador regulando a migracao,
proliferacao e sintese de matriz de uma variedade de célu-
las. Trata-se de uma glicoprotéina com uma massa molecu-
lar de aproximadamente 30kd. Embora seja o principal fa-
tor de crescimento nas plaquetas, também é sintetizado e
secretado por macréfagos e células endoteliais. Estima-se
que cada plaqueta contém cerca de 1200 moléculas de
PDGF. Esse é o primeiro fator de crescimento na ferida e
possui um papel importante na revascularizacdo, sintese
de coldgeno, regeneracao 6ssea, além de atuar nos meca-
nismos de mitose e angiogénese, constituindo uma fonte
para outros fatores de crescimento atuarem (14,15).

O fator transformador do crescimento § (TGF-f) é sintetiza-
do pelas plaquetas e também por macréfagos, osteoblastos,
fibroblastos e alguns outros tipos celulares. Este fator esta
relacionado ao reparo do tecido conjuntivo e regeneracao
6ssea. Suas func¢des mais importantes incluem a quimiota-
xia e mitogénese dos osteoblastos, estimulando a depo-
sicao de colageno para formacao 6ssea e cicatrizacao da fe-
rida. Além disso, inibem a formacao de osteoclastos e, con-
seqiientemente, a reabsorcao 6ssea (12,15).

O fator de crescimento semelhante a insulina (IGF) é secre-
tado pelas plaquetas e osteoblastos. Possui massa molecular
de aproximadamente 7,5 kd (15,16,17). Este fator liga-se ao
mesmo receptor que a insulina e estd envolvido no desen-
volvimento de muitos tecidos, inclusive o dente. Constitui
um fator importante para a sobrevivéncia de células hema-
topoéticas, fibroblastos e células do tecido nervoso (15,16).
O fator de crescimento endotelial (EGF) estimula a angiogé-
nese, a mitogénese e a permeabilidade vascular, induzindo o
crescimento de tecido epitelial. O EGF é produzido pelas pla-
quetas, glandulas salivares e duodenais, e é também encon-
trado na urina. Este fator tem um efeito proliferativo celular
nos fibroblastos periosteais e células endoteliais (12,18).

A acao conjunta dos fatores de crescimento derivados das
plaquetas resulta na sinalizacdao para que células mesen-
quimais e epiteliais migrem para o local lesado, sofram di-
visdo mitética, estimulem a sintese de matriz e coldgeno,
resultando assim em uma cicatrizacao mais rapida e efici-
ente. Além disto, outras proteinas das plaquetas como fi-
brina, fibronectina e vitronectina, atuam promovendo a
adesao celular e osteoconducéao (12, 14,18).

As principais atividades dos fatores de crescimento deriva-
dos das plaquetas consistem na mitogénese das células de
cicatrizacdo, na angiogénese resultante de mitoses de célu-
las endoteliais dos capilares locais e na ativacao de macréfa-
gos que promovem a fagocitose de debris da regiao e repa-
ros continuos para posterior regeneracao 6ssea (12,14,18).
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GEL DE PLAQUETAS (OU PRP)

O concentrado plaquetdrio ou plasma rico em plaquetas
(PRP) é obtido pela centrifugacdao do sangue recém colhido
utilizando citrato de sédio como anticoagulante, em veloci-
dade baixa, de modo a sedimentar as hemadcias e manter os
leucécitos e as plaquetas em suspensao no plasma. Esse,
entao, é transferido para outro tubo e constitui o Plasma Ri-
co em Plaquetas. Este processo permite a concentracao de
grande numero de plaquetas em condi¢des de liberar os fa-
tores de crescimento, em um pequeno volume de plasma.
O citrato de sédio é o anticoagulante de escolha, pois nao
altera os receptores de membrana das plaquetas (19). O
uso de sangue autélogo para o preparo do PRP é recomen-
dado considerando a possibilidade de transmissao de do-
encas infecto-contagiosas pelo uso de sangue e seus deri-
vados, provenientes de outro individuo. Um outro fato im-
portante a ser observado pelos Servicos que se responsabi-
lizam pelo preparo do gel de plaquetas é o uso de acido
acetil salicilico ou outros medicamentos que interferem na
funcao plaquetdria, nos ultimos 7 a 10 dias que precedem
a coleta do sangue do paciente.

Para o preparo do PRP em laboratoérios clinicos é fundamen-
tal observar as condicoes assépticas de manipulacao do
sangue, de modo a evitar sua contaminacao. A contagem do
numero de plaquetas tanto no sangue, como no PRP, em hi-
pétese alguma, podera ser realizada no contador eletronico
de células, considerando que a agulha do contador que faz
a aspiracao da amostra, nao é estéril e entra em contato di-
retamente com as amostras de sangue da rotina do labora-
tério. Portanto, é absolutamente necessdario que a avaliacao
do numero de plaquetas, tanto da amostra de sangue,
quanto do PRP, seja feita em uma aliquota do material.
Diversos protocolos para preparacao do gel de plaquetas
contendo PRP tém sido propostos com o objetivo de obter um
maior numero de plaquetas vidveis em um volume minimo
de plasma (20,21,22,23). A coleta do sangue deve ser tecni-
camente perfeita, preferencialmente utilizando seringas
plasticas e tubos plésticos ou siliconizados, de modo a preve-
nir a ativacao das plaquetas. A centrifugacao excessiva do
sangue pode resultar em fragmentacao das plaquetas e com-
prometer a eficiéncia do gel. O manuseio inadequado do
sangue pode resultar na ativacao das plaquetas e na exocito-
se granular com consequente liberacao dos fatores de cresci-
mento antes da sua aplicagao na ferida cirargica. A avaliacao
da atividade biol6gica dos fatores de crescimento derivados
das plaquetas é complexa, de modo que ndo hé como avali-
ar previamente a qualidade do gel produzido (24).

A gelificacao do PRP é obtida pela adicao de ions calcio
(freqlientemente é utilizado o cloreto de célcio ou o gluco-
nato de calcio a 10%, na proporcao de uma parte para ca-
da dez de PRP). Alguns protocolos adicionam também
trombina autéloga ou bovina. Outros homogeneizam o PRP
com osso particulado, bioceramica, etc. Tais procedimentos
visam a obtencdo de um material de consisténcia mais s6-
lida, na forma de gel, o que facilita consideravelmente sua
aplicacao na ferida cirturgica.

USO DO PLASMA RICO EM PLAQUETAS EM ODONTOLOGIA

A partir de 1995, vérios estudos tém avaliado o uso do PRP
na area da Odontologia, especialmente em pequenos enxer-
tos 6sseos na regiao alveolar para futuros implantes dentdri-
os e em cirurgias periodontais e maxilo-faciais.

Os resultados da associagdo do PRP com enxertos 6sseos tém
demonstrado uma consolidagao mais rapida e uma minera-
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lizacao do enxerto em 50% do tempo requerido, além de um
aumento de 15 a 30% na densidade do osso trabecular (25).
Marx (25), relatou que a eficiéncia dos fatores de crescimen-
to liberados pelas plaquetas ocorre desde o inicio da cirur-
gia, contribuindo para a neoformacao éssea desde o primei-
ro estagio, determinando a aceleracao no reparo dos tecidos
e produzindo um tecido 6sseo de maior densidade.

Anitua (26), em um estudo clinico onde foram avaliados vin-
te pacientes submetidos a extracao dentdria prévia a colo-
cacdo de implantes, verificou que os alvéolos tratados com
PRP apresentaram maior espessura 6ssea vestibulo-lingual e
melhor epitelizacao que o grupo que nao recebeu PRP (gru-
po-controle). Esse mesmo autor relatou o uso de PRP em ou-
tros 250 pacientes com evidéncia de sucesso clinico.

Marx e Garg (27) sugeriram o uso do PRP nos casos que
apresentam menores chances de sucesso nos enxertos 0s-
seos e osseointegracao como, por exemplo, no edentulismo
total (maxilas gravemente reabsorvidas), nos pacientes
com osteoporose e nos casos de doenca dentdria com sub-
sequente alteracao nos tecidos adjacentes.

Carlson (28) enfatizou as perspectivas da utilizacao do PRP em
enxertos aut6logos como um grande avango do século XXI.
Os fatores de crescimento, embora liberados conjuntamen-
te pelos granulos alfa plaquetdrios, atua em momentos dis-
tintos. Inicialmente o PDGF atua na angiogénese e na dife-
renciacao celular inicial. O TGF-B aprimora a diferenciacao
celular e conjuntamente estimula a maturacao celular. O
IGF-I termina a maturacao e programa a consolidacao da
cicatrizacao através de estimulo de outras células (29).
Carlson e Roach (30), em um estudo retrospectivo das pu-
blicagoes sobre PRP em Odontologia, constataram que o
uso do PRP obteve sucesso na grande maioria dos relatos.
Da mesma forma Pacifici et al (31) concluiram que o PRP é
uma fonte atéxica, ndo imunogénica de fatores de crescimen-
to, e capaz de acelerar o processo normal do reparo 6sseo.
Gil et al (32) relataram os efeitos benéficos de reconstrucao
em fendas alveolares com enxerto 6sseo autélogo associado
ao PRP. Os autores enfatizaram as vantagens de cicatrizacao
mais rdpida da mucosa e do enxerto, além de possibilitar o
uso de darea doadora com menor volume de enxerto.
Estudos experimentais em animais, onde foram realizadas
andlises histologicas e histomorfométricas, concluiram que a
aplicacao do PRP acelera a atividade de regeneracao 6ssea em
sitios de implantes durante as fases precoces do reparo (33).
Sanchez et al (34) também consideraram uma evidéncia ci-
entifica o uso do PRP em combinacao com enxertos 6sseos
nas cirurgias reconstrutivas, constatando a opinido unanime
de aceleracao e melhora da qualidade do osso regenerado.
A associacao do PRP com produtos xenégenos mostrou-se
eficaz em 21 pacientes com defeitos periodontais (35), con-
firmando estudos clinicos anteriores (36).

Um estudo clinico em implante imediato em maxilas gra-
vemente reabsorvidas, utilizando produtos xendgenos e
PRP, revelou um sucesso inquestionavel (37).

Wojtowick et al (38), observando os efeitos da associacao do
PRP com material xen6geno, sugeriram que mecanismos
genéticos influenciaram a organizacdo do padrao trabecu-
lar do tecido 6sseo regenerado, provavelmente sob a influ-
éncia de fatores de crescimento liberados pelas plaquetas.
Por outro lado, alguns autores tém questionado o papel do
PRP na osteoinducao (25,38,39,40,41).

A discordancia de conclusbes entre os estudos que avalia-
ram o papel do PRP na neoformacao 6ssea pode ser expli-
cada, pelo menos em parte, pela utilizacao de diferentes
protocolos para obtencao de PRP. A obtencao de um ntime-
ro reduzido de plaquetas no PRP, bem como a fragmen-
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tacao ou ativacao precoce dessas durante a coleta e manu-
seio do sangue, podem resultar na liberacao dos fatores de
crescimento antes do preparo do gel, o que ird influenciar
o sucesso desse procedimento.

Gasperini (42) avaliou 30 pacientes e determinou uma mai-
or contagem de plaquetas no PRP, apés a centrifugacao du-
pla da amostra, o que vem reforcar a idéia de que diferen-
tes procedimentos laboratoriais para a obtencao de PRP
podem interferir decisivamente no sucesso desta prepa-
racdo, minimizando o efeito benéfico esperado.

USO DO PLASMA RICO EM PLAQUETAS EM OUTRAS
AREAS

A utilizacao do gel de plaquetas em outras areas médicas é
crescente. O PRP tem mostrado grande potencial para me-
lhorar a integracao de enxertos, sejam eles 6sseos, cutane-
os, cartilaginosos ou de gordura, bem como para estimular
a cicatrizacao de feridas. Nas cirurgias que envolvem reta-
lhos cutaneos, como mamoplastias, abdominoplastias e riti-
doplastias, o uso do PRP resulta no desenvolvimento de um
tecido de granulacao de melhor qualidade, com uma vascu-
larizacao mais intensa, diminuindo assim complicagoes co-
mo hematomas. Na cirurgia pldstica coméstica, o uso do
PRP tem tido resultados positivos (43,44).No enxerto de pe-
le é observado que o PRP torna a primeira troca de curativo
menos dolorosa e a epitelizacdo da ferida mais rdapida (22).
No campo da Ortopedia, o associacao do PRP ao tratamen-
to convencional, tem sugerido perspectivas animadoras no
tratamento de fraturas (45), tendinite (46) e osteomielite
cronica (47). No campo da engenharia de tecidos, o PRP es-
timulou o crescimento inicial e a diferenciacdo de células
de medula 6ssea de rato (48).

CONCLUSAO

Diante dos beneficios potenciais aventados por diversos
autores, bem como das controvérsias observadas por ou-
tros, acerca dos possiveis efeitos benéficos do PRP, torna-se
imprescindivel maior nimero de estudos, com varidveis ri-
gorosamente controladas. Para estabelecer o beneficio real
quanto a utilizacdo de tais preparacoes em Odontologia e
em outras areas clinicas, métodos altamente padronizados
e confidveis para a obtencao do PRP e do gel de plaquetas
devem ser utilizados e desenvolvidos por profissionais alta-
mente qualificados. Nao apenas o nimero de plaquetas
das preparacoes deve ser observado, mas também os as-
pectos qualitativos, ou seja, a funcao das plaquetas. Um
numero consideravel de plaquetas, porém com viabilidade
comprometida certamente nao proporcionara o efeito dese-
jado, ja que os fatores de crescimento, cruciais para o su-
cesso da preparacao, ja podem ter sido eliminados em con-
seqiiéncia de procedimentos inadequados.

A perspectiva de utilizacao do gel de plaquetas, bem como
a necessidade de otimizacao do procedimento de preparo
desse, abrem espaco de trabalho para os profissionais da
drea de analises Clinicas, especialmente aqueles com mai-
or familiarizacao com o Setor de Hematologia.
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A importancia da imunofenotipagem e da citogenética
no diagnostico das leucemias: uma revisao da literatura

The importance of immunophenotyping and cytogenetics in the diagnosis of leukemia:
a literature review
Valéria Bernadete Leite Quixabeira’ & Vera Aparecida Saddi?

/RESUMO - As leucemias sao grupos heterogéneos de neoplasias hematoldgicas, que resultam da transformacao total ou parcial das
células blésticas. Varios critérios, dentre eles a morfologia, a citoquimica, a imunofenotipagem e a deteccao de alteracoes genéticas
constituem a base para classificacao das neoplasias hematolégicas. A imunofenotipagem, realizada com a técnica de citometria de flu-
xo (CMF), é til tanto no diagnéstico, classificacao, prognéstico, estadiamento, monitoramento, como na caracterizacao fenotipica das
leucemias. Contudo, as andlises citogenéticas e moleculares permitem uma definicdo mais precisa no diagnéstico das leucemias. Ana-
lises citogenéticas e moleculares possibilitam a deteccao de alteracdes cromossomicas e genéticas das células leucémicas, correlacio-
nando-as com o diagnéstico, a classificacao, a caracterizacao de diferentes estagios, a avaliacao da remissao e prognéstico destas en-
fermidades. As duas metodologias nao se excluem mutuamente, mas, podem em conjunto beneficiar tanto o analista quanto o paci-
ente, que certamente receberd um tratamento mais adequado e mais eficaz.

PALAVRAS-CHAVE - leucemias, diagnostico, imunofenotipagem, citometria de fluxo, citogenética /

SUMMARY - Leukemia is a heterogeneous group of hematological malignancies, resulting from the total or partial transformation of\
blastic cells. Several criteria, including cell morphology, cytochemistry, inmunophenotyping, and the detection of genetic alterations
are the basis for the classification of such hematological diseases. Inmunophenotyping, performed with flow cytometry, is extremely
useful for staging, diagnosis, classification, prognosis, and disease monitoring. However, cytogenetic and molecular analyses provide
more precise diagnosis. Cytogenetics and molecular analyses describe the chromosomic changes in leukemic cells, and are useful for
the correlation with diagnosis, classification, staging, prognostic and disease monitoring. The two methods do not exclude each other,
but they can be used together in order to favor the clinical diagnosis as well as the patient that will surely receive a more suitable and

efficient treatment.

\KEYWORDS - leukemia, diagnostic, immunophenotyping, flow cytometry, cytogenetic. -

INTRODUCAO

s leucemias sao grupos heterogéneos de neoplasias he-

matologicas, que resultam da transformacao total ou
parcial das células blasticas. A perda parcial da capacidade
de diferenciacao e o tipo de linhagem comprometida repre-
sentam as bases para a classificacao destas neoplasias.'®**
As leucemias podem ser classificadas de varias maneiras:
(1) pela morfologia e citoquimica, complementada pela
imunofenotipagem, proposta pelo grupo French-Ameri-
can-British (FAB); (2) pela morfologia, imunofenotipagem e
citogenética, proposta pelos grupos MIC (classificacao
morfolégica, imunolégica e citogenética); (3) pela imunofe-
notipagem somente, proposta pelo grupo European Group
for the Immunological Classification of Leukemias (EGIL);
(4) por eventos antecedentes; (5) pela natureza da célula
progenitora na qual a mutacao leucemogénica ocorreu.?

BASES IMUNOFENOTIPICAS DA CLASSIFICACAO
DAS LEUCEMIAS

A imunofenotipagem, realizada com a técnica de citome-
tria de fluxo (CMF), é 1til tanto no diagnéstico, classifi-
cacao, prognoéstico, estadiamento, monitoramento, como
na caracterizacdo fenotipica das células hematopoiéticas
patolégicas.”* A CMF avalia as propriedades celulares, na
medida em que as células se movem em uma solucao isoe-
letrolitica, através de um conjunto de detectores de fluores-
céncia. Foi definida por Mendelssohn em 1979, como sen-
do o movimento de uma suspensao celular, que atravessa
um canal de fluxo, uma a uma, promovendo o desvio da luz
incidente que é medido por um detector.”

A CMF é uma técnica multi-paramétrica, que utiliza anti-
corpos monoclonais marcados com fluorescéncia para ana-
lisar qualitativa e quantitativamente padroes de expressao
de antigenos (clusters designations - CDs) em populacoes
celulares de interesse." A metodologia permite a andlise
de 10° a 10° células por minuto, medindo simultaneamente
as propriedades fisicas e quimicas de tais células.

A CMF tem se desenvolvido rapidamente nos ultimos anos
e suas aplicacoes sdo amplas, tanto em laboratérios de pes-
quisa quanto nos laboratérios clinicos. A técnica oferece
objetividade, sensibilidade, rapidez e precisao na andlise
das caracteristicas celulares, incluindo o contetdo de
DNA/RNA, a deteccgédo e quantificacdo de antigenos celu-
lares, a andlise de resisténcia celular a drogas e a andlise
de contetido citoplasmaético.'

O equipamento utilizado para a técnica é denominado ci-
tometro de fluxo e possui quatro componentes principais,
incluindo um laser que incide sobre as células, fotodetecto-
res de sinais, suspensoes celulares marcadas com anticor-
pos fluorescentes e um computador ligado ao sistema. O
computador elabora gréficos e histogramas, divididos em
regides de parametros de fluorescéncia denominadas FL1,
FL2, FL3, FL4, etc., que possibilitam a andlise de popu-
lacdes celulares diferentes, dentro de uma mesma amostra,
desde que marcadas com fluorocromos distintos.!'

Os parametros celulares avaliados pelo método podem ser
divididos em dois principais grupos, os evidenciados pela
luz dispersa (que refletem o tamanho celular e complexida-
de interna FSC- forward scatter e SSC- side scatter respec-
tivamente) e os associados a presenca de um ou mais anti-
corpos marcados com fluorocromos que reconhecem molé-
culas celulares especificas, refletindo caracteristicas fenoti-
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picas importantes, como grau de diferenciacao celular, li-
nhagem celular, ploidia, expressao de proteinas apoptoéti-
cas, dentre outras.”

As suspensoes celulares sao aspiradas e passam em fila
para o interior do citdbmetro através de um canal de fluxo
no qual incide um laser. Nesse mesmo local, detectores in-
ternos captam e enviam sinais fluorescentes que sao medi-
dos por um computador. Os sinais fluorescentes sao plota-
dos em gréaficos com escala logaritmica ou linear, o que
possibilita a distincao entre populagoes celulares normais e
patolégicas.'”*® Cada fluorocromo usado na marcacao de
anticorpos possui um padrdo espectral especifico de ab-
sor¢cao e de emissao de luz. Os fluorocromos mais utiliza-
dos sao o isotiocianeto de fluorceina (FITC) e a ficoeritrina
(PE), que emitem luz com diferentes comprimentos de on-
da. O uso de fluorocromos multiplos, com diferentes com-
primentos de onda, possibilita a andlise de parametros dis-
tintos ou de populagoes celulares diversas em uma mesma
suspensao celular.’s*

Em relacdo a microscopia convencional, a CMF apresenta
inimeras vantagens para a andlise de células hematopoié-
ticas, principalmente no que diz respeito as limitacoes de
interpretacao e resolucao do microscopista. A CMF apre-
senta alta sensibilidade, especificidade e precisao, permi-
tindo analises multiparamétricas de um grande nimero de
células em pequeno intervalo de tempo. *

A distingdo entre células hematopoéticas patoldgicas e cé-
lulas normais presentes na amostra é baseada nos padroes
fenotipicos que diferenciam tais populacdes celulares.”
Células leucémicas apresentam caracteristicas imunofeno-
tipicas de células normais, porém, bloqueadas em um esta-
gio de maturacao.'*'® Fenétipos aberrantes de células leu-
cémicas misturam determinantes antigénicos de linhagens
celulares (miel6ide/ linféide), assincronia de expressao gé-
nica, fenétipos ectopicos e diferenciacdo anormal, dentre
outras caracteristicas. Estes fenétipos aberrantes traduzem
as anormalidades genéticas presentes nestas células.’®"

A imunofenotipagem requer o isolamento das células he-
matopoiéticas do sangue periférico ou da medula dssea. As
amostras de sangue e medula 6ssea sdo tratadas com so-
lucao hipotonica de lise de eritrécitos e incubadas com an-
ticorpos monoclonais. A incubacao da amostra em solucao
de lise é uma etapa importante, pois hemadcias intactas al-
teram a dispersao da luz, formando debris (restos celula-
res) que causam resultados imprecisos.'?*!

Os fatores que mais afetam os resultados de imunofenoti-
pagem incluem o tipo e a qualidade da amostra, os proto-
colos de preparacao de reagentes e amostras, a calibracao
e subjetividade durante a andlise e a interpretacao dos re-
sultados, que fazem da padronizacdo uma necessidade
desta metodologia.'**!

Um consenso geral atesta a imunofenotipagem como uma mo-
dalidade de diagnéstico primdrio para vérias desordens hema-
topoiéticas, incluindo as linfoproliferativas cronicas, linfomas
ndo-Hodgkin, leucemias agudas, crises blasticas, desordens
mieloproliferativas cronicas e sindromes mielodisplésicas.*"
Nas neoplasias hematoldgicas, a imunofenotipagem é rele-
vante tanto para o diagnéstico, a classificacao, o prognosti-
co e o monitoramento, enquanto que nas desordens mielo-
proliferativas, apresenta valor somente para o monitora-
mento. A tabela 1 especifica as indicacoes médicas da
imunofenotipagem por CMF.?

De acordo com o Consenso da Segunda Conferéncia da
América Latina para Imunofenotipagem de Malignidades
Hematolégicas por Citometria de Fluxo, ocorrida em 3 e 4
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de maio de 2005, no México, os painéis de anticorpos mo-
noclonais utilizados na imunofenotipagem sao montados
de acordo com os sinais clinicos dos pacientes e os achados
morfolégicos e citoquimicos previamente analisados. Nas
leucemias agudas, o painel utilizado deve ser capaz de dis-
tinguir entre leucemia linféide aguda da linhagem T, leu-
cemia linféide aguda com células B precursoras, leucemia
mieléide aguda e leucemia aguda bifenotipica. Nas leuce-
mias linfoproliferativas crénicas que envolvem células da
linhagem T, é necessdrio demonstrar a clonalidade celular
com estudo do repertério do TCR (Receptor de células T),
enquanto que nas neoplasias de células da linhagem B,
faz-se necessdrio o estudo das cadeias Kappa e Lamda in-
dividualizadas, bem como das imunoglobulinas integras.”
Quando uma leucemia expressa dois ou mais marcadores
de linhagem celular é considerada bifenotipica. A tabela 2
resume as principais recomendacoes do Consenso.”**

BASES GENETICAS DA CLASSIFICAGAO DAS LEUCEMIAS

As anormalidades genéticas que ocorrem nas leucemias,
podem ser divididas em duas principais categorias, aque-
las que incluem alteragcdées cromossémicas estruturais,
principalmente translocacoes e inversoes, e aquelas associ-
adas as alteracoes de expressao génica.*** As translo-
cacoes cromossOmicas resultam da mudanca de posicao de
um gene ou de um fragmento génico para uma diferente
regidao cromossomica, resultando em genes quiméricos
com funcoes aberrantes. Muitas vezes, a translocacao in-
clui mudanca de regido regulatéria de um gene para outro,
localizado em um mesmo cromossomo ou em Cromossomos
diferentes, com conseqiiente alteracdo do nivel de ex-
pressao do gene translocado ou do gene quimérico.6 Ou-
tras modificacbes cromossomicas, como delecoes (perda de
um fragmento cromossdémico) ou inversoes (reorganizacgao
de um fragmento dentro do cromossomo), também estao
envolvidas no aparecimento das leucemias.'

Na maioria das leucemias, as categorias genotipicas podem
ser presumidas com base na detec¢ao de marcadores mole-
culares por meio da imunofenotipagem. Contudo, a confir-
macao citogenética e molecular das leucemias permite tan-
to a definicdo do diagnéstico, como a melhor classificacao
das desordens leucémicas, possibilitando inferéncias sobre
o prognoéstico destas enfermidades, a caracterizacao dos di-
ferentes estdgios e a possibilidade de remissao.”

As andlises citogenéticas das neoplasias hematoldgicas po-
dem fornecer varias informacoes, tais como: clonalidade ce-
lular na neoplasia hematopoiética; evidéncia da linhagem
celular do clone neoplésico; indicagao dos mecanismos de
leucemogénese; demonstracao de fatores etiolégicos impli-
cados no processo neoplasico; confirmacao do diagnostico;
informacao sobre a classificacao e estadiamento da neopla-
sia; indicacao de prognéstico; evidencia da regressao da do-
enca; acompanhamento de transplantes de medula 6ssea.
Com a evolucao dos estudos genéticos das células leucémi-
cas, surgem varias questoes sobre a utilizacao destes acha-
dos, tais como: — E preciso modificar a classificagdo imunofe-
notipica das células neoplésicas com a analise do padrédo ge-
notipico encontrado? — E aconselhavel utilizar os achados
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genéticos somente como acompanhamento do tratamento do
paciente? — Como correlacionar o genétipo com padroes es-
pecificos de expressao de antigenos e a variabilidade fenoti-
pica? — Quais os mecanismos regulatérios que permitem a
expressao de moléculas aberrantes nas células leucémicas?®
Anormalidades citogenéticas sao identificadas em 60 a
80% dos casos de leucemia miel6ide aguda e aproximada-
mente em 80% dos casos de leucemia linféide aguda, in-
cluindo tanto anormalidades numéricas quanto estrutu-
rais.® A classificacdo da leucemia miel6ide cronica pode ser
baseada na morfologia das células e/ou no cariétipo, en-
quanto que nas leucemias linféides crénicas, a classifi-
cacao é baseada nas caracteristicas morfolégicas e imuno-
fenotipicas, sendo a andlise citogenética auxiliar na dife-
renciacao entre a linhagem comprometida, ou seja T ou B,
além de colaborar para avaliacao prognéstica.?

Varias técnicas tém sido empregadas na avaliacao genética
das leucemias, incluindo a citogenética convencional, a cito-
genética molecular (FISH: hibridizacao fluorescente in situ;
CGH: hibridizacdo genomica comparativa), além dos méto-
dos de biologia molecular como Southern blotting, amplifi-
cacao de DNA ou RNA por PCR( reacdao em cadeia da poli-
merase), a PCR em tempo real e a hibridizacao in situ, den-
tre outras.**** O desenvolvimento das técnicas moleculares e
dos métodos citogenéticos possibilitou o aparecimento da
classificacao MIC das leucemias, considerando as caracte-
risticas moleculares, imunolégicas e citogenéticas.*'' As
anormalidades associadas as alteragées cromossomicas es-
truturais, principalmente as translocacoes e inversoes e as
alteracoes de expressao génica variam de acordo com o tipo
de leucemia.® A tabela 3 resume as principais anormalidades
genéticas descritas nas neoplasias hematopoiéticas. *#1¢

TABELA |

Indicacoes Médicas da Imunofenotipagem por
Citometria de Fluxo.

Utilidade LLA LMA DLPC SMD DMP GM
Diagnéstico Néo Nao Sim Sim* Nao® Sim
Classificacao Sim Sim Sim Sim Nao Nao
Prognéstico e Sim Sim Sim Nao Nao Sim
Extensao

Monitoramento Sim Sim Sim Sim Sim Sim

Abreviagdes: LLA, Leucemia Linféide Aguda; LMA, Leucemia Miel6ide Aguda; DLPC, Desordens Linfoproliferativas
Cronicas; SMD, Sindrome Mielodisplasica; DMP, Desordens Mieloproliferativas; GM, Gamopatias Monoclonais.a A
imunofenotipagem pode ser usada como diagnéstico diferencial entre Leucemia Aguda e Sindrome Mielodisplasica.b A
imunofenotipagem nZo é indicada nas Desordens Mieloproliferativas (DMP) enquanto a doenga permanecer cronica ou
estavel, mas pode ser (til para o monitoramento do curso da doenca. (Tabela adaptada de Ruiz-Arguelles et al., 2005). 15

TABELA 11
Marcadores utilizados para imunofenotipagem por CMF
Linhagem Maturagio Subclassificagdo Marcadores
celular opcionais
LLA-T CD2. CD7, CDcy oo L
LLA-B CD18, CD7g" HLA-DR.CD34, CD10, lgs d e CD20, cD3s
CDas5 membrana
LMA MPOcy, cD13, HLA-DR,CD34, CD15 CDas, CD64
CD33, cD17e CD4s
LLC-B cDi1g, CDss, CDs, CDzz2, CDz3,

Kappa, Lamda FMC7, CD10,CD3s |
CD11¢, CD103, CD25,
cDig

CD4, CD8,CD3 |

LLC-T CDs6 CD7,TCR "

Legenda: LLA-T: Leucemia Linféide Aguda da Linhagem T, LLA-B: Leucemia Linféide Aguda da Linhagem B, LMA:
Leucemia Mieloide Aguda, LLC-B: Leucemia Linféide Crénica da Linhagem B, LLC-T: Leucemia LinféideCronica da
Linhagem T. CD: Clusters Designations. Tabela adaptada de Ruiz-Arguelles et al., 2005). 15
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TABELA Il
Classificacao e prognéstico de leucemias de acordo
com as alteracoes genéticas. **'

Alteracdao cromossomica Tipo de leucemia Prognéstico

t(4;11 ) MLL/AF4 LLA-B PIOR

t(12; 1) TEL/AMLA LLA-B FAVOR AVEL

HIPERDIPLOIDIA LLA-B FAVOR AVEL

1(9;22 ) BCR/ABL LLA-B DESFAVOR AVEL

t(1;19 ) E2A/PBX1 LLA-B DESFAVOR AVEL
OU COM UM

TAL1 deletion SIL  -TAL1 LLA-T

t(8;14 )(q24;911) c-MYC -TRCA/D LLA-T

t(11;14 )(p15;911) LMO 1-TCRD LLA-T

t(11 ;14)(p13 ;q11) LMO2 -TCRD LLA-T

t(11;14 )(p34;q11) TAL1 -TCRD LLA-T

(10;14 ) (q24; q11) HOX11 -TCRD LLA-T

1(8;21) AML1/ETO LMA (FAB  M2) FAVOR AVEL

t(15;17 ) PML/RARa LMA (FAB  M3) FAVO RAVEL

Inv16CBFb/SMMHC LMA (FAB  M4) FAVOR AVEL

11q23 LMA (FABM 4/M5) INTERMEDI ARIO
OU DESFAVOR AVEL

t(1;22 ) OTTILAM LMA (FAB  M7) DESFAVOR AVEL

TRISSOMIA DO 12 LLC

t(11;14 ) (q13;932) LLC

1(9;22 ) BCR -ABL LMC FAVOR AVEL

DISCUSSAO

As doencas genéticas podem ser classificadas como doencas
génicas, envolvendo um unico gene e com padrdao de he-
ranca especifico; cromossomicas, envolvendo varios genes
localizados em um segmento cromossomico; doencas multi-
fatoriais, comprometendo varios genes e com participacao
do ambiente; e doencas somaéticas, com alteracdo genética
restrita ao tecido somédtico, sem risco para a prole.” As neo-
plasias hematopoiéticas sdo doencas genéticas que apresen-
tam tipos correspondentes a todas estas classes e que podem
ser estudados com diferentes niveis de resolugdo. As do-
encas neoplésicas envolvem multiplicacdo e disseminacao
descontroladas de células anormais, com alteragoes nos pro-
cessos de diferenciacao e proliferacao celulares e que mui-
tas vezes, podem levar a morte de um organismo.®’

A relacao entre uma alteracao genética e o cancer teve ini-
cio em 1960, com a descoberta do cromossomo Philadelphia
(Ph1), em pacientes com leucemia mieléide cronica
(LMC)."” O Ph1 é resultante da translocacao reciproca entre
os bracos longos dos cromossomos 9 e 22, transpondo o seg-
mento 3' do gene ABL para o segmento 5' do gene BCR. O
gene BCR, presente no cromossomo 22, nao possui fungao
conhecida, enquanto o gene ABL, presente no cromossomo
9, é um protooncogene. O gene resultante da translocacao,
BCR-ABL, é transcrito em um RNA-mensageiro (mRNA)
quimérico e traduzido em uma proteina com localizacao ci-
toplasmatica e atividade aumentada de tirosina-quinase.’
O material genético pode ser analisado com diferentes ni-
veis de resolucao. Quando a andlise € realizada em cro-
mossomos e com a utilizacdo de técnicas convencionais, é
denominada citogenética. Quando o alvo da andlise € a
molécula do DNA ou partes dela, a andlise é denominada
molecular e quando o ntucleo interfasico ou a metéafase sao
analisados em laminas, com a utilizacdo de estratégias mo-
leculares, a andlise é denominada citogenética molecular.
As analises citogenéticas e moleculares permitem a de-
teccao de alteragoes cromossoémicas e genéticas das célu-
las leucémicas, correlacionando-as com o diagnoéstico, a
classificacao citogenética das leucemias, a caracterizacao
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de diferentes estdgios, a avaliacao da remissao e prognos-
tico destas enfermidades, enquanto que a imunofenotipa-
gem feita por citometria de fluxo evidencia o fendtipo ce-
lular. "1 As duas metodologias nao se excluem mutua-
mente, pelo contrario, podem em conjunto beneficiar tanto
ao analista, confirmando e complementando o diagnéstico,
como ao paciente, que certamente receberd um tratamen-
to mais adequado e mais eficaz.

CONCLUSAO

(1) As leucemias se destacam como exemplos de doencas
que apresentam alteracdes cromossdmicas numeéricas e ou
estruturais altamente consistentes e especificas.

(2) As alteracoes genéticas das leucemias envolvem genes,
que uma vez alterados qualitativa e quantitativamente,
atuam como fatores de iniciacao e progressao da doenca.
(3) Os avancgos da genética molecular e da citogenética au-
mentaram significativamente a capacidade de diagnéstico
das alteracoes neoplédsicas em células hematopoiéticas,
possibilitando, em muitos casos o esclarecimento dos me-
canismos responsaveis pela etiologia e patogénese destas
neoplasias.

(4) A citometria de fluxo (CMF) permite anélise fenotipica
das populagées celulares leucémicas, porém, as analises
moleculares e citogenéticas sdo capazes de demonstrar o
genoétipo das populacdes celulares em estudo, possiblitan-
do a melhor compreensao dos mecanismos celulares envol-
vidos no aparecimento e evolucao da doenca, otimizando
assim o tratamento do doente.
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Determinacao do sexo do feto através de uma nova
técnica nao invasiva baseada em PCR*

Determination of fetal sex by a new PCR method non invasive
Malta,FSV: Torres,PORB; Ferreira, ACS & Pardini, VC

/RESUMO - A determinacéao do sexo do feto é geralmente realizada pelo procedimento de ultra-som que ocorre no segundo trimestre \
da gestacao, sendo que, quando realizado antes da 13a semana, esse método se mostra muito incerto.
Técnicas moleculares utilizando o PCR ja foram descrita, e possuem maior sensibilidade na determinacao do sexo. Dentre estas téc-
nicas existentes, as invasivas consistem em amniocentese ou coleta de amostra de vilo coriénico, seguida de PCR para determinar o
sexo e que representam em aumento de risco na gravidez e as técnicas nao invasivas que conseguem detectar o DNA fetal no sangue
periférico materno. Foi desenvolvida em nosso laboratério uma técnica capaz de detectar o sexo fetal nas primeiras semanas de ges-
tacao com alto indice de acerto. A técnica consistiu em desenhar iniciadores que anelassem em regioes repetitivas espalhadas no cro-
mossomo Y e “PCR Nested"” para aumentar a acurdcia do exame.
Os resultados demonstraram que a técnica possui sensibilidade e especificidade de 100%. Além disso, a PCR foi capaz de detectar em
uma diluicao seriada de uma amostra de DNA gendmico masculina, previamente quantificada, a presenca do cromossomo Y em amos-
tras contendo apenas 100 femtogramas de DNA.

PALAVRAS-CHAVE - Sexo, fetal, Nested PCR. J

/SUMMARY - The determination of fetal sex is currently carried out by ultrasound that is usually performed in the second trimester.
However, it is inaccurate before 13th week of gestation. Molecular techniques such as PCR already had been described and were suc-
cessful of fetal gender. Among these techniques, there are invasive methods: chorionic villus sampling and amniocentesis that are
avoided because it is associated with a risk of fetal loss, and the non-invasive procedures that use of fetal DNA circulating in mater-
nal blood. We report a new Nested PCR method with specific primers for repetitive sequences of the Y-chromossome.

Our results indicated that sensitivity and specificity of the method were 100% and we can accurately detect Y-chromossome sequen-

ces in samples with only 100 femtograms of DNA template.
KEYWORDS - Sex, fetal, Nested PCR.

/

INTRODUGAO

determinacao do sexo do feto pode ser realizada atra-

vés de diversas técnicas, invasivas ou nao invasivas. As
técnicas invasivas como por exemplo, a amniocentese ou
coleta de amostra de vilo coridnico, por apresentarem riscos
ao feto nao justificam sua utilizacao apenas para a determi-
nacao do sexo fetal. Por outro lado, as técnicas nao invasi-
vas por nao apresentarem risco sao amplamente utilizadas,
sendo o método mais comum a determinacao através da
morfologia da genitdlia visualizada pelo ultra-som. No en-
tanto, a acuracia do exame esta diretamente relacionada
com a precocidade de sua realizacao, sendo normalmente
realizada com eficacia somente a partir do sequndo trimes-
tre (5). Mais recentemente, foram descritas inimeras técni-
cas utilizando a reacao da cadeia da polimerase (PCR) para
detectar a presenca do DNA fetal na corrente sanguinea
materna (1,2,3,4,5). Lo et al, (1997) mostraram a presenca
do DNA fetal no soro e plasma em concentragoes muito
maiores do que no sangue total materno. Em gravidas com
periodo gestacional prematuro foram observadas concen-
tracoes do DNA fetal de 3 a 4% no plasma e 0,13% no soro
(4). Esta descoberta possibilitou o desenvolvimento de diag-
noésticos pré-natais nao invasivos, mas a andlise somente se
torna possivel nos casos onde a seqiiéncia alvo estd presen-
te no feto, mas ausente na mae como, por exemplo, na de-
terminacdo do genétipo Rh D do feto para avaliacdo do ris-
co da doenca hemolitica do recém nascido (2).
No presente estudo, foram desenhados novos iniciadores
especificos para o cromossomo Y. A regido alvo de
amplificacao escolhida se repete diversas vezes ao longo
deste cromossomo, diminuindo a chance de falsos negati-
vos e aumentando a capacidade de deteccao devido ao
maior numero de seqiiéncias alvo por molécula de DNA do
cromossomo Y.

O objetivo do trabalho foi verificar a sensibilidade e espe-
cificidade deste método em detectar o sexo fetal em amos-
tras de gestantes e verificar a quantidade minima necessa-
ria de DNA molde para a amplificacao por PCR das se-
qléncias alvos no cromossomo Y.

MATERIAL E METODOS

Amostras

Foram coletados cinco mililitros de sangue de 41 mulheres
gravidas, em tubos EDTA K2 gel (PPT - Plasma Preparati-
on Tube). Apés a coleta, as amostras foram centrifugadas a
1000 x g por 10 minutos e conservadas a 4°C até o momen-
to da extracao. O periodo gestacional variou entre 5 a 39
semanas. Todas as participantes assinaram o termo de con-
sentimento livre e esclarecido.

Extracao de DNA e PCR

O DNA geno6mico foi extraido do plasma utilizando o kit
Charge Switch® (Invitrogen) de acordo com o protocolo do
fabricante. A reacao de PCR constituiu em duas etapas
(PCR Nested); a primeira, utilizando o conjunto de primer
Cromoext F-CGCCTTGCTGAAAGAAAG e R-GTTCT-
GCCCTCAGTTCTTTCC e a segunda, reagao o conjunto
Cromoint F-CTTGGGAATTCTCTCTTGG e R-CTCA-
TACTGGGGAATAAAG. As condigoes para as reagoes fo-
ram: Tampao 1X Taq Platinum® (Invitrogen) fornecido pe-
lo fabricante, 0,5 pmol/ pl de cada primer, 2,5 mM de
MgCLz, 5 mM de dNTP e 1 unidade de Taq Platinum® (In-
vitrogen). O programa de amplificacao iniciou com uma fa-
se de desnaturacao a 95°C por 7 min, 35 ciclos de 95°C por
1 min, 60°C por 1 min e 72°C por 1,5 min, seguido da ex-
tensao final a 72°C por 7 min.
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Diluicao seriada

O DNA genoémico de um homem sadio foi extraido, quan-
tificado e sua concentracao foi ajustada para 100 ng/pl. Um
microlitro desta solucao foi diluida em um tubo contendo 9
microlitros de H:0, essa operacao foi repetida 7 vezes atin-
gindo o fator de diluicao de 1:10.000.000.

Padrao ouro
O padrao ouro utilizado nos experimentos foi o ultra-som
morfolégico confirmado duas vezes em datas diferentes.

RESULTADOS

No presente, estudo foram analisadas as amostras de plasma
separado do sangue periférico de 41 gestantes. Todos os tes-
tes realizados nas amostras coletadas das gestantes foram
confirmados pelo ultra-som (tabela I). O periodo gestacional
de todas as gestantes esta descriminado na tabela I. Apés a
andlise dos resultados, foi estabelecida a especificidade de
100% e sensibilidade de 100% para o método testado.

Para verificar a quantidade minima de DNA molde detec-
tado por esta nova metodologia, as amostras diluidas foram
submetidas a amplificacao por PCR. Os resultados indica-
ram que a PCR foi capaz de detectar seqliéncias do cro-
mossomo Y na amostra diluida 1:1.000.000, o que corres-
ponde a 100 femtogramas de DNA (dados ndo mostrados).

TABELA |
Comparacao dos resultados obtidos na determinacao
do sexo fetal pelo método da PCR e o ultrasom
morfoldgico de 41 gestantes com periodo gestacional
variando entre 5 a 39 semanas.

Gestante Periodo Resultado Resultado
gestacional do ultrasom do PCR
1 30 semanas M M
2 11 semanas F E
3 11 semanas F E
4 08 semanas F F
5 05 semanas F F
6 08 semanas F E
7 14 semanas F E
8 09 semanas F F
9 12 semanas F F
10 08 semanas F F
" 08 semanas F F
12 08 semanas M M
13 15 semanas F F
14 09 semanas F F
15 38 semanas F F
16 11 semanas F F
17 08 semanas F F
18 09 semanas M M
19 08 semanas M M
20 13 semanas F F
21 39 semanas F E
22 14 semanas F E
23 11 semanas F F
24 12 semanas F F
25 15 semanas F E
26 12 semanas F E
27 14 semanas F F
28 11 semanas F F
29 08 semanas M M
30 09 semanas M M
31 34 semanas M M
32 20 semanas M M
33 11 seman as M M
34 18 semanas M M
35 12 semanas M M
36 24 semanas M M
37 17 semanas M M
38 15 semanas M M
39 28 semanas F F
40 08 semanas F F
4 10 semanas M M
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Comparacao dos resultados obtidos na determinacao do sexo
fetal pelo método da PCR e o ultrasom morfolégico de 41 ges-
tantes com periodo gestacional variando entre 5 a 39 semanas.

DISCUSSAO

Existem diversas técnicas ja descritas para a determinacao
do sexo do feto através do sangue materno. No entanto, a
técnica que desenvolvemos possui um grande difeencial
que é o fato da regido alvo de amplificacdo que se esco-
lhem, trata-se de uma regiao bastante repetitiva no cro-
mossomo Y e que aliado a técnica de PCR nested aumen-
tou sua capacidade para detectar a presenca deste cromos-
somo em proporcoes muito pequenas. A quantidade mini-
ma de DNA molde, necessério para a detecgao, estabeleci-
do pelos testes, estd 1.000.000 de vezes menor que a quan-
tidade normalmente utilizada em reacgoes padroes de PCR.
Em todas as amostras testadas foi possivel determinar com
exatidao o sexo do feto. Dentre as 41 gestantes partici-
pantes do teste 36 ainda nao tinham atingido o segundo tri-
mestre de gestacao quando realizaram o teste, e 25 ainda
nao tinham completado a 13® semana de gravidez. A técni-
ca se mostrou eficiente inclusive nos casos cujo periodo
gestacional das participantes estava inferior ao recomen-
dado por Tachdjian et al, (2002) para a determinacao do se-
x0 pelo ultra-som. A partir desses resultados, concluiu-se
que a técnica desenvolvida foi eficiente na determinacao
do sexo fetal através do sangue materno.
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Isolamento de Candida spp. da mucosa oral de
pacientes submetidos ao tratamento quimioterapico

Isolation of Candida spp. of the oral mucus of patients submitted to the chemotherapeutical treatment
Débora Avrella’ & Leticia Silveira Goulart?

/RESUMO - A candidiase oral é uma doenca oportunista que acomete principalmente individuos imunocomprometidos. Entre os fato-\
res responsaveis pelo aumento da prevaléncia de infec¢oes por Candida spp., estd a quimioterapia antineopldsica, que favorece a ins-
talacao de patégenos oportunistas, bem como a proliferacdo da microbiota, por causar um estado de comprometimento do sistema
imune. Este trabalho teve como objetivos avaliar a freqiiéncia de Candida spp. em isolados da mucosa oral de pacientes submetidos
a quimioterapia, além da identificacao das espécies e atividade de fosfolipase. As amostras de swabs orais de 25 pacientes foram se-
meadas em 4gar de Sabouraud dextrose, incubadas por 48 horas, a 37 °C, para posterior identificacdo por testes micolégicos. Dez pa-
cientes apresentaram leveduras do género Candida sendo todas C. albicans produtoras de fosfolipase. Possivelmente, os efeitos da
quimioterapia estdo relacionados com o aparecimento de infecc¢oes fingicas nos pacientes analisados.

PALAVRAS-CHAVE - candidiase oral, quimioterapia, Candida spp. J

/"SUMMARY - Oral candidiasis is an oportunist disease that catches overall immunecompromised individuals. Among the factors res—\
ponsible for increase of Candida infection prevalence, the anticancer chemotherapy leads to oportunistic infections, as well as the pro-
liferation of normal microbiota. This treatment cause a immune system compromisement. The aims of this paper was evaluate the Can-
dida spp. frequency in oral mucus isolated of chemotherapy treat patients, beyond the identification and phospholipase enzimatic ac-
tivity. The oral swabs samples of 25 patients were inoculated in Sabouraud agar dextrose, maintained for 48 hours at 37°C to mycolo-
gical tests. Ten patients had conferred leavenings of Candida spp., being all C. albicans phospholipase producers. Possibly, the che-

KEYWORDS - oral candidiasis, chemotherapy, Candida spp.

motherapy effects are related with the apearance of fungal infections in the analyzed patients.

/

INTRODUCAO

candidiase é uma infecc¢ao fungica de espectro bastan-

te extenso, que acomete, principalmente, pacientes
imunocomprometidos e apresenta como agente etiolégico
leveduras do género Candida. Apesar de ser um microrga-
nismo saprébio, Candida spp pode assumir uma forma pa-
togénica frente a determinadas condi¢des que comprome-
tem o sistema imunolégico. Dentre os fatores predisponen-
tes para candidiase, destacam-se: diabetes mellitus, uso
prolongado de antibiéticos e corticéides, SIDA (Sindrome
da Imunodeficiéncia Adquirida), leucemia, queimaduras,
transplantados e tratamento quimioterapico & '* '3 18 35,
Candida albicans é a espécie mais freqiiente em infecgoes,
sendo considerada o patégeno oportunista mais comum na
espécie humana. Outras espécies também estdo implica-
das em quadros clinicos e tém apresentado uma elevada
taxa de incidéncia, estas compreendem: C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. krusei, C. glabrata e mais recentemente, C.
dubliniensis ® '* ** % * A patogenicidade da Candida spp.
esta relacionada a uma combinacao de fatores que contri-
buem para a sua viruléncia, como capacidade de cresci-
mento a 37°C, variabilidade fenotipica (switching), for-
macao de hifas e pseudo-hifas, formacao de biofilmes e
presenca de moléculas como um receptor homoélogo a inte-
grina CR3 humana, as quais facilitam a aderéncia as célu-
las epiteliais e habilidade de produzir enzimas hidroliticas
como as fosfolipases "*# %1 21.2227 Ag manifestacoes clinicas
da candidiase apresentam grande diversidade de quadros,
podendo ser divididas em trés grupos: mucocutanea, cuta-
nea e sistémica. Na candidiase mucocutdanea, os tecidos
mais atingidos sao os da mucosa oral e vaginal, sendo que
a forma oral pode subdividir-se em cinco apresentacoes
distintas: pseudomembranosa, atréfica aguda, hiperplésica
cronica, queilite angular e lingua negra pilosa ' ' %, Um
dos fatores responséaveis pelo aumento da incidéncia de in-
fecgoes causadas por Candida spp. € o tratamento de paci-
entes com cancer através de quimioterapia, o que leva a

um comprometimento do sistema imunolégico. O trata-
mento quimioterdpico facilita o aparecimento da levedura
na cavidade bucal durante e apos a terapia. A quimiotera-
pia compreende o uso de substancias citotéxicas no trata-
mento de neoplasias, estes farmacos interferem nos meca-
nismos de sobrevivéncia, proliferacao e migracao celulares
e tém como principio a destruicao de células tumorais ma-
lignas, porém também causam injuria as células normais
provocando complicac¢oes variadas™®* %, O tratamento das
infeccoes causadas por Candida spp. € limitado a um nu-
mero pequeno de agentes antifiingicos, o que inclui polié-
nicos como nistatina e anfotericina B; azo6licos, entre eles o
cetoconazol, itraconazol e fluconazol; e derivados azolicos
recentes, como o voriconazol e o posaconazol* "%,

O presente trabalho teve como objetivo determinar a freqiién-
cia de Candida spp. na mucosa oral de pacientes submetidos
ao tratamento quimioterapico, identificar a espécie dos isola-
dos e avaliar a atividade da enzima fosfolipase das cepas.

MATERIAL E METODOS

CARACTERIZACAO DA POPULACAO
Os pacientes foram caracterizados quanto ao tratamento
utilizado, presenca ou nao de xerostomia e tipo de cancer.

PACIENTES

Foram coletados swabs da mucosa oral de 25 pacientes que
realizaram quimioterapia no Hospital Santo Angelo — RS.
Os swabs foram armazenados em meio de transporte sob
refrigeracao (4°C) até o momento do cultivo. Os pacientes
incluidos na pesquisa assinaram um Termo de Consenti-
mento Livre Esclarecido (Anexo A) e foram informados so-
bre a finalidade da pesquisa, sendo garantida a privacida-
de e confidencialidade dos mesmos. O presente estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universida-
de Regional Integrada do Alto Uruguai e das Missoes, sob
protocolo n° 119-4/TCH/05.
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ISOLAMENTO DE CANDIDA SPP. E IDENTIFICACAO
DA ESPECIE

Os swabs orais foram semeados em placas de Petri conten-
do 4gar de Sabouraud dextrose e incubados a 37°C. As co-
lénias cremosas de coloracao clara que cresceram sob o
meio de cultura e, ao exame microscépico, apresentaram-
se como blastoconidios foram caracterizadas como Candi-
da spp. As amostras foram submetidas a determinacao da
espécie pela prova de formacao do tubo germinativo e au-
xanograma com fonte de carbono®.

ATIVIDADE DE FOSFOLIPASE

A pesquisa de atividade de fosfolipase foi realizada em
apenas 7 isolados, pois, trés amostras apresentaram cresci-
mento somente, no primo-isolamento, ndo sendo possivel
dar continuidade aos testes. As leveduras foram submeti-
das a pesquisa de producao de fosfolipase, segundo a téc-
nica descrita por Price et al.”. A leitura do teste foi realiza-
da ap6s 5 dias de incubacao a 37 °C, sendo considerado co-
mo positivo a producao de zona opaca de precipitacao ao
redor da colbénia. A atividade enziméatica (Pz) foi medida
através da razao entre o didmetro da colonia e o didmetro
da colonia mais a zona de precipitacdo. Sendo os resulta-
dos apresentados em cédigos: Pz = 1,0 (auséncia de ativi-
dade enzimaética), 0,64 < Pz < 1 (atividade enzimatica posi-
tiva), Pz < 0,63 (atividade enzimatica fortemente positiva).

RESULTADOS

A partir da andlise de 25 amostras de swabs orais de paci-
entes realizando quimioterapia foi possivel isolar leveduras
do género Candida de 10 pacientes, representando um in-
dice de colonizacao de 40 %.

As caracteristicas da populagdo em estudo podem ser ob-
servadas através da andlise da tabela abaixo (Tabela 1).

TABELA |
Caracterizacao da populacao estudada.

Paciente Tratamento Xerostomia Tipo de Cancer Presenca de Candida spp.
01 "Rcido Zoledronico 4 mg Sim Mama Sim
02 Pemelrexede dissodico 700 mg Sim Puimao Sim

03 Pamidronato dissédico 90 mg Sim Mama Nao
04 Citarabina 15 mg Sim Mielodisplasia Nao
05 Pamidronato dissedico 90 mg Nao Mama Nao
06 D 110 mg + Ciclofosfamida 1100 mg Nao Mama Nao
07 Pacitaxel 270 mg Sim Mama Nao
08 Oxaliplatin + Leucovorin + Fluoruracil Sim Intestino Sim
09 Fluoruracil 2 g Nao Intestino Sim
0 Gencitabina 1600 mg Nao Bexiga Nao
i Pamidronato dissédico 90 mg Sim Prostata Nao

12 Docetaxel + Carboplatina + Trastuzumabe Nao Mama Nao
13 Doxorrubicina 110 mg + Ciclofosfamida 1100 mg Nao Mama Nao

14 Fluoruracil 4 g + Oxaliplatina 140 mg + Leucovorin Nao Intestino Nao
600 mg

15 Gosserrelina 10 g Nao Prostata Nao

16 Vinorelbina 40 mg + Gencitabina 1200 mg + Nao Mama Nao
Trastuzumabe 540 mg

17 Trastuzumabe 330 mg Sim Mama Nao
18 Trastuzumabe 440 mg + Fulvestranto 250 mg Sim Mama Nao
19 Leucovorin 35 mg + Fluoruracil 750 mg Sim Intestino Nao
20 ‘Gencitabina 1200 mg + Vinorelbina 35 mg Nao Pulmao Sim

21 Pamidronato dissédico 90 mg Nao Mama Sim

22 Oxaliplatina 170 mg + Leucovorin 400 mg + Sim

Intestino, pulmao e Sim
Fluoruracil 5,2 g i

23 Pamidronato dissédico 90 mg Nao Bexiga Sim
24 Acido Zoledronico 4 mg Sim Mama Sim
25 Gencitabina + Vinorelbina Nao Mama Sim

Candida albicans predominou em 100 % dos isolamentos,
nao havendo assim presenca de outras espécies. A pesquisa
da atividade enzimética revelou que todos os isolados foram
produtores de fosfolipases com indices de Pz variando entre
0,46 a 0,53 indicando alta atividade enzimatica (Tabela 2).
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TABELA 11
Atividade de fosfolipase de isolados de Candida spp. da
mucosa oral de pacientes sob tratamento quimioterapico.

N° DO ISOLADO ESPECIE VALOR DE Pz
1 Candida albicans 0,50
2 Candida albicans 0,48
3 Candida albicans 0,53
4 Candida albicans 0,48
5 Candida albicans 0,46
6 Candida albicans 0,46
7 Candida albicans 0,46
DISCUSSAO

Candida spp. é uma levedura comensal da cavidade oral,
sua transformacdo a patdégeno oportunista depende da
combinacao de alguns fatores relacionados ao hospedeiro,
ao proéprio fungo e a fatores que modifiquem o ambiente da
cavidade oral *.

A incidéncia de candidiase oral tem apresentado um signi-
ficativo aumento e as razdes para o estabelecimento sao
decorrentes da higiene oral deficiente, tratamento prolon-
gado com antibiéticos e corticosteréides, diabetes mellitus,
queda da imunidade do hospedeiro e utilizacao de antine-
oplésicos *. No presente estudo, ndo foi observado uma
correlacao entre o isolamento de Candida spp. e o tipo de
cancer, tratamento quimioterdpico e presenca ou nao de
xerostomia. Este resultado pode ser devido ao ntimero de
pacientes avaliados, e, ao fato, de que cada paciente utili-
zava um tratamento diferente, estudos futuros, englobando
uma maior populacao pesquisada, devem ser realizados.
Neste estudo, verificou-se que 10 (40 %) dos pacientes
apresentaram leveduras do género Candida na cavidade
oral. Em estudo realizado por Kignel et al.," analisando as-
pectos fungicos do cancer bucal, verificaram que dos 33
pacientes que participaram da pesquisa, 42,4 % foram po-
sitivos para Candida spp. Oliveira et al.,* avaliando a pre-
senca de Candida spp. em pacientes com cancer sob trata-
mento quimioterdpico, evidenciaram uma freqiiéncia de
56,8 % de isolamento nestes pacientes. Moreira et al.* ob-
servaram a levedura em 47,3 % das amostras coletadas da
cavidade oral de escolares. Martins et al.'’, analisando a
presenca de Candida spp. e Staphylococcus spp. na cavi-
dade oral, encontraram a levedura em 61,22 % dos pacien-
tes estudados. A quimioterapia promove a imunossu-
pressao, pois age também nas células normais, comprome-
tendo o sistema imune e a homeostasia salivar, predispon-
do assim a infecg¢des pelo fungo na mucosa oral*. Em nos-
so trabalho, os pacientes poderiam estar com o sistema
imunolégico menos atuante devido quimioterapia, o que
pode ter contribuido para a colonizacéo pelas leveduras.
A candidiase oral pode ser causada por diferentes espéci-
es do género Candida. C. albicans é a mais freqiiente, se-
guida por C. tropicalis, C. glabrata, C. kruzei e C. parapsi-
losis ™ 7182 No presente estudo, todos os isolados foram
caracterizados como C. albicans.

A freqliéncia da espécie C. albicans na mucosa oral é bas-
tante variada. Em estudo realizado por Penha et al.”, os au-
tores isolaram Candida spp. de 69 pacientes com estomati-
te protética e verificaram uma freqiiéncia de 81,1% de C. al-
bicans nas amostras analisadas. Menezes et al.”® observa-
ram que C. albicans compreendia 45% dos isolados de Can-
dida spp. obtidas da mucosa bucal. Kignel et al." encontra-
ram indices mais baixos de isolamento desta espécie, sendo
que C. albicans correspondeu 21% dos isolados estudados.
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O género Candida produz diversos fatores de viruléncia. A
producéo de fosfolipase é considerada um fator importante
para o processo de infeccao, variando conforme a amostra.
Essa enzima, localizada na superficie da levedura e na ex-
tremidade do tubo germinativo, atua pela hidrélise dos fos-
folipideos, dando origem aos lisofosfolipideos que causam
dano a célula epitelial . Sequndo Samaranayake et al.?,
entre as espécies de Candida, apenas C. albicans é capaz
de produzir fosfolipase. Em nosso estudo, as amostras iso-
ladas apresentaram-se fortemente produtoras de fosfolipa-
se. Estes resultados sdo similares a literatura revisada. Es-
tudos anteriores tém demonstrado que 30 a 100% das ce-
pas de C. albicans sao secretoras de fosfolipase, com graus
variaveis de atividade % %%,

Shimizu® verificou que 100% das cepas de C. albicans de
seu estudo apresentavam atividade para fosfolipase. De
acordo com Penha et al.*®, em um estudo sobre Candida
spp. em pacientes desdentados totais, com e sem estomati-
te protética, a producao enzimética de fosfolipase esteve
presente em 83,3% das amostras isoladas, sendo que
36,6% mostraram-se altamente produtivas. Candido et al.?,
avaliando a enzimotipagem de Candida isoladas da muco-
sa oral, observaram que 71,9% das cepas de C. albicans
apresentaram atividade de fosfolipase. No estudo de Sou-
za et al.’! este percentual atingiu 73,3% e Maffei' verificou
que 51,1% das cepas estudadas apresentavam esta enzi-
ma. A diversidade de resultados obtidos nos estudos que
antecedem ao nosso podem ser explicados pela variedade
das amostragens.

A candidiase oral é uma infeccdo fungica emergente, a
qual merece atencao no sentido de se reduzir as taxas de
infeccdes, acelerar o diagnéstico e instituir a terapéutica
correta. Para a adocao destas medidas é imprescindivel o
conhecimento da epidemiologia desta micose, bem como
dos fatores predisponentes do hospedeiro.
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Doencas sexualmente transmissiveis em mulheres
profissionais do sexo, Umuarama, Estado do Parana*

Sexually transmitted diseases in female sex workers in Umuarama, Parana State

Nelton Anderson Bespalez Correa’; Francisco H. Matumoto® &
Maria Valdrinez Campana Lonardoni®

RESUMO - Este estudo teve por objetivo estimar a freqiiéncia de DSTs e AIDS entre mulheres profissionais do sexo de Umuarama-\

Parana e estudar as varidveis socioeconémicas e os fatores de risco para DSTs. O estudo foi descritivo e analitico com 75 profissionais
do sexo em seus locais de trabalho, na cidade de Umuarama, Parand, de outubro e dezembro de 2003. Foi aplicado um questiondrio
estruturado e coletadas 75 amostras de sangue para a pesquisa de HIV, sifilis e AgHBs, além de 52 amostras de secrecao vaginal pa-
ra a pesquisa de Candida sp, Trichomonas sp e Gardnerella vaginalis. Uso de preservativos em todas as relacoes sexuais foi relatado
por 61,3% das profissionais do sexo, uso de alcool por 94,7% e de tabaco por 66,7%, sendo que 16% consumiam a associacao taba-
co/maconha/cocaina. A escolaridade e a renda estavam associadas com a presenca de DSTs. A prevaléncia de sifilis, HBsAg e anti-
HIV foi de 2,7% cada, a de candidiase foi 23,1%, de vaginose 15,4% e de trichomoniase 3,9%. Os resultados apontam a necessidade
de intervencao para reduzir a transmissao dessas DSTs, para garantir o acesso aos servicos publicos de satude e de acoes para a dis-
seminacao de informacoes entre as mulheres profissionais do sexo.

\PALAVRAS-CHAVE - Prostituicao; doencas sexualmente transmissiveis; mulheres profissionais do sexo. /

ad of information among female sex workers.

KEYWORDS - Prostitution; sexually transmitted diseases; sex workers women. /

/'SUMMARY - The aim of present study was to investigate the frequency of Sexually Transmitted Diseases (STD) and Acquired Immu-\
ne Deficiency Syndrome (AIDS) in female sex workers from Umuarama, Parand State, and the risk factors for Sexually Transmitted
Diseases. The descriptive and analytic study included 75 sex workers in their work places, from October to December 2003. A struc-
tured questionnaire was applied, and 75 blood samples was collected for HIV, syphilis and AgHBs research. Fifty two samples of va-
ginal secretion was obtained for the search of Candida spp, Trichomonas spp and Gardnerella vaginalis. The use of Condom in all se-
xual intercourse, alcohol, tobacco and tobaco/maconha/cocaina was related by 61.3%, 94.7%, 66.7% and 16.0% of the sex workers,
respectively. The education and the income were associated with the presence of DSTs. The prevalence of syphilis, AGHBs and anti-
HIV was 2.7% for each one, candidiasis 23.1%, bacterial vaginose 15.4% and trichomaniasis 3.9%. The results point to the need to in-
tervention for reducing the transmission of these DSTs and assure the access to the public health services, besides actions for the spre-

INTRODUCAO

As doencas sexualmente transmissiveis (DSTs) sao im-
portante problema de satide publica nao somente pe-
la morbidade da doenca aguda, mas também porque delas
resultam importantes sequelas, como a facilitacao da trans-
missdo do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (WHO,
2003), além de conseqiiéncias sociais e economicas pois
afetam as classes menos favorecidas da populacao. Mais
de 340 milhoes de pessoas contraem DSTs curdveis a cada
ano no mundo e as mulheres apresentam maior vulnerabi-
lidade a estas infeccoes (Kettler et al, 2004). No Brasil, o
Ministério da Satude considera que ocorrem cerca de 12
milhoes de novos casos ao ano (Ministério da Satude, 2006).
A prostituicao feminina € um dos oficios mais remotos, mas
ainda hoje estas mulheres sofrem discriminacao e tem difi-
culdades de acesso aos sistemas de satde e educacao (Mi-
nistério da Satide, 2002), o que as torna especialmente vul-
neravel as DSTs (Jackson et al, 1992; Rahman et al, 2000;
Passos & Figueiredo, 2004).

Considera-se que as profissionais do sexo sao mais susce-
tiveis as infecgdes por patégenos transmitidos sexualmen-
te do que a populagao em geral, devido ao maior ntimero
de parceiros, ao nao uso de preservativos (Passos & Figuei-
redo, 2004) e também a fatores como o baixo nivel de co-
nhecimento sobre as DSTs. Na Italia Trani et al, 2006, mos-
traram que embora a maioria das profissionais do sexo co-
nhecesse a AIDS e a sifilis, o seu conhecimento sobre ou-
tras DST era insatisfatério. Ja no Brasil, Fernandes et al,

2000, observaram que entre um grupo de mulheres atendi-
das na rede basica de satide de Campina, Sao Paulo, 18%
afirmaram nada saber a respeito da transmissao das DSTs.
A falta de conhecimentos é agravada pelo fato de que as
DST sao geralmente assintomaticas e, com freqtiéncia,
mesmo quando ocorrem sintomas dessas doencas, estes
podem nao despertar suspeitas. Dessa forma, aqueles que
estdo infectados podem inadvertidamente disseminaras
doencas por nao saberem de sua condicao. Estes dados sao
preocupantes porque as DSTs sdo responsdveis por proble-
mas relacionados a diminuicao da fertilidade entre homens
e mulheres e neoplasias do colo do utero, vagina, vulva e
pénis (Fernandes et al, 2000).

Se as mulheres com DSTs sofrem com o estigma moral e so-
cial que, muitas vezes, pode afastéd-las de seu meio, dificul-
tar o acesso aos servicos de salude, tanto mais, as mulheres
profissionais do sexo, se sentem a margem da sociedade e
tem dificuldades em buscar orientacdes e atencdo a sua
saude. O conhecimento da realidade destas mulheres é im-
portante para orientar as agoes em saude e por isso, este
estudo teve por objetivo estimar a freqiiéncia das princi-
pais DSTs e AIDS entre mulheres profissionais do sexo de
Umuarama-Parana, estudar os dados socioeconémicos e os
fatores de risco em relacao as DSTs nesta populacao.

METODOLOGIA

Desenvolveu-se estudo epidemiolégico descritivo e analiti-
co no periodo de outubro a dezembro de 2003, na cidade
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de Umuarama, Estado do Parana. Para a coleta dos dados,
utilizou-se como referéncia a Organizacao Nao Governa-
mental (ONG) Grupo Uniao pela Vida, que possui experi-
éncia na area de educacao e de prevencao de doencas se-
xualmente transmissiveis e tem acesso as profissionais do
sexo da cidade. Dados epidemiolégicos de populagao com
esse perfil se tornam um desafio, pois o servi¢go publico nao
dispde de um banco de dados com informacoes especificas
e as ONGs sao uma opc¢ao para a busca de dados para o
desenvolvimento de estudos epidemiolégicos observacio-
nais. Na primeira fase os pesquisadores visitaram os esta-
belecimentos e os pontos de prostituicao feminina junta-
mente com membros da ONG, apresentando as mulheres
os objetivos do projeto, prestando esclarecimentos e orien-
tacoes. Na segunda fase, para as que concordaram em par-
ticipar forneceu-se o termo de consentimento livre e escla-
recido, com a garantia de sigilo e anonimato das infor-
macées, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Instituicao, conforme a resolucao 196/96 do Conselho Na-
cional de Saude. A seguir, desenvolveu-se a entrevista com
aplicacao de um formuldrio estruturado e procedeu-se a
coleta de material biol6gico para a realizacao de exames
laboratoriais para doencas essencialmente transmitidas pe-
lo contdgio sexual, como a sifilis e a gonorréia e doencas
freqiientemente transmitidas desse modo, como a candidi-
ase, a trichomoniase, hepatite B e HIV; também foi pesqui-
sada a ocorréncia de vaginose bacteriana por Gardnerella
vaginalis, considerando a sua classificagd@o etiologica, en-
tre as doencas bacterianas que podem ser transmitidas se-
xualmente (Azulay & Azulay, 2004). As variaveis estudadas
foram: o nivel de escolaridade, o tempo de servico, a idade
na primeira relacao sexual, a utilizacao de drogas licitas
(dlcool e tabaco) ou nao (maconha, cocaina, crack), nime-
ro de parceiros por semana e renda.

Foram contatadas 81 profissionais do sexo que atuavam em
onze bares e trés boates, sendo que uma recusou-se parti-
cipar, alegando vergonha e cinco nao apresentavam docu-
mentos de identificacao pessoal. Em 75 mulheres foi reali-
zada a coleta de sangue para a pesquisa de HIV, HBsAg e
sifilis. Somente 52 delas concordaram em realizar a coleta
de amostras de secrecao vaginal para a pesquisa de tricho-
moniase, candidiase e vaginose bacteriana.

Os procedimentos para a entrevista e a coleta do material
biolégico foram feitos no préprio local de trabalho das mu-
lheres, em ambiente reservado e apos foram repassadas in-
formacdes sobre os métodos recomendados para a pre-
vencao, bem como a orientacao sobre os aspectos clinicos e
do tratamento, com vistas a melhoria da qualidade de vida.
A pesquisa de anticorpos para os tipos 1 e 2 do HIV, foi re-
alizada pelo método de microenzimaimunoensaio (MEIA -
Axsym-Abbott). Os casos positivos foram submetidos ao
teste de imunofluorescéncia indireta e/ou Western Blot-
ting, conforme a portaria 59 de 28 de janeiro de 2003 do
Ministério da Satude. O diagnéstico sorolégico de sifilis foi
realizado pelo método de floculacdo (VDRL, Laborclin) e os
resultados positivos foram confirmados pelo método de
Imunofluorescéncia indireta - FTA-Abs (BioMérieux). A
pesquisa do antigeno de superficie (AgHBs) para o diag-
nostico laboratorial de hepatite B foi realizada pelo teste de
microenzimaimunoensaio (MEIA - Axsym-Abbott) e os ca-
sos positivos foram repetidos pela mesma técnica e confir-
mados pelo teste de enzimaimunoensaio Orgenics (Israel).
A presenca de Trichomonas sp, leveduras e Gardnerella va-
ginalis foi indicada pelo exame de secrecao vaginal pelo
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método a fresco e bacterioscopia (coloracao de Gram). A va-
ginose bacteriana foi considerada quando foram atendidos
pelo menos trés dos seguintes critérios: presenca de células
alvo (clue-cells), pH vaginal >4,5, odor espontaneo de amina
ou ap6s adicao de KOH a 10% ao fluido vaginal e corrimen-
to leitoso e homogéneo. A presenca de leveduras foi confir-
mada por cultura de material de secrecao vaginal em meio
de Sabouraud e identificadas ao nivel de género e espécie
(Morse et al, 1997). Todos os resultados foram encaminhados
para o Servico Publico Municipal de Satiide de Umuarama
(Coordenacao Municipal de DST/AIDS) para posterior
acompanhamento e tratamento, quando necessario.

Para a analise estatistica utilizou-se o teste exato de Fisher bi-
lateral e as associa¢oes foram avaliadas ao nivel de 5% de sig-
nificancia. Foi usado o programa Statistica versao 6.0 (Statsoft).

RESULTADOS

Para a execucao desta pesquisa foram visitados 11 bares e
trés boates, sendo incluidas no estudo 75 profissionais do
sexo. A idade variou entre 18 e 54 anos (idade média de 28
anos), 68,0% eram solteiras e 55,0% nao tinham filhos, en-
tretanto 10,0% delas tinham trés ou mais filhos. Detectou-
se o uso de preservativos masculino pelo parceiro, em to-
das as relacoes sexuais, por 61,4% das profissionais do se-
x0, enquanto 39,6% deixavam de usar em algumas re-
lacoes sexuais, por confianca no parceiro. O uso de bebidas
alcoolicas foi observado em 94,7% das profissionais do se-
x0 e o motivo alegado pela maioria delas estava relaciona-
do a falta de perspectivas em relacao a vida, a situacao que
elas julgavam se encontrar frente a sociedade e a busca de
audacia para exercer o trabalho.

Das 75 profissionais do sexo, 50 (67,0%) eram usudrias de
algum tipo de droga, licita ou nao, das quais 64,0% (32)
consumiam somente tabaco e 36,0% faziam uso de outras
drogas em associacao com o tabaco, sendo a maior fre-
qiiéncia (16,0%) para as que consumiam tabaco-cocaina-
maconha. (Tabela 1). Nao houve associacao entre a ocor-
réncia de DSTs e o uso de drogas licitas (dlcool e tabaco)
(p=1,00) ou de drogas ilicitas (maconha e cocaina) (p=0,89).
A andlise da tabela 2 permite observar que 50,6% (38) das
mulheres tinham menos de oito anos de escolaridade, ha-
vendo uma associacdao entre o nivel de escolaridade e a
ocorréncia de DSTs (p=0,006). Embora a maioria das entre-
vistadas estivesse trabalhando a mais de um ano (62,6%),
ndo houve associacao entre tempo em servico e a ocorréncia
de DSTs (p=0,32). Da mesma forma, a idade na primeira re-
lacao sexual (p=0,62) e o nimero de parceiros por semana
(p=0,20) nédo foram associados com a ocorréncia de DSTs. A
maioria das profissionais do sexo (65,3%) tinha rendimentos
de até 400 dolares (cerca de R$1.200,00) havendo associagdo
entre a baixa renda e a ocorréncia de DSTs (p=0,05).

Entre as 75 mulheres nas quais foi possivel a realizacao de
exames sorolégicos, observou-se que 24 (32,0%) apresenta-
vam alguma das DSTs estudadas, sendo que 2 (2,7%) foram
positivas para HIV, 2 (2,7 %) para sifilis e 2 (2,7 %) para hepa-
tite B (Tabela 3). Entre as 52 amostras de secrecao vaginal, 2
(3,8%) foram positivas para trichomoniase e 12 para candidi-
ase (23,1%). Vaginose bacteriana foi diagnosticada em 8
(15,4%) mulheres. Uma das mulheres tinha sorologia positi-
va para o AgHBs e também candidiase, outra apresentava a
associacdo sifilis, candidiase, trichomoniase e uma terceira ti-
nha infeccao por Candida sp. e vaginose bacteriana.
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TABELA |
Tipo de drogas e suas associacoes utilizadas por mul-
heres profissionais do sexo, de outubro a dezembro de
2003, no municipio de Umuarama, Estado do Parana.

Tipo de droga N° de usuéarias %
Cigarro 32 64
Cigarro+Maconha 4 8
Cigarro+Cocaina 3 6
Cigarro+Crack 2 4
Cigarro+Cocaina+Maconha 8 16
Cigarro+ Cocaina+Crack 1 2
Total 50 100
TABELA 11

Ocorréncia de DSTs/AIDS e nivel de escolaridade, tempo
de servico, idade da primeira relacdo sexual, uso de dro-
gas, numero de parceiros e renda no trabalho, entre 75
mulheres profissionais do sexo, de outubro a dezembro
de 2003, no municipio de Umuarama, Estado do Parana.

. o Presenca de DST/AIDS
Categorias e variaveis Total p*

Sim Nao

Nivel de escolaridade

Menos de 8 anos 18 20 38 0,006
8 anos ou mais 06 31 37

Tempo em servigo
Menos de 8 anos 1" 17 28 0,32
8 anos ou mais 13 34 47

Idade na primeira relagéo sexual

De 11 a 15 anos 15 28 43 0,62
Mais de 15 anos 09 23 32
Uso de drogas
Sim 16 34 50 1,00
Nao 08 17 25
Numero de parceiros por semana
Até 8 parceiros 13 36 49 0,20
Mais de 8 parceiros 1 15 26
Renda do trabalho
Até 400 dolares 23 39 49 0,05
Mais de 400 délares 01 12 26
Total 24 51 75
p*: teste exato de Fisher.
TABELA I11

Freqiiéncia de DSTs entre mulheres profissionais do sexo,
no periodo de outubro a dezembro de 2003, no municipio
de Umuarama, Estado do Parana.

DST N°/total %

HIV 2/75 2,7
Sifilis 2/75 2,7
AgHBs 2/75 2,7
Trichomoniase 2/52 3,8
Candidiase 12/52 23,1
Vaginose bacteriana 8/52 15,4
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DISCUSSAO

Nesta investigacao foram estudadas profissionais do sexo
feminino na faixa etdria de 18 a 54 anos da cidade de Umu-
arama, Estado do Parand. Os pesquisadores, orientados por
uma ONG, procuraram visitar todos os locais de trabalho
do grupo estudado e foram feitos esforcos adicionais no
sentido de identificar todos os estabelecimentos onde tra-
balhavam profissionais do sexo.

Os achados mostraram que o numero de mulheres que uti-
lizam preservativos (61,3%) nao diferiu daquele encontra-
do por Paiva et al, 2002, entre a populacao feminina em ge-
ral (63%). Por outro lado, também existem estudos, como o
conduzido por Camejo et al, 2003, na Venezuela, mostran-
do graus ainda menores (42,7%) de adesdo ao uso de pre-
servativos entre trabalhadoras do sexo. Isso indica que as
profissionais do sexo nao adotam medidas de prevencao
mais consistentes que outras mulheres. Silveira et al, 2005,
encontraram, entre a populacao feminina da cidade de Pe-
lotas, RS, Brasil, que 28% das mulheres estudadas relata-
ram o uso de preservativo na ultima relacao sexual e que o
grupo mais vulneravel a DST/AIDS, devido ao nao uso de
preservativo, era o de mulheres brancas, adultas em unioes
estdveis e com menos parceiros sexuais. Segundo Jiménez
et al, 2001, o principal fator preditivo para o nao uso de
preservativo € a existéncia de um parceiro fixo. O envolvi-
mento afetivo e o grau de confianca podem levar este gru-
po de mulheres a valorizar menos as medidas de pre-
vencao. A busca de afetividade nos relacionamentos, seja
com o companheiro, namorado ou cliente fixo foi mencio-
nada por Simon et al, 2002, como entre as contradi¢oes que
agem como possiveis fatores impeditivos para adocao de
comportamentos preventivos consistentes.

O alto consumo de alcool entre as profissionais do sexo
chamou a atencao (94,7%) e isso pode estar relacionado a
inimeros fatores, destacando-se o mencionado por elas
proprias, como a necessidade de estimular o consumo de
alcool pelo cliente, como uma forma de obter maiores lu-
cros para elas ou para seus agenciadores. Simon et dal,
2002, observaram que, dentre 13 profissionais do sexo in-
vestigadas em Ribeirao Preto, Sdo Paulo, 12 usavam alco-
ol, alegando a mesma necessidade de induzir o parceiro a
consumir mais. Embora Pechansky et al, 2005, nao tenham
observado associacao entre uso eventual de drogas e a so-
ropositividade para HIV entre prostitutas, Passos & Figuei-
redo, 2004, encontraram na exposicdo a bebidas alcodlicas
o fator de risco para DSTs mais frequente entre prostitutas.
O consumo de alcool também tem sido referido como asso-
ciado a sintomas depressivos (Schreiner et al, 2004).

Além do alcool, outras drogas licitas ou nédo, fazem parte da
vida das profissionais do sexo. Dentre estas destacam-se o
tabaco, consumido por 64% delas e a associacao tabaco-
maconha-cocaina, usada por 16%. Tran et al, 2005, obser-
varam que no Vietnam 38% das mulheres profissionais do
sexo usavam drogas, das quais 32% drogas injetaveis. Des-
taca-se o estudo realizado por Lopes et al, 2001, que en-
controu que 60,1% de mulheres presididarias em Sao Paulo,
Brasil, faziam uso de maconha, 36% de crack e 86% de ta-
baco. Por outro lado, Simon et al, 2002, observaram que as
profissionais do sexo consideram o controle no uso de alco-
ol e de outras substancias psicoativas um aspecto funda-
mental para o seu trabalho. Neste estudo, chamou a
atencao o consumo de cigarro em associacao com outras
drogas ilicitas, que alcancou 36% das mulheres.

A educacao é outra variavel de relevancia, havendo uma
proporcao maior de profissionais do sexo que tinham DSTs
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entre aquelas com menor nivel de escolaridade, indicando
que o grau de instrucdo € importante para a maior consci-
entizacao sobre essas doencas, formas de transmissao e
prevencao. Dados semelhantes foram observados Camejo
et al, 2003, que detectaram associacao entre o baixo nivel
educacional e a ocorréncia de DSTs. Por outro lado, estudo
realizado por Carret et al, 2004, em Pelotas, RS, Brasil,
mostrou que mesmo entre a populacao em geral a escola-
ridade teve uma associacao inversa com sintomas de DST,
sendo que as pessoas com um a quatro anos de escolarida-
de apresentaram 50% mais sintomas de DST do que aque-
las com 12 anos ou mais. Sao também relevantes os dados
de Bastos & Szwarcwald, 2000, mostrando que no Brasil in-
cidéncia da AIDS em mulheres foi 53% maior entre aque-
las com menor escolaridade. O nivel educacional pode es-
tar relacionado a um melhor entendimento das medidas de
prevencao e uma maior capacidade de colocd-las em pra-
tica, como observado por Fornasa et al, 2005, na Itélia, que
encontraram que o uso de preservativos foi maior entre as
profissionais do sexo com maior nivel educacional, mos-
trando que a adocao de medidas preventiva esta associada
ao maior nivel educacional.

Neste estudo observou-se uma menor ocorréncia de DSTs
entre as profissionais com maiores rendimentos financei-
ros. Por outro lado, nédo se detectou associagao entre o tem-
po em servico, o nimero de parceiros por semana, a idade
da primeira relagdo sexual e a ocorréncia de DSTs. A ida-
de na primeira relacao sexual foi semelhante a encontrada
por Camejo et al, 2003, em estudo com profissionais do se-
xo realizado na Venezuela.

No presente estudo observou-se que 32% das profissionais
do sexo apresentavam alguma das DSTs estudadas, en-
quanto na india, Desai et al, 2003, detectaram que 47,5%
de profissionais do sexo estudadas apresentavam testes la-
boratoriais para DSTs, excluidos aqueles para HIV, positi-
vos. Embora estes dados nao se prestem a fazer inferéncias
para o estado do Parand ou para o pais como um todo, per-
mitem estabelecer estimativas da sua elevada freqiiéncia e,
tal como outros estudos ja realizados no pais (Carret et al,
2004; Passos & Figueiredo, 2004; Taquette et al, 2004; Co-
des et al, 2006; Jiménez et al, 2001), confirmam que as DSTs
sdo um importante problema de satde publica no Brasil.
No Brasil em 1995, um estudo com 600 trabalhadoras do
sexo, realizado nas cidades de Santos, Campinas e Sao
Paulo, apontou 11% de infeccao pelo HIV (Lurie et al,
1995), um indice alto em relacao aos encontrados no pre-
sente estudo (2,66%). Por outro lado, Montano et al, 2005,
detectou uma prevaléncia de 1,2% de infeccao por HIV en-
tre mulheres trabalhadoras do sexo num estudo envolven-
do nove paises da América do Sul. Em algumas regides do
mundo, a prevaléncia da infeccdo pelo HIV é muito eleva-
da, como em KwaZulu-Natal, Africa do Sul, que alcancou
50,3% (Ramjee et al, 1998), ou na india onde foi detectada
em 43,2% das trabalhadoras do sexo (Desai et al, 2003). Em
Papua Nova Guiné (Mgonr et al, 2002), entre 407 trabalha-
doras do sexo de cidades portuarias a prevaléncia foi de
10% para HIV, destacando-se que 85% delas relataram
nao usar preservativo em todas as relagoes sexuais e por
motivos semelhantes aos citados no presente trabalho, co-
mo o pedido do parceiro, a confianca no cliente e o uso de
dlcool. Por outro lado, estudos realizados no Japao (Miya-
zaki et al, 2002) e em Lima (Trujillo et al, 1999), Peru, com
a mesma populacao alvo, nao detectaram nenhum caso de
HIV positivo, enquanto na Austrdlia, O'Connor et al, 1996,
apontaram apenas 0,46% de casos de HIV.

A positividade para sifilis (2,7%) foi inferior a encontrada
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em outros estudos realizados no Brasil, como os de Lurie et
al, 1995, que assinalaram 45% de casos de sifilis, e de Co-
des et al, 2006, que na periferia de Salvador-Bahia, encon-
traram na populacao feminina 5,1% de positividade para
sifilis. Com a mesma populacao alvo, em Lima no Peru,
Trujilo et al, 1999, encontraram 3,1% de casos positivos pa-
ra sifilis e Uribe et al, 1997, na cidade do México observa-
ram uma prevaléncia de 6,4%. Indices muito superiores
forma observados na Australia (10%) (O'Connors et al,
1996) e na India (22,7%) (Desai et al, 2003). Estes dados in-
dicam que embora as medidas preventivas sejam univer-
sais, as caracteristicas de cada pais, regido ou cidade de-
vem ser conhecidas e analisadas, para que medidas de
controle efetivas possam ser adotadas.

Neste trabalho a positividade de AgHBs (2,7%) foi superior
a encontrada por Bertolini, 2002, no Estado do Parand, em
estudo de prevaléncia realizado com gestantes. Embora os
dados deste trabalho mostrem percentuais inferiores aos ob-
tidos por Tanaka, 2000, que estimou a prevaléncia nacional
desta doenca em 7,9%, eles indicam que as profissionais do
sexo aqui avaliadas estao expostas ao virus da hepatite B e
que medidas especificas para o diagnostico e a prevencao
devam ser consideradas. Entre outros estudos realizados
com profissionais do sexo, os dados deste trabalho contras-
tam com os obtidos por Lurie et al, 1995, no Brasil, que en-
contraram 39% de positividade para hepatite B. Entretanto
nao difere significativamente dos estudos realizados por Ca-
mejo et al, 2003, na Venezuela que encontraram positivida-
de de 3,8% para o AgHBs, embora no Japao Miyazaki et al,
2002, nao encontraram nenhum caso de AgHBs.

Nesta investigacao foi observada uma positividade de
23,1% para candidiase, 15,4% para vaginose bacteriana e
3,8% para trichomoniase. Em pacientes ambulatoriais
Adad et al, 2001, encontraram resultados semelhantes com
prevaléncias para candidiase de 22,5%, Gardnerella vagi-
nalis 15,9% e trichomoniase 3,4%. Entre trabalhadoras do
sexo de cidades portudrias, na Papua Nova Guiné (Mgonr
et al, 2002), foi encontrada prevaléncia de 33% para tricho-
moniase. Ainda entre profissionais do sexo, na Africa do
Sul foram encontradas prevaléncias de 40,6% para Candi-
da albicans, 71% para vaginose bacteriana e de 41,3% pa-
ra trichomoniase (Ramjee et al, 1998). A ocorréncia de va-
ginoses bacteriana entre as profissionais do sexo investiga-
das foi semelhante a da populacao em geral, como obser-
vado no estudo realizado por Simodes-Barbosa et al, 2002,
que encontraram 33% de casos entre mulheres atendidas
num Centro de Saude em Brasilia, DF, mas foi inferior a de
outros estudos conduzidos com profissionais do sexo, como
o de Giraldo et al (2005), que encontrou 41,5% casos de va-
ginose entre profissionais do sexo.

Durante a execugao desta investigacao foi observado que
muitas das profissionais do sexo faziam uso diario de ducha
higiénica como medida preventiva para DSTs. Essa pratica
estd inserida na sua rotina didria, embasada em crencas
populares fortemente arraigadas e de dificil mudanca. Em-
bora Giraldo et al, 2005, nao tenham encontrado asso-
ciacao entre o uso de ducha higiénicas e disturbios da flo-
ra vaginal, esse hébito poderia alterar as condigoes fisiol6-
gicas do trato genital feminino levando a mudancas na mi-
crobiota vaginal de modo que favoreca a ocorréncia de de-
terminadas DSTs. Por outro lado o uso de ducha higiénica
pode também mascarar o diagnéstico laboratorial, dificul-
tando a identificacao de microrganismos cuja detecgao de-
penda do cultivo ou da pesquisa direta.

Os dados obtidos neste estudo indicam a necessidade de
intervencao para reduzir a transmissao das DSTs e garan-
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tir as profissionais do sexo o acesso aos servicos publicos
de saude e as informacoes sobre a prevencdao. Os progra-
mas de educacao e prevencao de DSTs para esse grupo so-
cial devem levar em conta a percepcao de risco destas mu-
lheres e o seu grau de entendimento, pois a importancia do
cuidado que elas conferem a proépria saide e que medidas
tomam para preserva-la, dependem quase que exclusiva-
mente de padrdes socioecondmicos, hdbitos e crencas rela-
cionadas com a cultura das profissionais do sexo. Também
€ necessdrio criar espacos para a discussdo e reflexao, de
modo a clarificar as crencas e concepcoes que ainda fazem
parte do imagindrio social desse segmento sobre as
DSTs/AIDS (Simon et al, 2002), especialmente nos envolvi-
mentos afetivos que sao percebidos como relacionamentos
seguros, dispensando a negociacao de praticas preventi-
vas. Por outro lado, é necessario que os profissionais de
saude recebam um treinamento adequado para o contato
com essa populacao, buscando conhecer o seu comporta-
mento, tomando ciéncia da sua maneira de agir, sentir,
pensar e do contexto onde se insere esse grupo social.
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Cancer do colo do utero: influéncia da adequacao da
amostra cervical no resultado do exame citopatologico*

Uterus cancer: influence of the suitability of the cervical sample on the result citopatoldgic test
Nair Pereira Dean Ramos’; Joaquina de Araujo Amorim? & Carlos Eduardo de Queiroz Lima®

ﬁ?ESUMO - O exame citopatolégico é o método mais usado para rastrear o cancer do colo do utero. Sua qualidade depende da amos-
tra cervical coletada. Visando a contribuir com a otimizacao do laudo citopatolégico, observou-se a influéncia da adequacao da amos-
tra cervical em 3.931 laudos, com o intuito de diminuir a incidéncia de falso-negativos. O estudo foi documental, retrospectivo, com-
parativo e analitico. As amostras foram coletadas em mulheres atendidas nas Unidades Béasicas de Satide — Campina Grande-PB e en-
viadas ao Citolab (Laboratério de Citologia e Analises Clinicas Ltda.) no periodo de janeiro a dezembro de 2002. Os dados obtidos fo-
ram agrupados e avaliados de acordo com variaveis relacionadas as informacoes contidas nas requisi¢oes e respectivos laudos citopa-
tolégicos. Os resultados permitiram detectar que a maioria dos casos positivos foram encontrados nas amostras satisfatérias. Mostran-
do assim, que a adequacao da amostra cervical influencia no resultado do laudo citopatolégico, que a Unidade de Saude “E" teve o
maior nimero de amostras satisfatorias e de casos positivos, e que a Unidade “D" coletou o maior nimero de amostras satisfatorias

mas limitadas.

PALAVRAS-CHAVE - Cancer do colo do ttero, Amostra Cervical, Adequacao, Citopatolégico. /

/SUMMARY - The citopatologic test is the most used method to detect uterus cancer. Its quality depends on the quality of the collec-
ted cervical sample. Aiming to contribute to the optimization of the quality of citopatologic brief, the influence of the adaptation of
cervical sample in 3.931 briefs was observed, with the objective of reducing the incidence of false-negatives. The study was documen-
tal, retrospective, comparative and anallytic. The samples were collected from women assisted at the Helth Basic Units — Campina
Grande — PB and sent to Citolab (Laboratério de Citologia e Andlises Clinicas Ltda.) from January to December 2002. The obtained
data were gathered and evaluated according to variables related to information contained in requirements and respective citopatolo-
gic briefs. The results allowed to detect that most of the positive cases were found in the satisfactory samples. Showing, thus, that the
suiting of the cervical sample has an influence on the result of the citopatologic brief; that the Health Unit “E” had the largest num-
ber of satisfactory samples and positive cases, and that Unit “D" collected the largest number of satisfactory but limited samples.

\KEYWORDS - Uterus cancer, Cervical Sample, Suiting, Citopatologic. /

INTRODUGAO

mbora o Brasil tenha sido um dos primeiros paises do

mundo a introduzir a citologia de Papanicolaou para a
deteccédo precoce do cancer de colo de tutero, esta doenca
persiste em ser um sério problema de satde publica, uma
vez que este tipo de cancer ocupa o 3° lugar em incidéncia
e o quarto em mortalidade em todo o Brasil®.
O céncer do colo do ttero se desenvolve a partir de transfor-
macoes intra-epiteliais nao malignas progressivas que po-
dem evoluir para uma lesdo invasora, num periodo de 10 a
20 anos*. A evolucao dessa patologia, na maioria dos casos,
se da de forma lenta, passando por fases pré-clinicas detec-
taveis e curdveis’. O exame citopatolégico (Papanicolaou) é
o método mais adequado e usado para detectar as lesoes
precocemente e rastrear o cancer do colo do ttero. Executa-
do, periodicamente, é uma importante estratégia na reducao
das taxas de morbidade e mortalidade desta doenca’.
Apesar do exame citopatolégico ter uma sensibilidade e
especificidade em torno de 80% e ser o método mais utili-
zado, a quantidade de falso-negativos varia de 2 a 62%.
Esses 62% sao em decorréncia de erros na coleta de mate-
rial e 38% sdao atribuidos a erros de escrutinio ou de inter-
pretacdo do diagnoéstico®. Dentre os erros mais cometidos
na obtencao da amostra, o mais verificado é a auséncia de
componentes endocervicais e da zona de transformacao,
juncao escamo-colunar (JEC). Nesses locais, ocorrem a

maioria dos canceres cervicais''. Por isso, a coleta que nao
atinge a juncao escamo-colunar (JEC) e endocérvice, dimi-
nui as chances de se detectarem as lesdes precursoras e o
cancer cervical. Outras causas também podem interferir na
adequacao da amostra como: sangue e polimorfonucleares
em excesso, dessecamento, areas espessas, entre outros*.
Visando a corroborar com a otimizacao da qualidade do
laudo citopatoldgico, realizou-se o levantamento de 3.931
requisicoes e respectivos laudos citopatolégicos, de mulhe-
res submetidas ao exame pelas Unidades Bésicas de Sau-
de, de Campina Grande-PB, no periodo de janeiro a de-
zembro de 2002 e enviadas ao Citolab (Laboratério de Ci-
tologia e Analises Clinicas Ltda.), com o intuito de observar
a adequacao da amostra cervical coletada por essas Unida-
des; correlacionar a adequacao da amostra cervical com os
casos positivos (Atipias de Significado Indeterminado em
Células Escamosas — ASC-US e ASC-H, Atipias de Signifi-
cado Indeterminado em Células Glandulares - AGUS, Ne-
oplasia Intraepitelial Cervical - NICs I, II, III/Ca in situ,
Carcinoma e Papilomavirus humano - HPV) e verificar se a
adequacao da amostra cervical influencia no resultado do
exame citopatolégico.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi do tipo documental, retrospectivo, comparati-
vo e analitico.

Recebido em
Aprovado em
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A populacao estudada foi composta por 15.000 mulheres
atendidas pelo Sistema Unico de Satde, que se submete-
ram ao exame citopatolégico do colo do utero, durante o
ano de 2002, em dez Unidades Béasicas de Saude de Cam-
pina Grande-PB e enviadas ao Citolab (Laboratério de Ci-
tologia de Analises Clinicas).

A amostra foi composta por 3.931 requisi¢coes e seus res-
pectivos laudos citopatolégicos. Dessas, 17 foram conside-
radas insatisfatorias para a avaliacdo citolégica. Estudou-
se, entao, 3.914 requisicoes e seus respectivos laudos, com
o nivel de confianca de 95% e erro permitido de 1,55% pa-
ra mais ou para menos.

Os dados foram agrupados sob a forma de quadros, tabe-
las e graficos, empregando-se o Programa Estatistico SPSS
13.0 (Statistical Package for Social Ciences- for Windows)
e a Planilha eletrénica Excel e foram avaliados de acordo
com as variaveis: idade, escolaridade, dados da anamnese,
dados do exame clinico, adequabilidade da amostra cervi-
cal e laudo citopatolégico (Segundo os critérios adotados
pelo Ministério da Saide em 2002).

Como instrumento de pesquisa foram utilizados os formula-
rios fornecidos e padronizados pelo Ministério da Satude,
com campos para serem registrados dados de identificacao
pessoal e clinicos e no verso, o diagnéstico citolégico padro-
nizado, baseado nas classificacoes Richart e Bethesda 1991.
No tratamento estatistico, foram utilizados o Cruzamento e
aplicacao do teste qui-quadrado para verificacao da signi-
ficAncia ou ndo da correlacao entre a adequacédo da amos-
tra cervical e o resultado dos exames citopatolégicos; para
isso foram criadas as seguintes hipéteses:

HO: A adequacao da amostra cervical nao influencia no re-
sultado do exame citopatolégico.

H1: A adequacao da amostra cervical influencia no resul-
tado do exame citopatolégico.

Aplicou-se o teste qui-quadrado e encontrou-se p-valor < 0,05,
logo foi rejeitada HO e aceitou-se H1 ou seja a adequacao da
amostra influencia no resultado do exame citopatoldgico.

A Secretaria Municipal de Saide de Campina Grande au-
torizou o acesso as informacodes contidas nas requisicoes e
respectivos laudos, assinando o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido. Essa pesquisa foi aprovada pelo Comi-
té Etico em Pesquisa da UEPB em 30/11/2006.

RESULTADOS

Os dados coletados nas 3.914 requisicoes e respectivos lau-
dos, foram analisados quanto a faixa etdria das mulheres
estudadas, verificando-se que a maioria, 58,5%, tinham de
21 a 40 anos de idade.

Quanto ao nivel de escolaridade, observou-se que prevaleceu
o percentual (41,03%), de mulheres com o 1° grau incompleto.
Dentre as 3.914 requisicoes, apenas 596 continham a anam-
nese, observando-se que 91,28% usavam anticoncepcional.
Na inspecao do colo das 3.914 mulheres, percebeu-se que
55,98% tinham o colo normal e 28,97% o colo alterado.
Nas requisicoes estudadas, observou-se que o intervalo de
tempo da ultima coleta de material para o exame citopato-
l6gico na maioria das mulheres (21,60%) foi de 1 ano.

Dos laudos citopatolégicos analisados, verificou-se que a
flora microbiolégica das amostras cervicais eram constitui-
das por: 82,45%, de bacilos; 52,22%, de cocos; 27,64%, de
lactobacilos; 6,67%, de Gardnerella vaginalis; 5,0%, de
Candida spp; e 3,58%, de Trichomonas vaginalis.
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Foram analisados 3.931 laudos citopatolégicos quanto a
adequacao das amostras, dessas, 17 (0,43%) foram classifi-
cados como insatisfatorias para a avaliagao citologica; 2.944
(74,90%) satisfatorias e 970 (24,67 %) satisfatorias mas limi-
tadas. Dentre as amostras com limita¢oes 661 (16,81%), pre-
valeceu a auséncia de células endocervicais (Tabela 1).
Analisaram-se 3.914 laudos citopatol6gicos, os quais foram
classificados como: 90,90% com alteracoes reativas ou re-
parativas benignas; 0,87% dentro dos limites da normali-
dade e 8,23%, de casos positivos (ASC-US e ASC-H,
AGUS, NIC [, NIC II, NIC IlI/Ca in situ e HPV) (Tabela 2).
Correlacionando Unidades Béasicas de Satude, adequacéo da
amostra cervical e laudos citopatoldgicos positivos, verificou-
se que os casos positivos foram mais detectados nas amostras
satisfatérias com um percentual de 7,18%, que nas amostras
satisfatorias mas limitadas com apenas 1,05% (Tabela 3).
Analisando a adequacao da amostra cervical para o exame
citopatolégico em relacao as Unidades Bésicas de Satde,
observou-se que a Unidade “E", coletou o maior ntimero
(678) de amostras “satisfatérias” e a Unidade “D" a maioria
(321) das amostras “satisfatérias mas limitadas"” (Tabela 3).
Quanto a relacao entre os casos positivos e as Unidades
Bésicas de Saude, verificou-se que o maior percentual
(2,3%) de casos positivos foram detectados nas amostras
cervicais coletadas pela Unidade “E" (Tabela 3).

TABELA |
Distribuicao percentual das amostras cervicais para o
exame citopatolégico, estudadas segundo a sua adequa-
bilidade, de mulheres atendidas nas Unidades Basicas de
Saulde - Campina Grande - PB, 2002.

Adequabilidade do material

Satisfatorias

Satisfatérias mas limitadas por presenca de sangue
Satisfatorias mas limitadas por purulento

Satisfatérias mas limitadas por areas espessas
Satisfatérias mas limitadas por dessecamento
Satisfatérias mas limitadas por auséncia de células
endocervicais

Satisfatérias mas limitadas por outras causas
Insatisfatérias

TOTAL

TABELA Il
Distribuicdo percentual dos laudos citopatolégicos de
mulheres atendidas nas Unidades Basicas de Satde -
Campina Grande - PB, 2002.

Laudos n %
Dentro dos limites da Nomalidade 34 0,87
Alter. cels. Benignas 3.558 90,90
ASCUS 169 4,32
NIC | 29 0,74
NICI P/NIC Il 6 0,15
NIC Il 10 0,25
NIC I/ NIC 1l 1 0,03
NIC Il / Ca in situ 5 0,13
ASC-US, ASC-H/AGUS 24 0,61
NIC | C/ HPV 13 0,33
AGUS 55 1,40
NIC | C/ AGUS 1 0,03
NIC | C/ AGUS HPV 1 0,03
NIC Il C/ HPV 2 0,05
NIC Il C/ AGUS 3 0,08
NIC Il C/ AGUS 3 0,08
TOTAL 3.914 100
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TABELA llI
Distribuicdo percentual das amostras cervicais coletadas
em mulheres, atendidas nas Unidades Basicas de Saude,
segundo a adequacdo da amostra e laudos positivos por
Unidade Basica de Saude. Campina Grande, 2002.

Adequacgao da Amostra X Laudo Positivo

Bl:'\';ll?:?\gE[?E Satisfatoria SatiTif:qtigLaamas Insatisfatoria
SAUDE

N posit. % n posit. % total n % Total
Unidade A 193 15 0,38 40 4 010 233 1 002 234
Unidade B 328 31 0,79 111 8 0,20 439 9 0,23 448
Unidade C 284 29 0,74 67 8 020 351 1 0,02 352
Unidade D 443 25 0,64 321 5 0,13 764 5 0,14 769
Unidade E 678 90 23 116 12 0,31 794 0 0 79%
Unidade F 46 2 0,05 9 0 0 55 0 0 55
Unidade G 468 33 0,84 129 1 003 597 1 0,02 598
Unidade H 169 16 041 83 2 005 252 0 0 252
Unidade | 134 17 044 29 0 0 163 0 0 163
Unidade J 201 23 0,59 65 1 0,03 266 0 0 266
TOTAL 2944 281 7,8 970 41 1,05 3.914 17 0,43 3931

DISCUSSAO

O cancer do colo do ttero tem maior probabilidade de afe-
tar mulheres entre 30 e 40 anos de idade, principalmente
aquelas submetidas aos fatores de risco, dentre os quais:
baixo nivel de escolaridade e s6cio econdmico; uso prolon-
gado de contraceptivos orais; papilomavirus humano, entre
outros®. Nesse estudo, verificou-se que a maioria das mu-
lheres que se submeteram ao exame citopatolégico tinham
de 21 a 40 anos de idade (58,5%), mostrando dessa forma,
que estas mulheres estao sujeitas a esse fator de risco.
Alguns estudos na América Latina, desenvolvidos por Ro-
drigues Salvia', notificou que o risco de mulheres serem
acometidas por cancer cervical aumenta em relacao inver-
sa ao numero de anos estudados. O nivel de escolaridade
mais freqiiente nessa pesquisa foi o 1° grau incompleto em
41,03% das mulheres estudadas.

A pilula anticoncepcional e os hormoénios da gravidez pro-
movem hiperplasia polipéide e ectopia do epitélio colunar
endocervical, que estdo sujeitos aos fenémenos metapldsi-
cos, importantes no surgimento das modificacoes celulares
iniciais dos processos neopldsicos cervicais'. Observou-se
que, em apenas 596 requisicoes, foram informados os dados
da anamnese, e dessas 91,28%, usavam anticoncepcional.
O intervalo de tempo entre as coletas de amostras cervicais
para o exame citopatoldégico, neste estudo, para a maioria
das mulheres (21,6%), foi de um ano. Esta constatacao é
louvavel, pois, sabe-se que a eficicia do rastreamento do
cancer do colo do ttero, aumenta quando o intervalo entre
as coletas diminui. Nesta pesquisa, também, se observa
que 13,9% das mulheres estavam se submetendo ao exame
citopatolégico pela primeira vez. Essas mulheres estao mais
sujeitas ao risco de serem acometidas pelo cancer cervical
que as que se submetem ao rastreamento, anualmente.

As infeccoes locais, provocadas por agentes biolégicos co-
mo bacilos, Candidas sp. e Trichomonas vaginalis, podem
potencializar a acao do Papilomavirus humano (HPV), pro-
movendo condicbes ideais para que o virus se instale nas
camadas basais do epitélio escamoso do colo do tutero®.
Nesta pesquisa, muitos desses agentes biol6gicos estavam
presentes na flora vaginal, principalmente bacilos, em
82,45%, das mulheres estudadas.

Freitas et al* esclareceram que a juncao escamo-colunar
(JEC) é o local de encontro entre os epitélios escamoso e
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colunar. Chamou-se de zona de transformacao normal, a
qual assume um significado particular nos processos neo-
plésicos do colo do tutero; portanto, locais anatémicos onde
ocorre a maioria dos canceres cervicais'. A zona de trans-
formacao é constituida por células escamosas e endocervi-
cais. E nesse local onde ocorre o fenémeno de metaplasia,
estimulado pelo pH vaginal. Se essa metaplasia for motiva-
da pelo papilomavirus (HPV) resulta numa zona de trans-
formacao anormal, podendo iniciar-se o processo neoplasi-
co®. Por isso, a amostragem dos componentes endocervi-
cais e/ou metapldasicos é tdo importante. A auséncia desses
componentes diminui as chances de se detectarem as
les6es precursoras e o cancer do colo do ttero. Neste estu-
do, observou-se que 2.944 amostras estudadas (74,90%),
foram “satisfatérias”.

A amostra satisfatéria, mas limitada, pode néo conter da-
dos clinicos (idade, data da tultima menstruacao, infor-
macoes adicionais quando apropriadas); conter sangue; in-
flamacao; areas espessas; artefatos de dessecamento; com-
prometendo de 50 a 75% das células epiteliais; prejudican-
do, parcialmente, a interpretacao da amostra e auséncia de
componentes da zona de transformacao*. Dos laudos pes-
quisados, observou-se que 970 (24,67 %) tinham amostras
“satisfatorias mas limitadas”. Dentre essas, destacou-se a
auséncia de células endocervicais e/ou componente da zo-
na de transformacao, com 661 amostras (16,81%).

A amostra “insatisfatéria” indica que nado é adequada pa-
ra avaliacao citolégica e que uma nova coleta deve ser re-
alizada'®. O material ndao é confiavel para a deteccao de
anormalidades epiteliais cervicais. A escassez de compo-
nente epitelial escamoso, bem preservado e visualizado, is-
to é, menos de 10% da superficie da lamina; a auséncia de
identificacdao da usudria na lamina; lamina quebrada que
ndo possa ser reparada; ma fixacdo; sangue em demasia;
inflamacao; areas espessas em mais de 75% das células
epiteliais, impedindo a interpretacao da amostra, caracteri-
zam a sua inadequacao. Nesse estudo, foram encontradas
17 (0,43%) de amostras "insatisfatorias”. Para esses exa-
mes citopatolégicos, foram sugeridos repetir a coleta. Isto
quando ocorre, é incomodo para a mulher, visto que onera
o Sistema Unico de Sadde com gastos desnecessarios,
quando poderiam ser evitados com uma coleta adequada.
Embora o Brasil tenha sido um dos primeiros paises a intro-
duzir a citologia de Papanicolaou, para a detecgcao precoce
do cancer do colo do tutero, esta doenca persiste em ser um
sério problema de satide publica, uma vez que este tipo de
cancer ocupa o 3° lugar em incidéncia e o 4° em mortalida-
de em todo o Brasil®.

Para o Brasil, em 2006, esperava-se 19.260 novos casos de
cancer do colo do ttero, com um risco estimado de 20 ca-
sos para 100 mil mulheres. O Nordeste é o 2° mais inciden-
te, com 17 casos para 100 mil mulheres’. Na Paraiba, em
2005, foram encontrados 12 casos de adenocarcinomas; 59
carcinomas epidermoéides invasivos; 613 lesoes intra-epite-
liais de alto grau e 1.585 lesoes intra-epiteliais de baixo
grau”. Em Campina Grande, no ano de 2005, foram detec-
tados através do exame Papanicolaou: 188 lesoes intra-epi-
teliais de alto grau (incluindo céncer do colo do utero) e
1.277 lesoes intra-epiteliais de baixo grau (incluido HPV e
atipias de significado indeterminado)’.

Nos 3.914 laudos analisados, foram encontrados: 169 atipi-
as de significado indeterminado em células escamosas; 55
atipias de significado indeterminado em células glandula-
res; 24 atipias de significado indeterminado em células es-
camosas e em células glandulares; 50 NIC I; 16 NIC II; 8
NIC III/Ca in situ e em 16 dessas atipias citadas foram de-
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tectados efeitos citopaticos compativeis com HPV. Estudos
demonstram que cerca de 90% dos tumores malignos e
les6es precursoras do cancer do colo do Utero contém o ma-
terial genético de alguns tipos de papilomavirus humano
(HPV), reforcando o seu papel na inducao destas neoplasi-
as®. Estudo de coorte reconstituida demonstra que, entre
as mulheres com alta carga de HPV 16, o risco de evoluir
para NIC III é mais elevado quando comparados com mu-
lheres nas quais o HPV 16 nao foi detectado*.

Fox" relatou a progressao de displasia leve (NIC I) para
displasia moderada (NIC II) ocorrida em 60% dos casos es-
tudados num periodo de 10 anos. Desses, 30% foi observa-
da taxa de regressao dessas lesoes. Richart; Barron18 rea-
lizando um acompanhamento de 557 mulheres com NICs
de vdrios graus, estimou que mais de 6% delas poderiam
progredir para cancer dentro de 10 anos.

Embora o método de Papanicolaou seja o mais utilizado
para detectar lesdes precursoras e o cancer do colo do tte-
ro, o mesmo vem sofrendo uma série de criticas devido a
alta proporcao de resultados falso-negativos, que variam
de 2% a 62%?"*. Esses autores observaram que 62% desses
falso-negativos foram devidos a erros na coleta do materi-
al cervical e 38% foram atribuidos a erros de escrutinio ou
de interpretacao do laudo. Dentre os erros na coleta, o mais
encontrado é a auséncia de células endocervicais e/ou me-
tapldsicas no esfregaco.

Estudos como os de Shirata et al*!, Eleutério et al'?, Silva et
al* evidenciaram que as limitacoes como areas espessas,
dessecamento, esfregacos purulentos e, principalmente, a
auséncia de componentes endocervicais e/ou da zona de
transformacao, comprometeram a qualidade das amostras
cervicais. Este estudo mostrou que os casos positivos tém
mais chances de serem detectados em amostras satisfatori-
as (adequadas) que em amostras satisfatérias mas limita-
das. Pois, do total de casos positivos em 3.914 laudos pes-
quisados, 322 (8,23%), 281 (7,18%) foram detectados em
amostras satisfatorias e apenas 41 (1,05%) em amostras sa-
tisfatorias, mas limitadas. A hipétese levantada de que a
adequacao da amostra influencia no resultado do exame
citopatolégico foi comprovada através do teste qui-quadra-
do onde p valor foi < 0,05.

Verificou-se que a Unidade Bésica de Saude "E" apresen-
tou o maior nimero de amostras (678) coletadas correta-
mente, isto é, satisfatérias e, conseqiientemente, foi encon-
trado o maior percentual de casos positivos (2,3%) e a Uni-
dade Basica de Saude "D" foi a que menos coletou ade-
quadamente, com 321 amostras satisfatérias mas limitadas.
Isto implica a participacao de profissionais envolvidos com
a coleta de material para o exame citopatolégico, nos pro-
gramas de educagao continuada, aprimoramento individu-
ais e teste de proficiéncia ser de fundamental importancia®.
Enfim, os objetivos deste trabalho, de classificar as amos-
tras e laudos, correlacionando os casos positivos com ade-
quacédo da amostra e as Unidades Bésicas de Satude, avali-
ando a coleta cervical para o exame citopatolégico nessas
Unidades foram alcancados.

REFERENCIAS

1. Abrdo FS, Abrdo MS. Aspectos atuais do tratamento do cancer do colo do
Utero. Go Atual 1992; 2: 21-26.

2. ASC. Americam Society of Cytopathology — Cervical Cytology Practive Gui-
delines. Acta Cytol 2001; 45: 201 - 6.

3. Aurelian L. Viruses and Carcinoma of the Cervix. (Switzerland), 1991. Con-
trib.Gynecology Obstet. 1991; 18: 54-70.

4. Brasil. Ministério da Saude. Cartilha de Atualizagdo em Diagnostico de

294

Lesdes do Colo do Utero - Programa Nacional de Controle do Cancer do Co-
lo do Utero e Mama - Viva Mulher, 2001, p. 17-18.

5. Brasil. Ministério da Saude. INCA. Coordenacgdo de Programas de Controle
de Cancer: Pro-Onco. Rio de Janeiro, 2003.

6. Brasil. Ministério da Saude. Secretaria de Atengéo a Saude. Instituto Nacio-
nal de Cancer. Coordenagéo de Prevengao e Vigilancia. Estimativas 2006. In-
cidéncia do Céancer no Brasil. Rio de Janeiro: INCA, 2005.

7. Campina Grande. Prefeitura Municipal. Secretaria de Saude do Municipio.
Programa de Controle do Cancer do Colo do Utero, 2006.

8. Ceara, Secretaria de Saude. Guia para prestagdo de servigos em saude re-
produtiva. Fortaleza: Viva Mulher. Governo do Estado do Ceara e Secretaria
de Saude do Estado, 1998, p. 432.

9. Cesar J. et al. Fatores associados a ndo realizagao de exame citopatoldgico
de colo uterino no extremo Sul do Brasil. (Rio de Janeiro), 2003. Caderno de
Saude Publica 2003; 19(5): 1365-1372.

10. Clarke EA, Anderson TW. Does screening by “Pap” smears help prevent cer-

vical cancer? A case-control study. Lancet 1979; 2: 1-4.

11. Dewar MA, Hall K, Perchalski J. Cervical cancer screening. Past success
and future challeng. Cancer Epid Prev Screen 1992; 19(3): 589-603.

12. Eleutério Junior J. et al. Esfregagos endocervicais por escova: avaliagéo ci-
tolégica e correlagdes clinico-colposcoépica. Rev Bras Analises Clinicas
2001; 33(4): 175-178.

13. Fox CH. Biological behavior od dysplasia and carcinoma in situ; Am J Obs-
tet Gynecol 1967; 99: 960-8.

14. Freitas F. et al. e cols. Rotina em Ginecologia. Porto Alegre; Arte Médicas;
1997. p.186-213.

15. Gay JD, Donaldson LD, Goellner JR. False-negative results in cervical cyto-
logy studies. Acta Cytol 1985; 29: 1043 -6.

16. Mckee GT. Citopatologia. Sdo Paulo; Artes Médicas; 2001. p. 14, 36-38.

17. Paraiba. Secretaria de Saude do Estado. Informagoes Estatisticas de janei-
ro/ 2005 a janeiro/2006. Disponivel em: www.data.sus.gov.br. [2006 ago 01].

18. Richart RM. Fallow-up study of patients with cervical dysplasia. Am J Obs-
tet Gynecol 1969; 105: 386-92.

19. Rodrigues SA. Fatores de risco del cancer de cerviz en el municipio Cerro.
Rev Cuba Higiene Epidemiol 1999; 37: 40-46.

20. Silva HA, Silveira LMS, Corréa PBF, Souza MGT. A Influéncia da fase pré-
analitica no controle de qualidade do diagnéstico colpocitologico. Rev Bra-
sileira de Andlise Clinicas 2002; 34(3): 131-135.

. Shirata NK. et al. Celularidade dos esfregagos cervico-vaginais: importancia
em programas de garantias de qualidades em citopatologia. J Bras Ginecol
1998; 108: 63-6.

22. Spitzer M, Krumholz BA. Human papilomavirus-related deseases in the fe-
male patient. (Philadelphia), 1992. Urologic Clincs of North America 1992;
19:71-82.

283.Villa LL. Human papilomaviroses and cervical cancer. Adv Res 1997;
71:321-41.

24. Ylitalo N. et al. Consistet high viral load of human papilomaavirus 16 and risk
of cervical carcinoma in situ: a nested case control study. Lancet. 2000;
355(9222): 2194-8.

2

—

ENDERECO PARA CORRESPONDENCIA:

RBAC, vol. 39(4): 291-294, 2007



Prevaléncia de anemia nas gestantes atendidas em
Unidades de Saude em Feira de Santana, Bahia, entre
outubro de 2005 e marco de 2006

Prevalence of anemia in pregnant women attended by the Health Care Units in the municipality of
Feira de Santana within the period between october 2005 and March 2006

Pedro Nascimento Prates Santos’ & Eneida de Moraes Marcilio Cerqueira®

RESUMO - Deficiéncias nutricionais e conseqiiente anemia constituem importantes problemas de Saude Publica, tendo sido incre-\
mentadas nas duas ultimas décadas a¢oes de saude e politicas publicas objetivando sua prevencao e tratamento (WHO; UNCF; UNU,
2001). A anemia é uma alteracdo caracterizada pela diminuicdo da concentracdo de hemoglobina em relacao aos valores referenciais.
Durante a gravidez a deficiéncia de ferro pode estar associada a multiplas adversidades tanto para méae como para o feto, incluindo
aumento do risco de hemorragia, sepsis, mortalidade materna, mortalidade peri-natal e baixo peso ao nascer (WHO; UNCF; UNU,
2001). O presente estudo objetivou estimar a prevaléncia de anemia nas gestantes atendidas em Unidades de Satide no municipio de
Feira de Santana, no Estado da Bahia — Brasil, no periodo compreendido entre outubro de 2005 e marco de 2006, bem como descre-
ver as principais caracteristicas sociais, econémicas, demograficas e ginecolégico-obstétricas, associados ao desenvolvimento de ane-
mia na gestacao. Inicialmente foi realizado estudo de prevaléncia, descritivo. A amostra utilizada foi representativa das gestantes
atendidas em Unidades de Satide do municipio de Feira de Santana, no periodo entre outubro de 2005 a marco de 2006. Foi utiliza-
do formulario estruturado contendo blocos de questoes relacionadas com os dados pessoais; informacoes sociodemograficas e socioe-
condmicas; dados ginecolégicos e obstétricos. Os dados hematolégicos foram obtidos em um laboratério de andlises clinicas que pres-
ta servico ao Sistema Unico de Satide (SUS). A andlise descritiva demonstrou prevaléncia de 31,9% de anemia entre as gestantes en-
trevistadas. Os resultados obtidos apontam para a necessidade de intervencoes no sentido de minimizar os determinantes da anemia
objetivando a reducao da freqiiéncia deste agravo na populacao.

\PALAVRAS-CHAVE - Anemia, gestacao, prevaléncia, fatores de risco.
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/"SUMMARY - Nutritional deficiencies and consequent anemia constitute important Public Health problems. Health initiatives and pu\
blic policies, with the object of preventing and treating these problems, have increasingly been developed in the last two decades
(WHO; UNCF; UNU, 2001). Anemia is a disorder characterized by a reduction in the concentration of hemoglobin compared to refe-
rence levels. During pregnancy iron deficiency can be associated with multiple problems for both the mother and fetus, including
heightened risk of hemorrhage, sepsis, maternal mortality, perinatal mortality and low birth weight (WHO; UNCF; UNU, 2001). The
object of this work was to estimate the prevalence of anemia in pregnant women attended by the Health Care Units in the municipa-
lity of Feira de Santana within the period between october 2005 and March 2006 also to characterize the sociodemographic, socioe-
conomc and gynecological-obstetrical factors associated with the development of anemia in the pregnant women. A descriptive pre-
valence study was undertaken. The research included a representative study group of pregnant women attended by the Family He-
alth Care Units in the municipality of Feira de Santana within the period between October 2005 and March 2006. A questionnaire con-
taining question blocks related to personal details, sociodemographic and socioeconomic information, gynecologic and obstetric his-
tory. Hematologic results were obtained from a testing laboratory that provides services to the Brazilian Health System (SUS) in Fei-
ra de Santana. A andlise descritiva demonstrou prevaléncia de 31,9% de anemia entre as gestantes entrevistadas. The results obtai-
ned point to the need to intervence in order to minimilize the causes of anemia, with the objective of reducing the frequency of this
injury in the general population.

KEYWORDS - Anaemia, pregnancy, prevalence, risk factors.

/

INTRODUCAO

anemia é uma alteracao caracterizada pela diminuicao

da concentracao de hemoglobina em relacao aos valo-
res referenciais. Pode ser decorrente da diminuicao na pro-
ducdo de hemadcias, a prematura destruicdao, ou a dimi-
nuicao cronica do volume de sangue por hemorragias. As
conseqliéncias da anemia dependem do grau de dimi-
nuicao da concentracao da hemoglobina, manifestando-se
nas formas mais brandas pela diminuicao da sensacao de
bem-estar e da resisténcia a fadiga, afetando, assim, a ca-
pacidade de trabalho, e nas formas mais graves por alte-
racoes do comportamento psicolégico e inaptiddao fisica
que podem culminar com insuficiéncia respiratéria e co-
lapso do organismo (WHO; MHC; MSM, 1992).
A anemia é um dos agravos mais freqiientes causada por
deficiéncia nutricional no mundo, segundo a Organizacao
Mundial da Saude (WHO; MHC, 1992). Os grupos mais
afetados em ordem decrescente sao as mulheres grdvidas,
0s pré-escolares, criancas que nasceram com baixo peso,

mulheres adultas, idosos, criancas em idade escolar e ho-
mens adultos.

As gestantes constituem um dos grupos mais vulnerdveis a
ocorréncia de anemia devido ao grande requerimento de
micronutrientes neste periodo. Se a ingestdo dietética for
insuficiente e se os estoques de nutrientes da mae estive-
rem baixos, o feto precisard recorrer as reservas pré-con-
cepcionais para se suprir, ocorrendo comprometimento do
binémio materno-fetal. De forma geral, a diminuicdo na in-
gestao de micronutrientes pode provocar alteracoes dos
mecanismos maternos de adaptacao a gravidez. Percebe-
se que durante a gestacao, se houver uma boa nutricao, é
provavel que os bebés nascam mais saudaveis, ja que um
bom estado nutricional materno proporciona um bom de-
senvolvimento intra-uterino.

No Brasil, segundo Santos (2002b), apenas dois estudos en-
focando a prevaléncia de anemia em mulheres, com amos-
tras representativas, foram realizados entre 1990 e 2000,
ambos na regiao nordeste: o estudo do Instituto Nacional
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de Alimentacao e Nutricao (INAN, 1998) e o estudo promo-
vido pelo Governo do Piaui em parceria com o Fundo das
Nagoes Unidas para a Infancia (GOVERNO DO ESTADO
DO PIAUI; UNICEF, 1992). Os resultados de ambos foram
muito semelhantes, apontando valores em torno de 25%.
Existe, portanto, para a populacao brasileira caréncia de
dados sobre a prevaléncia de anemia. Em estudo realizado
por Arruda (1997), incluindo gestantes de uma maternida-
de publica, foram detectados 30,9% casos de anemia. En-
tre as mulheres anémicas apenas 1% delas apresentaram
deficiéncia de acido foélico.

A gravidez na adolescéncia vem a ser uma situacao de ris-
co, pois a mulher nesta fase, comumente negligencia as-
pectos importantes da sua saude (GALLETTA, 1997). Se-
gundo Rodrigez (1998) a anemia afeta cerca de 40% das
gestantes no terceiro trimestre de gravidez em Cuba, sen-
do a causa principal o fator alimentar. Avaliacao realizada
por Labrada (2000) evidenciou que a dificil situacao econo-
mica que atravessa este pais tem levado a modificacao do
estado nutricional de alguns grupos populacionais, desta-
cando-se entre eles o das mulheres gravidas por se consti-
tuirem em grupo bastante vulneravel.

O presente estudo objetivou estimar a prevaléncia de ane-
mia nas gestantes atendidas nas Unidades de Satude da Fa-
milia no municipio de Feira de Santana, no Estado da Ba-
hia - Brasil, no periodo compreendido entre outubro de
2005 e margo de 2006, bem como descrever as principais
caracteristicas sociais, econdémicas, demograficas e
ginecologico-obstétricas, associados ao desenvolvimento
de anemia na gestacao.

MATERIAIS E METODOS

Foi realizado Estudo piloto no més de setembro de 2005
para testar a adequacao dos procedimentos a serem adota-
dos, objetivando otimizacao dos instrumentos de pesquisa.
Foi realizado levantamento censitario das gestantes atra-
vés do Sistema de Informacao a Atencao Basica (SIAB),
SMS e DATASUS neste periodo para fins de cédlculo do ta-
manho da amostra do projeto.

O estudo aplicado para mensuracao da prevaléncia de
anemia em gestantes foi do tipo descritivo, de corte trans-
versal e observacional. Os dados relativos a determinacao
da prevaléncia de anemia foram obtidos no periodo com-
preendido entre outubro de 2005 e margo de 2006, em um
laboratério de andlises clinicas da rede privada do munici-
pio e que atende, entre outras, as gestantes das Unidades
de Saude da Familia, em Feira de Santana.

A metodologia utilizada para selecao, na populacao de
gestantes, da amostra analisada foi do tipo aleatéria sim-
ples. Calculado o tamanho da amostra para a populacao de
N = 1533 gestantes, onde esta populacao é finita (ARMIN-
DA, 2001), considerando a margem de erro de 4,0% e in-
tervalo de confianca de 95%, partindo de uma prevaléncia
conhecida de 22,4% de acordo com o estudo piloto e estu-
dos semelhantes no Brasil especialmente na Regiao Nor-
deste, chegou-se ao tamanho da amostra de aproximada-
mente n= 326 gestantes.

Foram excluidas deste estudo as gestantes ou seus respon-
saveis legais que se recusaram a: 1) participar da pesquisa
apos o esclarecimento sobre seus objetivos; 2) assinar o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido; 3) aceitar
que seus dados clinicos e laboratoriais fossem utilizados e;
4) responder ao formuldario da pesquisa.
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A coleta de dados relativa a caracterizacao das gestantes foi
realizada através de dois instrumentos: aplicacao de formu-
lario (dados primarios) e cartao da gestante (dados secunda-
rios) buscando através deles a obtencao de informacoes pes-
soais, dados sociais, econémicos, demograficos e ginecolégi-
co-obstétricos. A disponibilidade das informacdes contidas
no Cartao das Gestantes possibilitou, ao lado da aplicacao
do formulério, a composicao de uma base de dados individu-
alizada para cada gestante da populacao sob estudo.

As coletas e andlises sangliineas foram realizadas em um Uni-
co laboratério prestador de servigos de andlises clinicas cre-
denciado pelo SUS/Feira de Santana, que atende gestantes
assistidas nas Unidades de Satde da Familia do municipio.
A coleta sangtiinea foi realizada com seringa estéril e des-
cartavel, mediante punc¢ao venosa na flexura do cotovelo,
feita assepsia prévia da pele com alcool a 70%. O sangue,
apos transferéncia para tubos de ensaio contendo duas go-
tas de anticoagulante (EDTA) e com a identificacao da ges-
tante, foi homogeneizado cuidadosamente para nao ocasi-
onar hemdlise. A seguir, a amostra coletada foi acondicio-
nada em local adequado até andlise.

A andlise hematolégica (Hemograma) foi realizada em
equipamentos automatizados, calibrados diariamente. Os
aparelhos realizam a analise dos indices hematologicos
através de leitura 6ptica e por impedancia. A concentracao
de hemoglobina foi realizada pelo método da cianometa-
hemoglobina direta. Através desta analise é possivel obter
a concentracao de hemoglobina (Hb), bem como os valores
dos demais indices hematolégicos: Hematécrito (Ht), Volu-
me Corpuscular Médio (VCM), Hemoglobina Corpuscular
Média (HCM) e a Amplitude de Variacao do Volume das
Hemadcias (Red Distribuition Width - RDW).

O indice hematolégico (obtido do resultado do Hemogra-
ma) que constituiu a variavel dependente deste estudo foi
a Concentracao de Hemoglobina (Hb), indice este conside-
rado pela Organizacao Mundial de Satide como o determi-
nante da presenca de anemia. Segundo recomendacao
desta organizacao, concentracao de hemoglobina abaixo
de 11,0g/dL é determinante de anemia em gestantes.

As seguintes variaveis sociodemogréficas e socioeconoémicas
foram investigadas através de entrevista: idade, escolarida-
de, ocupacao, renda familiar em saldrio minimo (SM), para
avaliacao da histéria obstétrica atual foi indagado sobre o
uso de antianémicos (ferro, acido f6lico e vitamina B12).

A andlise estatistica dos dados coletados na pesquisa foi
processada pelo pacote estatistico SPSS® 9.0 for Windows.
Foi realizada analise descritiva das variaveis do estudo. Na
andlise descritiva, as variaveis continuas foram expressas
através da média e do desvio padrao e as varidaveis categ6-
ricas foram descritas em freqiiéncias.

O protocolo de Pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa envolvendo seres humanos da UEFS (CEP-
UEFS), sob numero 046/2005 (CAAE 0047.0.059.000-05).
Através do termo de Consentimento Livre e Esclarecido,
foi obtida a anuéncia do sujeito da pesquisa e/ou de seu re-
presentante legal.

RESULTADOS

A média de idade da amostra, calculada em anos, foi de X=
24,8 + 6,1, com faixa de distribuicao de 12 a 44 anos (Figura
1). A comparacao entre a distribuicao de idade observada e
a curva de distribuicao normal esperada revela que nao ha
uma distribuicao homogénea em relacao a idade (Figura 1).
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Figura 1: Histograma de distribuicao das gestantes em funcao da idade.

Considerando o nivel de escolaridade das gestantes, foi obser-
vado que a maioria delas (n= 132; 40,3%) concluiu o ensino
médio, seguidas em freqiiéncia pelas gestantes que tinham
ensino médio incompleto (n= 110; 33,7%). Apenas duas mu-
lheres (0,6%) concluiram curso superior e somente uma refe-
riu p6s-graduacao (0,3%). Dados apresentados na Figura 2.

B Analfabeto

B Fundamental incompleto
[ Fundamental completo
B Médio incompleto

W Médio completo

[ Superior incampleto

[ Superior completo

Fregiéncia de gestantes

W Pés-graduagio

Nivel de escolaridade

Figura 2: Freqiiéncia de gestantes por nivel de escolaridade.

Em relacao a ocupacao houve predominio de gestantes de-
sempregadas com freqiiéncia de 19,7% (n= 64) e de ges-
tantes que sao estudantes (n= 60; 18,4%). A Figura 3 ilus-
tra a distribuicao das gestantes em relacao a ocupacao.

M Estudante
W Dona de casa
[l Limpeza e conservagan

[JVendedora ambulante
B Industna ou comércio
M Servicos piblicos

W Agricultura ou pecudria
M auténoma

W Area de saide

W Professora

M Desempregada

Frequéncia de gestantes

Ocupagdo

Figura 3: Freqiiéncia de gestantes em relacdo a ocupacao principal.

A investigacao da renda familiar expressa em saldrios mi-
nimos recebidos por todos os membros da familia, revelou
que na familia de 153 (46,9%) gestantes a média da renda
familiar mensal estava na faixa de um a menos de dois sa-
larios minimos, representando quase metade das gestantes
entrevistadas. Na Figura 4 sao apresentadas, em gréfico, as
freqliéncias de gestantes por categoria de renda mensal in-
vestigada.
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Figura 4: Freqiiéncia de gestantes de acordo com a renda familiar.

A maioria das gestantes (78,5%) fazia uso de algum tipo de
medicamento antianémico. A ingestdo de sais de ferro de
forma isolada representou o principal meio de prevencao
da anemia. A figura 5 a seguir representa a freqiiéncia de
gestantes em funcdao do uso de antianémicos.
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Figura 5: Porcentagem de gestante segundo o uso de antianémico.

Concentracao de hemoglobina abaixo de 11,0g/dL foi de-
tectada em 104 gestantes. A prevaléncia de anemia obtida
neste inquérito é, portanto, de 31,9% (Figura 6).

Figura 6: Prevaléncia de anemia em gestantes atendidas nas
Unidades de Saude no municipio de Feira de Santana.

O valor médio da amostra relativo a concentracao de he-
moglobina foi de 11,6g/dL + 1,2g/dL, sendo o valor minimo
obtido igual a 6,0g/dL e o valor méximo de 16,5g/dL. A dis-
tribuicao do nimero de gestantes em funcao dos valores da
hemoglobina é apresentada na Figura 7. A curva de distri-
buicdo para este parametro revela uma razodvel simetria e
se aproxima da curva gaussiana, indicando adequacao do
modelo de distribuicdo continua aos dados. A aderéncia ao
modelo gaussiano estd também evidenciada no gréfico Q-
Q plot, onde as observacoes estao alinhadas em torno de
uma reta (Figura 8).
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Figura 7: Distribuicdo do nimero de gestantes em funcao da
concentracao da hemoglobina em relacao a distribuicado normal.
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Figura 8: Grafico Q-Q plot para distribuicao da Hemoglobina em mg/dL.

A determinacao da concentracao de hemoglobina permitiu
classificar a anemia segundo sua gravidade (WHO, 1972)
em: anemia leve, moderada e grave. Segundo esta classifi-
cacao, entre as gestantes anémicas (n= 104), uma (= 1,0%)
apresentou anemia grave (Hb< 7,0g/dL); cinco gestantes
(4,8%) apresentaram anemia moderada (Hb entre 7,0 e
9,9g/dL); e 98 delas (94,2%) apresentaram anemia leve
(Hb entre 10,0 e 10,9g/dL).

DISCUSSAO

A anemia, principalmente por caréncia alimentar de ferro
biodisponivel, representa problema nutricional hegemoéni-
co em nivel de saude coletiva no mundo atual, estimando-
se sua ocorréncia em 2.100.000.000 de casos, ou seja, mais
que um terco de toda a populacao mundial. Entre os seg-
mentos biolégicos mais vulneraveis ao problema incluem-
se as mulheres no periodo reprodutivo, particularmente
durante a gestacao, e as criangas nos primeiros anos de vi-
da. A anemia é um problema de saude publica generaliza-
do, que tem conseqiiéncias de grande alcance para a sau-
de humana e para o desenvolvimento social e econdémico
(OMS; UNICEF, 2004).

A anemia na gravidez destaca-se, nao s6 pela freqtiéncia
com que se manifesta, mas também pelos efeitos deletéri-
os resultantes da baixa concentracao de hemoglobina no
sangue. A anemia € prejudicial tanto para a gestante quan-
to para o concepto, sendo associada a maior risco de mor-
bi-mortalidade materno-fetal.

Mesmo com a observacao de que as deficiéncias de micro-
nutrientes representam um tema de interesse crescente,
ainda nao se dispde, em muitos paises e regidoes das Amé-
ricas e de outros continentes, de um quadro bem consoli-
dado de informacodes que possibilite, com a desejada confi-
abilidade, dimensionar sua prevaléncia; descrever os gru-
pos populacionais mais atingidos; delinear sua distribuicao
geogréfica e identificar os fatores de risco mais relevantes
na sua determinacao (SANTOS, 2002a).
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Infelizmente, as recomendac¢oes da Organizacao Mundial
da Saude (OMS), no que se refere aos procedimentos téc-
nicos padronizados para a coleta, andlise bioquimica, pon-
tos de corte e critérios de classificacao, ndao tém sido devi-
damente consideradas, em grande parte dos estudos de
campo efetuados no Brasil objetivando avaliar o problema
das anemias em nivel populacional. Perde-se, por este mo-
tivo, a oportunidade de se consolidar um quadro compara-
tivo dos resultados, fazendo uso de critério uniforme de co-
leta e apresentacao (ROUQUAYROL, 2003, p. 400). Nao se
dispbe ainda, no Brasil, e na maior parte dos paises, inclu-
indo-se até nacdes desenvolvidas, de um quadro consoli-
dado de informacodes consistentes que permita definir, com
a necessaria seguranca, os niveis de prevaléncia de ane-
mia em gestantes (SANTOS, 2002b).

No presente estudo, a titulo de contribuir para o conheci-
mento da prevaléncia de anemia em gestantes na cidade
de Feira de Santana, foi avaliada amostra representativa
das gestantes atendidas nas Unidades de Satde do muni-
cipio no periodo compreendido entre outubro de 2005 e
marco de 2006. Os indices de prevaléncia obtidos sao aler-
ta aos 6rgaos municipais de satde para a necessidade de
estudos adicionais e para intensificacao de campanhas ob-
jetivando a prevencao e o tratamento da anemia.

Arruda (1997) realizando estudo de deficiéncia de ferro,
acido foélico e anemia em gestantes atendidas no Instituto
Materno Infantil de Pernambuco obteve das 1007 gestan-
tes examinadas, 311 (30,9%) com niveis de hemoglobina
abaixo de 11,0g/dL.

No estudo presente a prevaléncia de anemia em gestantes
atendidas em Unidades de Satide no municipio de Feira de
Santana com amostra representativa da populacao revelou
uma freqiiéncia de 31,9%, similar, portanto, aquela descri-
ta por Arruda em 1997 e em estudo realizado por Rodri-
guez, Szarfarc, Benicio (1991) em gestantes assistidas na
sala de parto do Hospital Maternidade “Leonor Mendes de
Barros” (HMLMB), no municipio de Sao Paulo cuja preva-
léncia de anemia foi de 29,2%. Esses resultados sdo, con-
tudo, muito superiores aqueles obtidos em estudo realiza-
do por Guerra et al. (1990) no qual a prevaléncia de ane-
mia em gestantes atendidas na rede estadual, no subdistri-
to do Butantan, municipio de Sdo Paulo, foi de 12,4%.

A gravidez na adolescéncia preocupa pesquisadores, espe-
cialistas e autoridades em Saude Publica, pela elevada
prevaléncia e repercussoes médicas e sociais. A gravidez
na adolescéncia vem a ser uma situacao de risco, pois a pa-
ciente comumente negligencia aspectos importantes da
sua saude (GALLETTA, 1997).

A prevaléncia de 39,4% de anemia em adolescentes gravi-
das atendidas num centro de satde especializado em pré-
natal, descrita por Galleta (1997) aproxima-se daquelas
descritas em revisao sobre a presenca de anemia em ado-
lescentes brasileiras gravidas em 1988, por Batista Filho et
al. (1988), revelando prevaléncia elevada de anemia em
gestantes adolescentes, tal como a proporcao de 40,0% en-
contrada na Paraiba e Pernambuco. Nogueira (1997) regis-
trou a ocorréncia de 35,0% de anemia entre as adolescen-
tes acompanhadas longitudinalmente durante o pré-natal
no Piaui. Estudo mais representativo, desenvolvido por
Szarfarc (1983), que avaliou a prevaléncia de anemia em
usuarias de servicos de satde de 15 localidades do Estado
de Sao Paulo, envolvendo 507 adolescentes com menos de
17 anos e 706 com idade entre 18 e 19 anos, também evi-
denciou prevaléncias elevadas, que afetavam respectiva-
mente 37,3% e 36,1% das gestantes.

A maior ocorréncia de anemia bem como de outras defici-
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éncias nutricionais como ja descrito, decorrem do nivel
educacional e cultural de individuos. O maior grau de ins-
trucao propicia meios para a prevencao de diversos agra-
vos a saude.

A avaliacao do tipo de atividade principal (tipo de ocu-
pacao) desenvolvida pelas gestantes, foi mais um fator in-
dicativo das condicbes socioecondémicas avaliadas neste
estudo, diretamente relacionado com a renda familiar e,
como esperado, revelou que entre as mulheres sem remu-
neracao a ocorréncia de anemia foi significativamente mai-
or. Ndo existem dados na literatura que relatem a ocorrén-
cia de anemia em populacoes brasileiras em funcao do ti-
po de ocupacao, o que provavelmente se deve ao fato de
que na maioria dos estudos a renda familiar é considerada
como indicador suficiente para avaliacao da associacao en-
tre anemia e fatores socioecondémicos. Em estudo seme-
lhante realizado por GUERRA et al. (1990) foi observada
prevaléncia de anemia de 22,5% em gestantes, segundo a
renda familiar em saldrio minimo per capta da familia, pa-
ra aquelas com renda menor que 0,5 saldrios. Alvarenga et
al. (1973) estudaram o "indice de status socioeconémico"
da familia da mulher gravida que freqiientava o Centro de
Saude Geraldo Paula Souza do Municipio de Sao Paulo e
encontraram distribuicao das gestantes, segundo a renda
mensal per capita com prevaléncia superior em gestantes
com renda inferior a um saldrio minimo.

A desnutricao e a anemia aumentam o risco de desenvol-
ver infeccoes severas, levando ao aumento da mortalidade
infantil e pré-escolar. Seu controle depende, além da me-
lhoria das condicbes socioecondémicas, da prevencao e do
tratamento precoce. Embora o papel da suplementacao ali-
mentar no controle da desnutricao ainda seja discutido, es-
ta bem comprovada a utilidade da suplementacao com sais
de ferro no tratamento da anemia.
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Frequéncia de hipotireoidismo em pacientes com dis-
tarbio bipolar tratados com carbonato de litio

Frequency of hypothyroidism in patients with bipolar disorder treated with lithium

Salimara Rampelotto Botton'; Sandra Trevisan Beck?, Bruno Rampelotto Botton®;
Martha Noal* & Andreza Fabro de Bem?®

/RESUMO - O carbonato de litio € um estabilizador do humor usado no tratamento de pacientes portadores de Transtorno Bipolar do
Humor. A influéncia do carbonato de litio no eixo Hipotdlamo-Hipéfise-Tire6ide pode trazer conseqiiéncias sérias aos usudrios dessa
droga, pois um dos seus efeitos colaterais € a inibicao da funcao da tireéide com prevaléncia do Hipotireoidismo sintomatico e Hipo-
tireoidismo subclinico nos pacientes. Com o intuito de verificar a prevaléncia de hipotireoidismo em pacientes com Distiurbio Bipolar
tratado com carbonato de litio, foram revisados prontudrios de 62 pacientes adultos, que consultaram no Ambulatério de Distarbio Bi-
polar do Hospital Universitario de Santa Maria entre janeiro de 1973 e julho de 2003. A amostra foi constituida por 23 homens e 31
mulheres sendo 8 excluidos por falta de dados ou apresentarem outro tipo de diagnoéstico.Observamos que a prevaléncia do desen-
volvimento do hipotireoidismo foi maior entre as mulheres (41,9%) do que nos homens (21,7%) portanto, as mulheres foram mais sus-
ceptiveis ao desenvolvimento do hipotireoidismo do que os homens. A determinacao dos hormoénios da tire6ide antes e durante o uso
do carbonato de litio é de fundamental importdncia no monitoramento das complicacoes causadas pelas alteracoes dos hormoénios da
tiredide.

\PALAVRAS-CHAVE - Disturbio bipolar, doencga da tire6ide, hipotireoidismo, litio. /

/"SUMMARY - Lithium is a mood stabilizer used to treat patients with bipolar mood disorder. The influence of lithium in the hypothalax
mus-pituitary-thyroid (HPT) axis can bring serious consequences to the users of this drug because one of its collateral effects is the
inhibition of thyroid function with prevalence of symptomatic hypothyroidism and subclinical hypothyroidism in patients. Sixty-two
chats of adult patients that consulted in the Ambulatory of Bipolar Disorders at University Hospital of Santa Maria were reviewed bet-
ween January 1973 and July 2003 in order to verify the prevalence of hypothyroidism in patients with bipolar disorder treated with Ii-
thium. The sample had 23 men and 31 women. Eight patients were excluded because of the lack of data or because they have pre-
sented another type of diagnostic. We observed that the prevalence to develop hypothyroidism in patients using lithium was bigger
in women (41,9%) than in men (21,7%). Therefore women were more susceptible to develop hypothyroidism than men. Thyroid hor-
mones determination before and during lithium treatment is really important to the control of complications caused by thyroid hormo-

nes alterations.

KEYWORDS - Bipolar disorder, thyroid antibodies, hypothyroidism, lithium. J

INTRODUCAO

depressao é o componente central da desordem afeti-

va bipolar. Existem trés hipéteses para a etiologia da
doenca: hormonal, neuroquimica e genética. A caracteris-
tica essencial do transtorno bipolar do humor é a ocorrén-
cia de um epis6dio maniaco distinto. Todavia, a maioria dos
individuos podem desenvolver eventuais episédios depres-
sivos (Oliveira e Lima, 1996).
A utilizacdo do litio foi primeiramente descrita em 1981 por
Montigny e colaboradores, e desde entao tem sido reco-
mendada como estratégia de primeira escolha para pacien-
tes com desordens bipolares (Bauer et al., 2002).
O litio é absorvido por via oral de forma rdpida e comple-
ta. O litio ndo se une as proteinas plasmaticas nem é meta-
bolizado, e elimina-se 95% de forma inalterada pelo rim. A
eliminacédo é inicialmente rdpida e, apds tratamento pro-
longado, torna-se mais lenta. Na forma ativa o litio pode
ser reabsorvido 80% no tibulo proximal. A velocidade de
excrecao diminui com o aumento da idade. No inicio do
tratamento a meia vida é bifasica, a concentracéo sérica di-
minui com rapidez durante 5 a 6 horas iniciais, seguida de
uma diminuicao gradual durante as 24 horas seguintes. O
inicio de sua acéo terapéutica pode demorar de 1 a 3 sema-
nas (Goodman et al., 2003).
A influéncia do carbonato de litio no eixo hipotdlamo-hip6-

fise-tire6ide pode trazer conseqiiéncias sérias aos usudrios
dessa droga, pois um dos efeitos colaterais é a inibicao da
funcao da tire6ide, com prevaléncia do hipotireoidismo
sintomatico em 3-5% (Berens et al, 1970 ; Albrecht & Hopf,
1982) e hipotireoidismo subclinico em 21% dos pacientes (
Perrild et al, 1990 ). O litio reduz a liberacdo de hormonios
tire6ideos (T3, T4) e aumenta a regulacao basal, na qual o
hormonio liberador de tireotropina (TRH) estimula a libe-
racdo do hormonio estimulador da tiredide (TSH). Alguns
autores detectaram anticorpos tireoglobulina (TAB) e pero-
xidase (TPO) em pacientes tratados com litio. (Leroy et al.,
1988 ; Bocchetta et al., 1991). Existe uma ampla variacao
entre os estudos que tratam da prevaléncia de anticorpos
tireoideanos, sendo encontrados valores entre 7,8% (Sig-
man et al., 1984) a 48,7% (Lazarus et al., 1986) dependen-
do da populacao estudada.

Ainda néao estd bem estabelecido o papel do litio na etiolo-
gia do hipotireoidismo desenvolvido nos pacientes com do-
enca bipolar (Bauer et al, 2001). Kupka e colaboradores
(2002) sugeriram que o tratamento com litio nao foi relaci-
onado com a etiologia da tire6ide autoimune. Todavia,
quando tratados com litio os pacientes bipolares apresen-
tam maior risco ao desenvolvimento do hipotireoidismo
(Kleiner et al., 1999). Também é sugerido que o litio indu-
za a exacerbacdo da predisposicao a tireoidite de Hashi-
moto autoimune por imunomodulacao (Myerts et al., 1985).
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Estudos recentes feitos por Cole e colaboradores (2002),
demostraram evidéncias que pacientes efetivamente doen-
tes sdo sensiveis a variagoes na funcédo da tireéide. Baixos
niveis de T3 e T4 e altos valores de TSH sao associados sig-
nificativamente com baixa resposta ao tratamento durante
fase aguda de depressoes.

O acompanhamento com dosagens bioquimicas, através de
andlise quantitativa dos horménios TSH, T3, T4 ou T4L,
permitem que os pacientes sejam encaminhados ao endo-
crinologista, caso ocorra uma modificacdo nos niveis
desses hormonios.

O presente trabalho procurou verificar a prevaléncia do de-
senvolvimento do hipotireoidismo nos pacientes submeti-
dos ao tratamento com carbonato de litio do Ambulatério de
Distturbio Bipolar do Hospital Universitario de Santa Maria.

MATERIAIS E METODOS

Casuistica

Um estudo retrospectivo foi realizado através da investi-
gacao de prontudrios de 62 individuos (38 do sexo femini-
no e 24 do sexo masculino), do Ambulatério de Disturbio
Bipolar do Hospital Universitdrio de Santa Maria (HUSM),
os quais fizeram uso de carbonato de litio e tiveram deter-
minados os niveis dos horménios tireoidianos no periodo
de janeiro de 1973 a julho de 2003. A idade dos individu-
os variou entre 17 e 83 anos.

Metodologia

Os testes soroldgicos foram realizados através de métodos
automatizados disponiveis no Laboratério Central do
HUSM. A determinacao de TSH, T3, T4,T4L, foi realizado
pelo método de imunoensaio por quimioluminescéncia
(CLIA), pelo aparelho IMMULITE da DPC (Diagnostic Pro-
ducts Corporation). Altera¢oes nestas dosagens foram consi-
deradas como indicativo de inibicao das funcoes da tireéide.
Para a caracterizacao dos individuos como hipotireoideos
foram observados os valores de T3, T4 ou T4L abaixo dos
intervalos de referéncia (T3: 0,81- 1,90 ng/dL; T4: 4,9-12,0
ng/dL; T4L: 0,7-1,85 ng/mL), juntamente com o aumento
dos niveis do TSH acima dos valores de referéncia (TSH:
0,4 — 4,5 pUI/mL), bem como as consideracoes clinicas ano-
tadas nos prontudrios.

Os niveis sorolégicos de litio foram determinados por meto-
dologia de eletrodos ion-seletivo. A terapia com carbonato
de litio € monitorada através de dosagens sorolégicas. As
concentracoes sangtiineas do litio, em adultos devem estar
entre 0,7 e 1,4 mEq/L e em idosos entre 0,1 e 0,2 mEq/L.
Dos 62 casos analisados, 8 pacientes foram excluidos do es-
tudo (7 do sexo feminino e 1 do masculino), onde 2 deste
por insuficiéncia de dados e o restante por apresentarem
hipertireoidismo.

RESULTADOS

Anadlise criteriosa dos dados clinicos e laboratoriais conti-
dos nos prontudrios demonstrou diferencas nas manifes-
tacoes tireoidianas entre homens e mulheres (Tabela I). A
proporcao de mulheres que desenvolveram hipotireoidis-
mo com a terapia com carbonato de litio foi de 41,9%, en-
quanto entre os homens esta proporcao foi reduzida a me-
tade (21,7%). Todavia 58,1% das mulheres e 78,3% dos ho-
mens nao demonstraram alteracdes nos niveis dos hormo-
nios tireoidianos com o uso do carbonato de litio (Figura 1).
A proporcao de hipotireoidismo na totalidade dos pacien-
tes com distturbio bipolar estudados, foi de 33,3%.
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O tempo de exposicao ao carbonato de litio nao teve re-
lacao com o desenvolvimento das alteragoes tireoidianas.
Entretanto os individuos com mais de 50 anos no momento
do diagnéstico do disturbio bipolar e conseqtiente inicio da
terapia com o litio, desenvolveram hipotireoidismo mais ra-
pido que os individuos mais novos. (Figura 2 ).

O tempo médio para o desenvolvimento do hipotireoidismo
apos o inicio da terapia com litio foi em média 7 anos para
ambos os sexos (Figura 3).

TABELA |
Freqiiéncia do Hipotireoidismo em pacientes tratados
com carbonato de litio segundo o sexo.

Sexo Hipotireoideo Eutireoideo Total
Feminino 13 (41,9%) 18 (58,1%) 31
Masculino 05 (21,7%) 18 (78,3%) 23
Total 18 (33,3%) 36 (66,7%) 54

100 - = Hipotireideo
® Eutirecideo
a0 4
B0 4
40 4
20 4
o4
masculino feminino

Figura 1: Prevaléncia em percentagem das doencas tireoidianas de
acordo com o sexo dos individuos analisados.
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Figura 2: Tempo de tratamento (anos) com carbonato de litio e idade no
momento da dosagem dos hormoénios tireoideanos.
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Figura 3: Tempo médio (anos) para desenvolvimento das alteragoes
tireoidianas.
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DISCUSSAO

Juntamente com os efeitos terapéuticos do tratamento de
pacientes com distturbio bipolar, o carbonato de litio pode
levar ao hipotireoidismo sintomatico ou subclinico, prova-
velmente devido a inducdo da tireoidite autoimune com ni-
veis aumentados de anticorpos tireoideanos, (Albrecht and
Hopf, 1982; Smigan et al., 1984; Bocchetta et al., 1991).
Recentes evidéncias indicam que o litio inibe a funcao dos
linfécitos T-supressores, cujo papel é prevenir a formacgao
descontrolada dos anticorpos contra antigenos produzidos
pelo proprio individuo. Esta influéncia na atividade celular
pode interferir nos mecanismos autoimunes na glandula ti-
redide. Com infiltracdo de linfécitos sob tais condicoes, a
textura microfoliar do 6rgao pode mudar para uma estrutu-
ra tissular com difusées hipogénicas, como observado em
pacientes com doenca de Graves (Becker et al, 1989; Schi-
emann et al, 1999) e tireoidite de Hashimoto (Espinase et
al., 1980; Hayashi et al., 1985, 1986; Gutenknust et al.,
1989; Marcocci et al., 1991).

Como ja se esperava, nossos dados comprovaram que pa-
cientes que receberam terapia com litio, desenvolvem hi-
potireoidismo sintomético ou subclinico, independente do
tempo de uso dessa medicacdao provavelmente devido a
inibicdo do hormonio regulador com compensatério au-
mento da regulacao do TSH. Os resultados desse estudo
refletem os achados de outros pesquisadores, (Bocchetta
et al, 1991; Kupka et al,2002; Bschor et al,2003) os quais
também observaram a diminuicdo da secrecdao dos hormo-
nios tireoidianos pelo sistema HPT (hipotalamo-hipéfise ti-
redide) durante a terapia com carbonato de litio.

Estudos de acompanhamento da terapia com carbonato de
litio por 6 e 10 anos (Bocchetta et al., 1996 e 1999) demons-
traram a possivel inducao de anticorpos tireoideanos pelo
litio. Da mesma forma Kupka e coladoradores (2002), de-
monstraram que pacientes com desordem bipolar tiveram
uma maior prevaléncia ao aumento dos anticorpos tireéidi-
anos, sendo as mulheres mais afetadas a essas falhas da ti-
redide. A alta imunidade da tire6ide e a exposicao do litio
foram dois fatores de risco independentes, mas cumulati-
vos para o desenvolvimento do hipotireoidismo nos pacien-
tes com desordem bipolar, e as mulheres apresentaram
mais riscos para hipotireoidismo do que homens.

Os resultados deste estudo demonstraram que o tratamen-
to de pacientes com desordens afetivas com carbonato de
litio induziu o hipotireoidismo em 33,3% do total dos casos
analisados, sendo as mulheres mais susceptiveis ao desen-
volvimento do hipotireoidismo (41,9%) do que os homens
(21,7%). A determinacado dos hormonios da tiredide antes e
durante o uso do carbonato de litio é de fundamental im-
portancia no monitoramento das complicacdes causadas
pelas alteracdes dos hormoénios da tiredide.
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Validacao do método de deteccao de Chlamydia
trachomatis por Reacao em Cadeia da
Polimerase em Tempo Real*

Validation of a Chlamydia trachomatis detection method by Real Time Polymerase Chain Reaction

Lilian de Assis Poiares’?, Fabiano Sandrini'? Paulo de S& Osério’?, Alvaro Largura'? &
Rita de Céssia Garcia Simao*®

ﬁ?ESUMO - Infecgoes causadas por Chlamydia trachomatis sao recentemente reconhecidas como as mais prevalentes e estao entre aa
mais prejudiciais doencas sexualmente transmissiveis (DST) no mundo. A auséncia de sintomas dificulta o diagnéstico clinico das in-
fecgoes clamidiais. Um dos desafios na prevencao das infeccoes causadas por C. trachomatis é a disponibilidade de diagnésticos la-
boratoriais com alta sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade. No presente estudo, foi comparado o desempenho do testes de
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) COBAS Amplicor® Chlamydia trachomatis (Roche) e PCR em tempo real (SYBR® - Green),
usados para deteccao de Chlamydia trachomatis em espécimes de urina e secre¢des urogenitais. O COBAS Amplicor® (Roche) é um
teste de PCR convencional e foi usado como ferramenta para controle e teste de padrao ouro para diagndstico no presente trabalho.
Um total de 136 amostras de secrecdao endocervical (61), secrecao uretral (14) e urina (61), foram obtidas de pacientes submetidos a
testes de deteccao de Chlamydia trachomatis no Laboratorio Alvaro S/A. Os métodos de PCR em tempo real e COBAS Amplicor® (Ro-
che) foram igualmente sensiveis para o diagnéstico de C. trachomatis em amostras de secrecao uretral. Entretanto, em anélises de uri-
na e secregao endocervical o teste COBAS Amplicor® (Roche) mostrou 57% e 33% de positividade, respectivamente, contra 47% e
24% de positividade obtidos para as mesmas amostras usando a PCR em tempo real. A maior sensibilidade (100%) obtida usando-se
o ensaio de PCR em tempo real, foi em andlises das amostras de secrecao endocervical. A PCR em tempo real, comparada com o tes-
te padrao ouro, mostrou uma alta especificidade (100%) e um valor preditivo positivo de 100% para as diferentes amostras clinicas es-
tudadas. Em conclusao, os dados apresentados neste estudo indicam que a PCR em tempo real mostrou um alto desempenho para de-
teccdo de C. trachomatis em diferentes espécimes clinicos. Além disso, este método pode ser usado como uma poderosa ferramenta
no diagnoéstico e investigacao epidemiolégica de infecdes associadas com C. trachomatis.

\PALAVRAS-CHAVE - Chlamydia trachomatis, PCR, diagndstico /

KSUMMARY - Infections caused by Chlamydia trachomatis are now recognized as the most prevalent and are among the most dama-
ging of all sexually transmitted diseases (STD) worldwide. Lack of symptoms makes clinical diagnosis of chlamydial infection difficult.
One of the challenge in the prevention of C. trachomatis infections is the availability of laboratory diagnostics with high sensitivity,
specificity and reliable. In the present study, the performance of conventional polymerase chain reaction (PCR) and Real-time PCR
(SYBR® —Green) tests used for detection of Chlamydia trachomatis in urine and urogenital specimens were compared. The COBAS
Amplicor® (Roche) is a conventional PCR and was used as a tool of control and gold standard test for diagnosis in this work. A total
of 136 samples of endocervical secretion (61), uretral secretion (14) and urine (61), were obtained from patients submitted of Chlamy-
dia trachomatis detection tests of Laboratério Alvaro S/A. Real-time PCR (SYBR® -Green) and COBAS Amplicor® Chlamydia tracho-
matis Test (Roche) methods were equally sensitivity for diagnostic of C. trachomatis in uretral secretion samples. However, in analy-
ses of the urine and endocervical secretion samples the COBAS Amplicor® test displayed 57% and 33% of positivity, recpectively,
against 47% and 24% of positivity obtained for the same samples using Real-time PCR. The highest sensibility (100%) using Real-ti-
me PCR assay was obtained in analyses of endocervical secretion samples. Real-time PCR, comparing with our gold standard showed
a high spedificity (100%) and a positive predictive value of 100% for different clinical samples studied. In conclusion, the data pre-
sented in this study indicate that PCR - Real time have shown a high performance for detection of C. trachomatis in different clinical
specimens. Moreover, this method can be used as a powerful tool in diagnostic and epidemiological investigation of infection associ-
ated with C. trachomatis.

KEYWORDS - Chamydia trachomatis, PCR, diagnosis
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INTRODUCAO

disseminacao das infeccoes de transmissao sexual vem

assumindo importancia crescente. A Organizacdo Mun-
dial de Saude estima que ocorram aproximadamente 250
milhoes de casos novos a cada ano. Dentre estes, as infeccoes
por Chlamydia trachomatis tém sido cada vez mais reconhe-
cidas e prevalentes em pacientes de ambos os sexos. Estas
infeccdes ja superam as doencgas sexualmente transmissiveis
(DST) cléssicas tais como a sifilis e gonorréia, transformando-
se em um sério problema de saude publica "*'*¥.
Nao hé dados epidemiolégicos de infecgoes especificas por
C. trachomatis no Brasil. Dados dos Estados Unidos suge-
rem que a infecgao por esse patégeno é a mais comum DST,
com uma estimativa de 4,5 milhoes de casos ao ano'®'**:2,
Os estudos epidemiolégicos publicados tém demonstrado

uma prevaléncia substancial em adultos e jovens sexual-
mente ativos e relatam taxas de prevaléncia de 5 a 20% en-
tre mulheres que freqiientam clinicas de planejamento fa-
miliar; 20 a 40% em mulheres e garotas adolescentes, se-
xualmente ativas, que freqlientam clinicas de DST e 25%
de todas as mulheres atendidas em clinicas ginecolégicas.
Cerca de 8% das mulheres jovens sao assintomaticas e 3 a
5% dos homens também nao apresentam sintomas genito-
urindrios embora sejam portadores de C. trachomatis °.

Além do fato desta bactéria ser considerada o mais comum
microrganismo sexualmente transmissivel em todo o mun-
do, é também a principal causa de infertilidade em mulhe-
res. Isto tem preocupado especialistas da area da satude,
principalmente pelo fato de alguns pacientes apresenta-
rem sintomas brandos ou ausentes da infeccao causada por
C. trachomatis’®'**. Este microrganismo causa ainda uma
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série de sindromes clinicas em homens e em mulheres *,
sendo a causa mais comum de uretrites e cervicites, inclu-
indo sérias seqiielas como doenca inflamatéria pélvica
(DIP), infertilidade, gravidez ectépica e epididimites **°.

A familia Chlamydiaceae é constituida de um género deno-
minado Chlamydia, que apresenta trés espécies patogénicas
ao homem, Chlamydia trachomatis, Chlamydia pneumoniae
e Chlamydia psittaci. C. trachomatis é o agente causador do
tracoma que pode levar a cegueira na espécie humana, cau-
sa a uretrite ndo-gonocécica e o linfogranuloma venéreo
(LGV), outra DST. C. pneumoniae e C. psittaci sao agentes
etiol6égicos de grande parte das infeccoes respiratérias®.

C. trachomatis sao bactérias do tipo cocos Gram-negativos
que variam de 0,2 a 1,5 pm de tamanho **** e atuam como
parasitas intracelulares obrigatérios de células eucariéticas,
sendo incapazes de sintetizar ATP. Infectam somente células
humanas e sao usualmente transmitidas via contato sexual °.
Bactérias do género Chlamydia possuem um ciclo de de-
senvolvimento peculiar caracterizado pela replicacao den-
tro do citoplasma da célula hospedeira. Durante este ciclo
de vida bifasico ocorre a formacao de duas estruturas bem
distintas: os corpos elementares (CE) e os corpos reticula-
res (CR). Os CE sao adaptados a sobrevivéncia extracelu-
lar e a iniciar o processo de infeccdo. Apés a adesao a cé-
lula eucariética, os CE entram na célula por endocitose e
permanecem em vacuolos intracelulares denominados cor-
pos de inclusao. Em seguida, os CE mudam para uma for-
ma metabolicamente ativa originando os CR, os quais
estdo adaptados a multiplicacao intracelular ">,

As manifestacoes clinicas das infecc¢oes por C. trachomatis
sdo produzidas em conseqiiéncia da destruicdo direta das
células durante a multiplicacao bacteriana intracelular e da
resposta inflamatoéria do hospedeiro ™. Apesar de C. tracho-
matis ser antigenicamente complexa, a bactéria expressa
dois antigenos que estdo relacionados ao diagnostico e a
patogénese, um lipopolissacarideo de superficie (LPS) e a
proteina de membrana externa MOMP (“Major Outer
Membrane Protein”)*. Variantes sorolégicas com base no
LPS sao encontradas para C. trachomatis, de modo que os
sorotipos A-C colonizam preferencialmente os olhos e cau-
sam o tracoma, sorotipos D-K colonizam o trato genital e
causam infecgoes genitais e os sorotipos L1-L3 causam o
linfogranuloma venéreo (LGV)?*. Assim como os lipopolissa-
carideos, a proteina MOMP codificada pelo gene omp1, es-
ta presente em todas as espécies patogénicas de Chlamy-
dia. MOMP é muito usada para determinacdo genotipica de
C. trachomatis, o gene ompl apresenta cinco regioes con-
servadas e quatro varidveis (VDI e VDIV) que diferem con-
sideravelmente entre as espécies de Chlamydia* *.

C. trachomatis, através de seus sorotipos, pode causar do-
encas em adultos, criancas e neonatos de ambos os sexos,
sendo os quadros clinicos superficiais ou profundos, pro-
movendo algumas vezes seqiielas graves e irreversiveis®.
Varios métodos estao disponiveis para a detecgédo de C. tra-
chomatis em amostras de material biolégico através de
exame direto (Giensa), cultura de células, imunofluores-
céncia direta, métodos imunoenzimaticos e os métodos de
amplificacdo de acidos nucléicos. A partir de 1980, a tecno-
logia de deteccdao de &cidos nucléicos encontrou ampla
aplicacao no diagnéstico de infeccao por bactérias do gé-
nero Chlamydia em funcao da rapidez e sensibilidade e por
nao depender da viabilidade da amostra *®*%,

A grande vantagem de técnicas de amplificacao do DNA é
a sensibilidade (98% a 99% em relacao aos demais méto-
dos) e a possibilidade de se utilizar urina para a detecgao
de DNA de clamidia’. O teste COBAS — Amplicor Chlamy-

306

dia trachomatis/Neisseria gonorrhoeae (CT/NG) test (Ro-
che Diagnostic Systems) € um teste qualitativo in vitro pa-
ra deteccao de C. trachomatis em urina de individuos de
ambos os sexos e em amostras de secrecao endocervical e
uretral. Este teste consiste de um ensaio multiplex que per-
mite a amplificagcdo simultanea de DNA alvo de C. tracho-
matis e Neisseria gonorrhoeae, além de um controle inter-
no. Para a identificacao de C. trachomatis o teste baseia-se
na amplificacao de dcidos nucléicos por Reacao em Cadeia
da Polimerase usando oligonucleotideos biotinilados, hibri-
dizacdo de &cidos nucléicos amplificados com sondas oli-
gonucleotidicas especificas dos alvos e deteccao dos pro-
dutos amplificados e fixos a sonda por determinacao colo-
rimétrica'. A seqliéncia alvo que é amplificada correspon-
de a 207 pb de parte do gene de viruléncia que codifica
uma Integrase e estd presente em um plasmideo criptico
que tem 7,8 kb e ocorre em aproximadamente 10 cépias
por célula da bactéria C. trachomatis. A identificacdo de
um alvo plasmidial aumenta a sensibilidade do método
comparado com o uso de alvos cromossomais de c6pia Uni-
ca, como por exemplo o gene omp1*.

As infeccoes causadas por C. trachomatis sao freqiientes,
assintomédticas e com complicacdes relacionadas com infer-
tilidade em um grande nimero de casos. Os métodos de
deteccao mais utilizados sao complexos e laboriosos. A
aplicacdo e validacdo de métodos moleculares favorecem o
diagnéstico rdpido e preciso. O objetivo deste trabalho foi
validar o método de PCR - em tempo real para o diagnoés-
tico de C. trachomatis em amostras de urina e secregao en-
docervical e uretral, usando o método de PCR COBAS -
Amplicor® Chlamydia trachomatis test (Roche Diagnostic
Systems) como ferramenta de controle e comparacao nos
experimentos.

MATERIAIS E METODOS

Amostras clinicas

Foram utilizadas 136 amostras obtidas de pacientes sub-
metidos a exame de deteccao de Chlamydia trachomatis no
Laboratério Alvaro S/A. Estas amostras foram oriundas de
secrecao endocervical, secregao uretral e urina. Swabs en-
docervical e uretral foram coletados em kits fornecidos pe-
lo Laboratério Alvaro com meio de transporte apropriado
para Chlamydia trachomatis (tampao), as urinas foram co-
letadas em frascos estéreis, urina de primeiro jato. As
amostras foram armazenadas a temperatura de 2 - 8°C e os
exames foram realizados em intervalo maximo de 48h.

PCR

A PCR foi realizada usando o kit de diagnéstico COBAS —
Amplicor Chlamydia trachomatis test (Roche Diagnostic
Systems) utilizando a amostra de acordo com as instrucoes
do fabricante. Para amostras endocervical e uretral, foi adi-
cionado 1 mL do diluente (tampao Tris-HCL, 6Mm de Clo-
reto de Magnésio, detergente e azida sédica) , os tubos fo-
ram misturados e agitados em vortex, em seguida incuba-
dos por 10 minutos a temperatura ambiente. Apés a incu-
bacao, 50 mL da amostra foi adicionado a cada tubo de
PCR que contem 50 ml da mistura para Chlamydia. Essa
mistura contém oligonucleotideos biotinilados (ct-cp24:
GGATTCCTGTAACAACAAGTCAGG e ct-cp27:
CCTCTTCCCCAGAACAATAAGAACAC) que amplifi-
cam uma seqliéncia plasmidial de 207 pb de C. trachoma-
tis. A amplificacao foi realizada em termociclador Gene-
Amp PCR System 2400 Applied Biosystems. Apds a ampli-
ficacao, as misturas de PCR foram desnaturadas com uma
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solucao de hidréxido de sédio e incubadas a temperatura
ambiente por 10 minutos, em seguida 25 mL da mistura foi
adicionada a uma microplaca revestida com sondas oligo-
nucleotidicas especificas para C. trachomatis conjugadas a
biotina. Apés 1h de incubacao a 37°C, as placas foram la-
vadas para remover as sondas nao aderidas e uma solucao
Avidina - Peroxidase de Ré&bano Silvestre foi adicionada.
Depois a placa foi incubada por 15 minutos a 37°C, e lava-
da. O conjugado Avidina — Peroxidase se fixa ao amplicom
marcado com biotina que foi hibridizado pelas sondas oli-
gonucleotidicas que se encontram fixas a placa. A placa é
lavada novamente para remover o conjugado nao fixo e
uma solucao de substrato contendo peréxido de hidrogénio
e 3,3',5,5" — tetrametilbenzina (TMB) é adicionada aos re-
servatorios. A peroxidase de rabano silvestre catalisa a oxi-
dacado de TMB em um composto colorido. A reacao é inter-
rompida pela adicao de um acido fraco, sendo determinada
a absorbancia em A=450 nm através de um leitor automati-
zado para microplacas (Leitor Bio-Tek, modelo ELx800).

PCR em tempo real

As amostras foram submetidas a extracao de DNA total
usando o kit comercial Qiagen (QIAamp® DNA Mini Kit
and QIAamp DNA Blood Mini Kit Handbook) seguindo as
recomendacoes do fabricante

Na técnica de amplificacdo de acidos nucléicos em tempo
real foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores ct-
cp24 e ct-cp27, ou seja, os mesmos aplicados com o Kit de
diagnéstico COBAS - Amplicor(Chlamydia trachoma-
tis/Neisseria gonorrhoeae (CT/NG) test (Roche Diagnostic
Systems). A reacao de PCR foi executada em um volume to-
tal de 25pl, a mistura contém 5pl de DNA, 12,5l de SYBR
Green I (Tag- polimerase, tampao, dNTP's e o corante SYBR
Green; Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Ger-
many), 0,5ul de cada primer e 6,511 de dgua deionizada. A
amplificacao e a deteccao do material foi feita em termoci-
clador Real Time Applied Biosystems usando o seguinte
programa, 95° C por 5 minutos, seguida de 49 ciclos (95°C
por 30 segundos, 60° C por 1 minuto) e 72° C por 10 minu-
tos. Os produtos obtidos foram também analisados em ele-
troforese com gel de agarose a 2%. Os resultados da andli-
se foram comparados com o Kit de diagnéstico COBAS —
Amplicor(Chlamydia trachomatis/Neisseria gonorrhoeae
(CT/NG) test (Roche Diagnostic Systems (Roche).

RESULTADOS

A infeccgdo por Chlamydia trachomatis é uma das doencas
sexualmente transmissiveis mais comuns em todo o mun-
do. As infeccoes podem afetar os olhos, os pulmoes, ou a
area urogenital, dependendo da idade da pessoa infectada
e como a infeccgao é transmitida. As secrecoes endocervical
e uretral e a urina podem facilmente ser selecionados para
deteccao de C. trachomatis. Os testes de amplificacao dos
acidos nucléicos sdo considerados atualmente como os mé-
todos mais sensiveis para deteccao do patégeno.

Foram analisadas e comparadas 136 amostras para a de-
teccao de C. trachomatis. Deste grupo, 61 swabs de secrecao
endocervical, 14 de secrecao uretral, e 61 amostras de urina.
Neste trabalho foram consideradas verdadeiramente posi-
tivas (VP) ou verdadeiramente negativas (VN) as amostras
identificadas com o teste de diagnéstico COBAS - Ampli-
cor( (Roche), usado como padrao ouro. A PCR em tempo re-
al e o teste COBAS - Amplicor( (Roche) foram igualmente
sensiveis para diagnostico de C. trachomatis em amostras
de secrecao uretral (Tabela 1). Entretanto, em amostras de
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urina e secrecao endocervical o teste COBAS - Amplicor(
(Roche) mostrou 57% e 33% de positividade, respectiva-
mente, contra 47% e 24% de positividade, obtidos para as
mesmas amostras com a PCR em tempo real (Tabela 1).
Diagnésticos de C. trachomatis a partir de amostras de uri-
na e secrecao tém sido comparados por diferentes autores,
e demonstram que a sensibilidade de identificacao de C.
trachomatis por PCR em tempo real em amostras endocer-
vicais é ligeiramente maior do que aquela obtida em amos-
tras de urina*’. Neste trabalho n6s mostramos que o teste
em validacao apresentou uma sensibilidade de 85% para
amostras de urina, 80% para amostras de secrecao endo-
cervical e 100% para amostra de secrecao uretral, compa-
rando com o nosso padrao ouro, mostrando que a sensibili-
dade alcancada com o método é uma sensibilidade apro-
priada para fins diagnésticos (Tabela 2) j& que a sensibili-
dade dos testes considerados de nao amplificacao de aci-
dos nucléicos (cultura de células, imunofluorescéncia dire-
ta, métodos imunoenzimdticos e exame direto) € menor .
A caracteristica comum entre os testes de amplificacao de
acidos nucleicos é que este esta projetado para amplificar
as seqliéncias dos acidos nucléicos que sao especificas pa-
ra o organismo que estd sendo detectado. Diferente dos ou-
tros métodos diagnésticos presentes na rotina clinica, os
testes de amplificacao nao requerem organismos vidaveis. A
sensibilidade aumentada desses testes € atribuida a sua
habilidade de produzir um sinal de amplificacdo minimo a
partir de uma tnica cépia do DNA do alvo ou do RNA ™.
Verifica-se também uma especificidade de 100% em um
valor preditivo positivo de 100% para os diferentes materi-
ais clinicos estudados (Tabela 2).

TABELA |
Percentagem de amostras positivas e negativas de acor-
do com o método utilizado e a espécime clinica.

Amostra COBAS Amplicor PCR em tempo real Total
®Roche) de amostras
Positivas Negativas Positivas Negativas
Urina 35 (57%) 26 (43%) 29 (47%) 32 (53%) | 61 amostras
Secregao 20 (33%) 41 (67%) 15 (24%) 46 (76%) | 61 amostras
Endocervical
Secregao 7 (50%) 7 (50%) 7 (50%) 7 (50%) 14 amostras
uretral
TABELA 11

Sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e
valor preditivo negativo do PCR em Tempo Real.

Método Tipo de Sensibilidade | Especificidade Valor Valor
utilizado amostra (%) (%) Preditivo Preditivo
Positivo Negativo

Urina 85% 100% 100% 81%

PCRem Secregao 80% 100% 100% 89%

tempo real | endocervical
Secregao 100% 100% 100% 100%
uretral
DISCUSSAO

A maior dificuldade no diagnéstico da infeccao por
Chlamydia trachomatis é o cardter assintomatico desta. A
escolha da PCR na deteccao de C. trachomatis em amostras
clinicas estd fundamentada na maior sensibilidade e espe-
cificidade de métodos de biologia molecular frente aos mé-
todos de imunodeteccao? Comparados ao isolamento do

307



patégeno em cultivo celular, os métodos moleculares sao
mais rapidos, apresentam maior sensibilidade e especifici-
dade, além de nao exigirem cuidados de armazenamento
para conservar a viabilidade das amostras®.

A amplificacao de DNA, na deteccao de C. trachomatis € o
método de eleicao por sua maior sensibilidade9, especial-
mente quando dirigida ao plasmidio criptico da bactéria
presente em 7 a 10 cépias por célula®. A vantagem da PCR
em tempo real em ralacao a PCR COBAS Amplicor® que é
qualitativa, é a facilidade de quantificacdo, maior sensibi-
lidade, maior precisao, reprodutibilidade e acuracia, velo-
cidade na andlise, melhor controle de qualidade no proces-
so e menor risco de contaminacao **. No presente trabalho
noés obtivemos menor sensibilidade do método de PCR em
tempo real para identificacao de C. trachomatis nas amos-
tras de secrecao endocervical e urina. Isto poderia estar re-
lacionado ao maior nimero de passos pré-analiticos utili-
zados na andlise. J& que o teste COBAS - Amplicor® (Ro-
che) é padronizado para andlise de material clinico direto,
na PCR em tempo real as amostras de DNA plasmidial fo-
ram extraidas usando um kit de extracao de DNA total
(Qiagen). A utilizacao de um kit de extracao de DNA plas-
midial seria mais recomendada neste caso, seguida de ana-
lise por PCR em tempo real. Entretanto, dados da literatu-
ra mostram que variantes livres do plasmideo de C. tracho-
matis podem ser encontradas em amostras clinicas e estas
nao podem ser detectadas se apenas o DNA plasmidial
bacteriano for usado para amplificacao do DNA alvo®. As-
sim, para eliminarmos possibilidades de resultados falsos
negativos utilizamos um método de extracao de DNA total
das amostras clinicas.

Uma outra vantagem a ser destacada, é a habilidade dos
testes de amplificacao de acidos nucléicos de detectar C.
trachomatis em amostras de facil coleta, como a urina, eli-
minando a necessidade de técnicas invasivas para a ob-
tencao do material clinico. Uma desvantagem desta técni-
ca é que as amostras podem conter inibidores da amplifi-
cacao levando a obtencao dos resultados falso-negativos.
Assim, a padronizacao da metodologia e o uso de controles
sdo indispensdveis ao processo.

Na validacao do método de PCR em tempo real para C. tra-
chomatis, obtivemos 85% de sensibilidade e 100% de es-
pecificidade quando comparada com o PCR COBAS - Am-
plicor® (Roche) sugerindo que ambas as técnicas sao alta-
mente eficazes e confidaveis para diagnosticar esse patége-
no, podendo oferecer a clinicos uma indicacdo mais clara
para o tratamento da infeccgao.
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Perfil dos casos de meningite bacteriana e viral na
regiao do Alto Uruguai, RS*

The profile of the cases of bacterial and viral meningitis at Alto Uruguay region, RS

Darieli Alves Moreira’, Carla Caprini Totti’, Viviane Camara dos Reis?,
Vanusa Manfredini® & Luciane C Mylius*

/RESUMO - As meningites consistem no comprometimento infeccioso do SNC e das meninges por microrganismos patogénicos. Cons-\
tituem um sério problema em saide publica, sendo uma importante causa de mortalidade. Este trabalho trata-se de um estudo obser-
vacional, retrospectivo, de delineamento transversal, cujo objetivo foi tracar o perfil dos casos de meningite, na regido do Alto Uru-
guai, durante o periodo de 2000 a 2006, enfatizando a analise das alteracoes liqiidricas e os sinais clinicos que caracterizam os casos
de meningite viral e bacteriana. Para isso, os dados foram obtidos das fichas de notificacao fornecidas pela 11¢ CRS correspondentes
ao periodo de andlise. Foram identificados 33 pacientes com diagndstico de meningite, havendo a prevaléncia da etiologia nao-iden-
tificada, com 40% de incidéncia. Observou-se a prevaléncia do sexo masculino em 70% e a idade média de 17 anos sendo, a distri-
buicao percentual dos pacientes com meningite viral e bacteriana em relacao a faixa etaria, com maior freqiiéncia em individuos aci-
ma de 10 anos. A prevaléncia de febre, sequida de cefaléia e vomito constituem a triade da meningite. Também, constatou-se que as
caracteristicas liqiiéricas seguem um padrao bem definido para as meningites bacteriana e viral, reforcando a necessidade de estudos
mais abrangentes em diferentes regioes e com maior periodicidade, a fim de se evitar que esta doenca volte a promover a mortalida-
de da populacgao.

PALAVRAS-CHAVE - meningite bacteriana, meningite viral, satde publica. J

SUMMARY - The meningitis consists of an infectious danger of the CNS and also the meninges by pathogenic microorganism. The)x
constitute serious problem in public health, being an important cause of mortality. This is an observational and retrospective study of
transversal line, which objective was to trace the profile of the cases of meningitis at Alto Uruguay region during the period of 2000
to 2006, emphasizing the analyzes of liquor alterations and the clinic signals which characterize the viral and bacterial meningitis. For
that reason the data was collected from the notification form supplied by 11° CRS corresponding to the analyzed period. It was iden-
tified 33 patients with meningitis diagnosis; there was the prevalence of non-identification etiology, with 40% of incidence. It was ob-
served the prevalence of the male 70% and the average of age was 17 years old in the identified cases, being the average of the pa-
tients with viral and bacterial meningitis in relation to the age, bigger in the age of 10 years old. The prevalence of fever, followed by
cephalic and vomit which constitute the triad of the meningitis. It was also observed that the liquor which characteristic follows a de-
fined pattern for the bacterial and viral meningitis, reinforcing the necessity of more widely studies in different regions and with mo-

KEYWORDS - bacterial meningitis, viral meningitis, public health

re frequently, so that it can be avoided and this sickness does not back to promote the population’s mortality.

/

INTRODUCAO

meningite consiste basicamente na ocorréncia de um

processo infeccioso ou nao das meninges.* Essa doenca
pode ser de evolucao aguda; particularmente causada por
bactérias (principalmente a Neisseria meningitidis (menin-
gococo), Haemophilus influenzae e Streptococcus pneumo-
niae), virus (Enterovirus, Arbovirus, Virus da Caxumba e ou-
tros) ou de evolucao cronica, quando produzida por protozo-
arios, espiroquetas, helmintos, fungos ou micobactérias.*
A doenca meningea é uma sindrome que se caracteriza por:
febre, cefaléia intensa, vomito e sinais de irritacao nas me-
ninges (rigidez de nuca, sinal de Kerning, sinal de Brud-
zinski, sinal de Laségue), acompanhadas de alteracdes do
liquido cefalorraquidiano (LCR).° Esta doenca esta relacio-
nada com uma série de complicacdes tanto imediatas quan-
to tardias, que podem culminar com danos irreversiveis ao
Sistema Nervoso Central (SNC) ou levar ao 6bito.*
Segundo a Organizacao Mundial da Satde (OMS), durante
a década de 90, foram notificados em média 28 mil casos por
ano de meningites de todos os tipos no Brasil.® No entanto, as
taxas de mortalidade desta patologia variam, amplamente,
desde 2% em criancas até 20 a 30% em neonatos e adultos."
O processo inflamatério da meningite ocorre dentro do es-
paco subaracnéideo, que é ocupado pelo LCR.* Este liquido
consiste num sistema fisiolégico destinado a distribuir nutri-

entes pelo tecido nervoso, retirar residuos metabdlicos e ser-
vir de barreira mecéanica para o amortecimento dos trauma-
tismos que atingem o encéfalo e a medula.” Desta forma, é
considerado o melhor elemento para a pesquisa diagndstica
de meningite, pois participa ativamente na resolucao do pro-
cesso infeccioso, seja facilitando o transporte de elementos
imunitdrios sangtiineos as meninges e ao SNC, seja veicu-
lando antimicrobianos administrados terapeuticamente.*
As meningites de origem infecciosa, causadas por virus e bac-
térias sao as mais freqlientes do ponto de vista de satde pu-
blica, pela magnitude de sua ocorréncia, potencial de trans-
missdo, patogenicidade e relevancia social.®

Dada a importancia dos dados descritos sobre meningites no
Brasil, sua repercussao nos servicos de saude e a falta de tra-
balhos na regidao do Alto Uruguai (RS), verificou-se a necessi-
dade de estudar a prevaléncia desta doenca.

As alteracdes liqiiéricas nos casos notificados desta regiao
fundamentam e aprimoram propostas de controle e monitora-
mento mais adequados, uma vez que o problema das menin-
gites continua sendo uma questdo séria em satude publica.

OBJETIVO

Tracar o perfil dos casos de meningite na regiao do Alto
Uruguai, que compreende 31 municipios, ao norte do Esta-
do do Rio Grande do Sul, durante o periodo de 2000 a 2006,

Recebido em
Aprovado em
Este trabalho foi realizado junto a 11° Coordenadoria Regional de Saude/RS e Laboratério de Analises Cito-hematolédgicas e Microbioldgicas da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS)
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*Professora titular da disciplina de Andlises Citolégicas da UFRGS.
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enfatizando a andlise das alteracgoes liqtiéricas e os sinais
clinicos que caracterizam os casos de meningite bacteriana
e viral ocorridos nesta regiao.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi desenhado de forma observacional, retros-
pectivo e de delineamento transversal. Os dados foram ob-
tidos pelas fichas de investigacao de meningite, fornecidos
pela 11° Coordenadoria Regional de Satde (CRS), notifica-
dos durante o periodo de 01 de janeiro de 2000 a 31 de de-
zembro de 2006. A partir destas, fichas foram analisados os
seguintes sinais e sintomas clinicos: febre, cefaléia, vomi-
tos, convulsoes, rigidez de nuca, abaulamento de fontane-
la, e os sinais de Brudzinski e Kerning. Todos os pacientes
foram sujeitos a puncao lombar e a andlise citolégica do li-
quor. Realizou-se contagem total e diferencial de leucéci-
tos e hemadcias, como também, foram determinadas glice-
mia e proteinas totais.

Adotou-se como critério para o diagnéstico das meningites:
Bacteriana: pleocitose (em geral acima de 1000 células /
mm? podendo apresentar valores inferiores, como na me-
ningite meningocdécica ou em fase inicial da meningite)
com predominio de neutréfilos, proteinas elevadas (em ge-
ral > 100 mg/dL), glicorraquia (< 40 mg/dL ou relagao gli-
corraquia / glicemia < 0,3) e a andlise bacteriolégica inclu-
iu a bacterioscopia pelo Gram e a cultura do LCR.

Viral: pleocitose (de 10 a 200 células / mm?®) com predomi-
nio de linfomondcitos, glicorraquia normal (> 45 mg/dL ou
relacao glicorraquia / glicemia> 0,6), proteinas normais (<
40 mg/dL) ou discretamente aumentadas, com auséncia de
bactérias na bacterioscopia e cultura de LCR negativa. Co-
mo critério de confirmagdao de meningite viral foi utilizada
a citoquimica.

Os dados colhidos foram analisados com o programa Mi-
crosoft Excel e os gréficos no Microsoft Word.

RESULTADOS

No periodo de 01 de janeiro de 2000 a 31 de dezembro de
2006 foram identificados 33 casos de meningite notificados
pela 11° Coordenadoria de Saude, na regiao do Alto Uruguai.
Destes, 13 casos (40%) de meningite de etiologia ndo especi-
ficada, 10 casos (30%) de etiologia bacteriana, 8 casos (24 %)
de etiologia viral e 2 casos (6%) de outras etiologias (Figura 1).
Em relacao ao sexo dos pacientes com meningite ocorridos
na regiao do Alto Uruguali, verificou-se que dos 33 (100%)
casos notificados, 23 (70%) pertenciam ao sexo masculino
e, 10 (30%) pertenciam ao sexo feminino.

A idade dos pacientes analisados apresentou uma média
de 17 anos. Observou-se que existiram mais casos de me-
ningite em pacientes com idade superior a 10 anos, 26 ca-
sos (78%) e, em menor proporcao, na faixa etaria de 1 a 10
anos, 7 casos (22%). A distribuicao percentual dos pacien-
tes com meningite bacteriana em relacao a faixa etdria foi
de 8 (80%), em individuos maiores de 10 anos, e 2 (20%),
em idade, entre 1 e 10 anos. J& nos casos de meningite vi-
ral, observou-se que a percentagem dos casos com idade
superior a 10 anos foi de 5 (62%) e 3 (38%) em individuos
com faixa etdria de 1 a 10 anos.

A taxa de mortalidade apresentada, em relacao ao total de
casos de meningite notificados, foi de 3 casos (9%). Destes,
1 caso (33%) foi decorrente de meningite de etiologia nao-
especificada e 2 casos (67 %) de meningite bacteriana por
Streptococcus pneumoniae.
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Os sinais clinicos dos casos em andlise foram investigados
de acordo com a presenca dos mesmos em cada caso e dis-
tribuidos em percentagem. Entre os sinais e sintomas clini-
cos mais freqlientes destacam-se: febre, cefaléia, vomito,
rigidez de nuca e outros nao especificados. Em menor fre-
qliéncia, observou-se crises convulsivas, sinais de Ker-
ning/Brudzinski, petéquias e o coma (Figura 2).

A anélise citolégica do LCR, dos casos de meningite de ori-
gem infecciosa causada por virus e bactérias, que sao os
agentes etioldgicos mais freqiientes em saude publica, mos-
trou ser um elemento de grande importancia para o diagnos-
tico e o esclarecimento da sindrome meningea (Figuras 3 e 4).

24%

Figura 1: Percentagem dos tipos de meningites notificadas pela 11°
Coordenadoria de Satide do Alto Uruguai durante o periodo de 2000 a 2006.

Porcentagem

Figura 2: Distribuicao dos sinais e sintomas clinicos dos casos
de meningite na regiao do Alto Uruguai.
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Figura 3: Distribuicdo da média dos valores obtidos de acordo
com a analise citolégica e bioquimica do LCR de pacientes com
meningite bacteriana.

Leucocitos Neutréfilos Monécitos Linfocitos Hemacias Glicose Proteinas Cloreto

Figura 4: Distribuicao da média dos valores obtidos de acordo
com a andlise citolégica e bioquimica do LCR de pacientes com
meningite viral.
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DISCUSSAO

A etiologia mais freqiiente das meningites em todo o mun-
do é a viral.” No entanto, o predominio de meningite de
etiologia nao-especificada, em 40% dos casos deste estudo,
enfatiza a necessidade de observar os procedimentos de
coleta, transporte e/ou processamento do LCR, uso de me-
dicamentos antes da puncao, falta de acesso a servicos de
saude adequados ou a sensibilidade das técnicas utilizadas
para a identificacdo dos agentes etiolégicos. Outro estudo
também relata esse fato.20 Dessa forma, tal resultado pode
refletir problemas no processo de assisténcia e exercer
efeito negativo sobre o prognéstico da doenga.’

O predominio evidenciado do sexo masculino em relagao
ao feminino coincide com dados existentes na literatura.'®®’
Essa prevaléncia, de acordo com Martinello e colaborado-
res (2005), " parece estar relacionada a uma base genética
implicada na susceptibilidade desse género a infeccoes.
No Brasil, segundo Santos e Netto (2005), '* as meningites
ocorrem com grande frequiéncia e atingem, principalmen-
te, criancas de menor idade. No entanto, a baixa prevalén-
cia de meningites, principalmente a bacteriana, em cri-
ancas na regidao do Alto Uruguai, pode estar relacionada a
eficacia da vacinacao, principalmente quando héd uma si-
tuacao suspeita e, também, pode refletir a qualidade da as-
sisténcia prestada pela vigilancia epidemiolégica e pelas
unidades prestadoras de assisténcia nessa regiao.

Com o advento da terapéutica, a letalidade das meningites
decresceu de um indice de 90% para um nivel em torno de
10 a 20%, o qual permanece atualmente.” Dessa forma, a ta-
xa de mortalidade de 9% encontrada no presente estudo é
condizente com a taxa de mortalidade relatada na literatura.
Os sintomas mais freqlientes associados a meningite sao a
cléassica triade: febre, vomito e cefaléia." Segundo Romanel-
li e colaboradores, ° em trabalho publicado (2002), a febre é
o sintoma mais frequente e consistente em casos de menin-
gite, aparecendo em 76 a 100% dos casos. De acordo com
Martinello e colaboradores (2005), '* a rigidez de nuca € en-
contrada em mais de 50% dos pacientes e € um sinal patog-
nomonico de irritacdo meningea é de grande valor diagnoés-
tico de meningite. Também relataram que as crises convul-
sivas podem estar presentes em 20 a 30% dos pacientes.
Entretanto, Trocéli em 1998,% observou que 70,2% dos ca-
sos do seu estudo apresentaram apenas rigidez de nuca, ou
tiveram a presenca de rigidez de nuca, sinais de Kerning e
Brudzinski, sendo que a presenca de um destes dois ulti-
mos sinais de forma isolada foi minima, exatamente como
o observado no presente trabalho. Dessa forma, o perfil dos
casos de meningite analisados neste estudo, corrobora o
achado de outros autores.”

O exame do LCR vem sendo usado como diagnéstico des-
de o final do século XIX, contribuindo significativamente
para confirmacao de patologias neurolégicas.® Os testes re-
alizados no LCR, se corretamente interpretados, podem fa-
zer do mesmo uma ferramenta de grande valor para o di-
agnostico da sindrome meningea.*®

Normalmente o LCR contém até 5 células/ mm?® , quase to-
das representadas por linfécitos.”? A identificacdo etiologi-
ca das meningites nao constitui tarefa de facil execucgéao, no
entanto, apdés intimeros estudos, pode-se estabelecer al-
guns critérios para a identificacdo das meningites com én-
fase para as etiologias bacteriana e a viral, as quais ainda
constituem um sério problema de satude publica.

Estudos como os de Lucena e colaboradores (2002),° Cam-
péas e Campeads (2003),*> Tavares e Marinho (2005);" utili-
zam como critérios para a meningite bacteriana a cultura,
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coloracao pelo método de Gram no LCR ou a celularidade =
1000 células/mm?® com predominio de neutréfilos, valores de
glicose diminuidos, (= 45 mg/dL) e as proteinas com valores
aumentados (> 45 mg/dL). E importante ressaltar que esses
critérios foram observados neste estudo através da analise
do LCR, os quais foram apresentados anteriormente.

No entanto, ressalta-se que os diferentes exames utilizados
para a identificacao no LCR mostraram que a maior parte
dos pacientes, 8 (80%) com diagnoéstico definitivo de me-
ningite bacteriana, foi positiva em dois exames, com alta
sensibilidade para o latex, quando comparado com a cultu-
ra, a qual foi usada como “padrao ouro”. Entretanto, a mai-
or especificidade foi o Gram.

Estes dados sugerem a importancia da utilizacao de varias
técnicas para aumentar a certeza diagnostica desta patologia.
Como critérios para o diagnéstico da meningite viral, os
dados liquiéricos caracteristicos incluem pleocitose (de 10 a
200 células/ mm?®) com predominio de linfomononucleares.”
O exame precoce pode revelar um LCR acelular, ou seja,
pode haver inicialmente predominio de polimorfonuclea-
res. Porém, essa caracteristica nao é duradoura.! Esta cos-
tuma regredir em poucos dias, dando lugar ao predominio
de mononucleares.” Uma vez que os agentes virais nao
consomem glicose, a glicorraquia apresenta-se normal (>
45mg/dL); da mesma forma, as proteinas encontram-se
normais ou discretamente aumentadas.”” Também, na me-
ningite viral ha auséncia de bactéria na bacterioscopia,
cultura do liqiior e o teste do latex é negativo.

E importante ressaltar que a confirmacao do diagnéstico de
meningite viral foi realizada através da citoquimica; no en-
tanto, nédo foi possivel realizar o diagnéstico etiolégico dos
casos desta patologia.

De acordo com o relato de outras pesquisas realizadas no
Brasil, ainda sao poucos os estudos sobre as etiologias em
casos de meningites, muito embora exista a notificacao e a
investigacdo dos casos. Sabe-se, ainda, que é baixa a espe-
cificidade do diagnéstico etiolégico, o que dificulta o co-
nhecimento dos principais causadores das meningites. Di-
ante da necessidade de diagnéstico dos agentes etiolégicos
desta patologia, sugere-se a realizacao de trabalhos mais
abrangentes em diferentes regidoes e com maior periodici-
dade, para evitar que esta doenca continue com alta mor-
talidade na populacao.
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Importancia da identificacao das mutacoes do proto-
oncogene RET e sua atuacao no desenvolvimento dos
diversos fenoétipos das neoplasias enddécrinas
multiplas tipo 2*

Importance of RET proto-oncogene mutations identification and its performance in the

development of the multiples endocrines neoplasias type 2 several phenotypes

Vanessa Cristina de Oliveira’; Willian Pedrosa de Lima? Frederico Scott Varela Malta®;
Victor Cavalcanti Pardini* & Alessandro Clayton de Souza Ferreira®

/RESUMO - A hereditariedade autossomica dominante da neoplasia enddcrina multipla tipo 2 (NEM 2) relaciona-se a ativacao do prox
to-oncogene RET, através de mutacoes missense. As mutacoes do RET sao encontradas em 95% dos casos indices de NEM 2 e apre-
sentam relacao direta entre sua localizacao codon especifica e os diversos fenétipos desenvolvidos, dentre eles, carcinoma medular da
tire6ide, feocromocitoma e/ou hiperparatireoidismo. Baseando-se em analises bioquimicas e genéticas, é possivel efetuar um diagnés-
tico prematuro, viabilizando a intervencao cirirgica em tempo habil. A periodicidade da monitorizacao bioquimica é ditada pelo fe-
nétipo presente, pelas manifestacoes clinicas familiares e pelo genétipo RET. A recomendacao da analise genética deve ser feita a to-
dos individuos afetados e também a seus ascendentes e descendentes diretos, caso alguma mutacao esteja presente; permitindo iden-
tificar os portadores de mutacoes RET, previamente ao inicio da sintomatologia. Neste trabalho, serdao discutidos os aspectos molecu-
lares dos diversos fenétipos da NEM 2, bem como a importancia da identificacao genotipica do proto-oncogene RET e sua interagao
com os testes bioquimicos visando o diagnéstico precoce, prevencao, monitorizacao, screening familiar e, portanto, maior sobrevida
do paciente.

PALAVRAS-CHAVE - Proto-oncogene RET, NEM 2A, NEM 2B, CMT, Anélise genética. /

/SUMMARY - The dominant autossomic hereditarity of the multiple endocrine neoplasia type 2 (MEN 2) is related to RET proto-onco-
gene activation, through mutations missense. RET mutations are found in 95% of MEN 2 index cases and present direct relation bet-
ween its specific localization codon and the diverse developed phenotypes, among them, medullary thyroid carcinoma, pheochro-
mocytoma and/or hyperparathyroidism. Being based on biochemists and genetics analyses, it is possible to perform a premature di-
agnosis, making possible a surgical intervention in the right time. The biochemist monitoring regularity is determined by present phe-
notype, the familiar clinical manifestations and RET genotype. The recommendation of the genetic analysis must be made to all affec-
ted individuals and also their ascendants and descendants, in case some mutation is present, allowing to identify the RET mutations
carriers previously to the beginning of the symptomatology. In this work, the molecular aspects of MEN 2 diverse phenotypes will be
discussed, as well as the importance of the RET proto-oncogene genotypic identification and its interaction with the biochemists tests

aiming the precocious diagnosis, prevention, monitoring, familiar screening e, therefore, the patient’s longer survival.
KEYWORDS - RET proto-oncogene, MEN 2A, MEN 2B, MTC, Genetic analysis. /

INTRODUGAO

As neoplasias endécrinas multiplas tipo 2 (NEM 2) sao
sindromes de cancer, que podem apresentar carcinoma
medular da tireéide (CMT), feocromocitoma e/ou hiperpa-
ratireoidismo (HPT), o que justifica suas classificacoes con-
forme as manifestacoes clinicas presentes, em NEM 2A,
NEM 2B e CMTF**’ (Tabela 1). A agressividade do CMT di-
fere entre estes subtipos, sendo que, em ordem crescente,
CMTF < NEM 2A < NEM 2B'. O desenvolvimento da NEM
2 esta freqiientemente relacionado a mutacoes distribuidas
ao longo do proto-oncogene RET, que o tornam ativado per-
manentemente. Sendo assim, hd uma forte associacao entre
o genotipo e o fenétipo da doenca NEM 247,

O carcinoma medular da tire6ide, responsavel por 5 a 8%
dos tumores malignos da tire6ide, é um tumor da crista
neural derivado das células C parafoliculares que produ-
zem principalmente calcitonina, antigeno carcinoembrio-
nario (CEA) e calcitonin gene-related peptide (CGRP)*’. O
CMT pode ter origem esporddica (75 a 80%) ou heredita-
ria (20 a 25%), com heranca autossémica dominante.
Quando hereditério, pode ocorrer isoladamente, caracteri-

zando o carcinoma medular da tireéide familiar (CMTF);
como componente das sindromes de neoplasia enddcrina
multipla tipo 2A e 2B ou ainda como outras formas heredi-
tarias. CMT é a primeira manifestacdo neoplésica da
NEM 2, devido a sua precocidade e alta penetrancia (90%)
e também a principal causa de morbidade'.

O feocromocitoma é um tumor unilateral ou bilateral das
células adrenais cromafins'?, produtor de catecolaminas e
metanefrinas, as quais podem causar hipertensao, quando
presentes em excesso no organismo'. O hiperparatireoidis-
mo (HPT) consiste na hiperatividade das glandulas parati-
redides, provocando aumento da producdao do hormoénio da
paratire6ide e levando a sinais e sintomas decorrentes da
hipercalcemia, hipercalcitria e osteoporose®.

O CMTF é caracterizado pela presenca isolada de CMT
em multiplos membros da familia (quatro ou mais). No en-
tanto, ha dificuldade de classificar familias com um ntume-
ro pequeno de casos de CMT sem outros fenétipos, porque
podem representar uma familia com poucos casos ou uma
familia com NEM 2A sem manifestacao de feocromocitoma
ou HPT. CMTF é considerada a NEM 2 de menor agressi-
vidade e de idade de manifestacao mais tardia*’.
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A NEM 2A, forma mais comum da NEM (90% dos casos)?,
surge frequiientemente entre os 30 e 50 anos. Inicialmente,
hé hiperplasia glandular que pode evoluir para adenomas®.
Provém das mutacdes do RET que modulam a dimerizagao
da proteina tirosino quinase, cujo resultado sao diferentes
fenétipos, que sdo denominados conforme as manifes-
tacoes clinicas presentes®? (Tabela 2).

A neoplasia endécrina multipla tipo 2B consiste numa va-
riante extremamente agressiva (5% dos casos), que se ma-
nifesta por CMT em 90% dos casos, feocromocitoma em
50%, além de anormalidades de desenvolvimento, incluin-
do hébitos marfanédides (dedos e extremidades longas),
ganglioneuromas na lingua, labios e olhos e distirbios do
trato gastrointestinal (diarréia, constipacao, obstrucao in-
testinal, etc)**%’. O HPT estd ausente, apesar de, ocasional-
mente, ocorrer hiperplasia da paratireéide®. Além de ser o
tipo de NEM 2 mais agressivo, sua idade de ocorréncia é
cerca de 10 anos mais precoce que NEM 2A%*7 e a inci-
déncia de mortes de pacientes jovens se deve as metasta-
ses do CMT® Na NEM 2B, hé alteracdo das propriedades
cataliticas da proteina RET".

A NEM 2, uma sindrome autossomica dominante com pe-
netrancia dependente da idade, esta relacionada ao estado
ativado do proto-oncogene RET, através de mutacoes mis-
sense localizadas principalmente nos exons 10, 11, 13, 14,
15 e 16'*°. As mutacoes do RET sao encontradas em 95%
dos casos indices de NEM 2, quando o screening genético
é desenvolvido rigorosamentel e tem sido consideradas
como a causa bdsica da NEM 2'°.

A forma de apresentacao dos diversos fenétipos da NEM 2
estd relacionada com a presenca de determinadas mu-
tacoes codon especificas. Com o desenvolver das pesquisas
e da amplitude de alteracoes genéticas relacionadas, tor-
na-se, muitas vezes, dificil acompanhar os avancos mole-
culares na area e direciond-los a cada paciente em seu ca-
rater particular. O intuito deste trabalho é oferecer uma
atualizacao dos aspectos moleculares das neoplasias endo6-
crinas multiplas tipo 2, bem como conscientizar sobre e
apresentar a importancia da identificacdao genotipica do
proto-oncogene RET e o valor da interacao desta com os
testes bioquimicos. Desta maneira, espera-se contribuir pa-
ra o diagnéstico precoce, a prevencao, a monitorizacao, o
screening familiar e, portanto, para a maior sobrevida do
paciente NEM 2 e sua familia.

A GENETICA DA NEM 2

Proto-oncogene RET

O proto-oncogene RET (Rearranged during Transfection)*™ é
composto por 21 exons', estd localizado no cromosssomo
10q11-q12? e codifica um receptor de tirosina quinase nas cé-
lulas neuronais e neuroepiteliais'*’. As func¢oes do RET - cres-
cimento, diferenciacdao ou resposta a sobrevida - em células
normais e tumorais sdo mediadas por uma série de comple-
xo0s, interligados por diversos receptores e substratos, que so-
frem influéncia tanto das mutacdes missense do proto-onco-
gene RET, quanto de inversoes, translocagoes ou alteracoes
cromossomicas®!. Portanto, ha diferentes vias de ativacdo do
RET, que terdo impacto direto no fenétipo da doenga’'*

A proteina RET é constituida por 3 dominios:

1. Dominio extracelular, constituido por regioes similares as
moléculas de adesao caderinas e regioes ricas em cisteinas,
é codificado pelos primeiros 11 exons do gene**. O dominio
altamente conservado de cisteinas tem papel central na ma-
nutencao das estruturas secundadria e terciaria do dominio
extracelular do RET, através da formacéao de ligacoes dissul-
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feto intramoleculares. Mutacoes nestas cisteinas, transcritas
dos codons 609, 611, 618, 620 do exon 10 e 634 do exon 11,
prejudicam as ligac¢oes intramoleculares e passam a favore-
cer ligacoes bissulfeto intermoleculares, viabilizando a di-
merizacao e fosforilacao da proteina tirosino quinase RET,
tornando-a ativa, mesmo na auséncia de ligantes ***”.

2. Dominio transmembrana

3. Dominio intracelular, com funcao na fosforilacao de resi-
duos tirosina envolvidos na interacao com moléculas alvos
e na ativacao de vias sinalizadoras celulares. Mutag¢oes nos
codons 768 e 790 do exon 13 e 804 do exon 14 estao loca-
lizadas na ou préximas a regido de ligacdao do ATP. Os ami-
nodacidos 883 e 918 dos respectivos exons 15 e 16 contém
os sitios de ligacao do substrato da tirosina quinase RET. As
mutacdes nestes codons alteram diretamente o sitio de re-
conhecimento do substrato no interior do dominio tirosino
quinase*’, aumentando sua afinidade com o ligante ou al-
terando sua especificidade, o que resulta numa variante
precoce de CMT, frequentemente fatal, quando acomete
nédulos linféticos e érgaos a distancia®.

Genoétipo versus Fenoétipo

A determinacdao dos diferentes fendtipos relatados para as
mutacoes no proto-oncogene RET pode ser justificada pela
inducao diferenciada da dimerizacao do receptor. Portanto,
as mutagoes codons especificas do RET tém relacdo direta so-
bre os diversos fenétipos da NEM 2 (Tabela 3), observando
que a freqiiéncia de cada mutacao é estipulada pelo back-
ground genético da populacdao em estudo e que a agressivi-
dade do tumor relaciona-se ao tipo de mutacao apresentada.

eExons 10 e 11

As mutacoes dos exons 10 e 11, encontradas em mais de
98% e 80% das familias com NEM 2A e CMTF, respectiva-
mente, provocam substituicdes dos residuos de cisteina por
vdrios outros aminodacidos*.

As mutacoes germinativas nos dominios de cisteinas do
exon 10 - codons 609, 611, 618 e 620 - parecem impor uma
ativacao mais fraca do proto-oncogene RET, resultando em
processo maligno tardio, tanto em NEM 2A quanto em
CMTF'°, Alguns estudos indicam que as mutagdes 609,
618 e 620 oferecem menor risco de feocromocitoma e HPT,
provavelmente pelo fato da paratireéide ser menos sensi-
vel a ativacao do RET*.

A mutacao germinativa no dominio de cisteina do exon 11
- codon 634 - produz uma ativacao extremamente forte do
proto-oncogene RET, direcionando para desenvolvimento
mais precoce de CMT, além de predispor a feocromocito-
ma, HPT e CMTF*’, principalmente C634Y". Quando esta
mutacdo ocorre em um individuo, o médico deve estar aler-
ta para uma grande probabilidade de desenvolvimento de
feocromocitoma e/ou HPT em membros da familia®. A mai-
or freqiiéncia de HPT se deve a mutacao 634, principal-
mente C634R"?. Assim, pode-se dizer que esta mutacao é
responsavel pela grande freqiiéncia deste fenétipo - cerca
de 87% dos pacientes*®. Em mais de 50% dos casos, a cis-
teina 634 é substituida por uma arginina (C634R)*’.
Conforme pode ser visualizado na tabela 3, a cisteina refe-
rente ao codon 634 pode ser substituida por outros 6 ami-
nodcidos, que estdao associados a diferentes fenétipos. Ha
indicios que o genétipo C634R responde pelo acometimen-
to precoce de nédulos linféticos e metéstases a distancia e,
conseqientemente, pela maior mortalidade, quando com-
parado aos genétipos C634Y e C634W na populacao brasi-
leira, evidenciando que a substituicao de um tnico nucle-
otideo tem impacto direto na agressividade do tumor".
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Segundo o International RET Mutation Consortium, a mu-
tacao no codon 634 tem papel preponderante na NEM 2A e
também se relaciona ao desenvolvimento de CMTF, feocro-
mocitoma e HPT, enquanto as mutacoes do exon 10 estao
presentes na maioria das familias com NEM 2A e CMTF**.
Em pacientes com CMTF, as mutacoes dos codons 609, 611,
618, 620 e 634 estao distribuidas igualmente, enquanto a
mutacao cisteina de codon 630 é menos freqiiente***.

eExons 13 e 14

As mutacoes nao cisteinas nos codons 768, 790 e 804 dos
exons 13 e 14 também dispdéem a ativacdes amenas, gerando
principalmente CMTF*?, sendo rara a ocorréncia de outros ti-
pos de fendtipos, exceto para NEM 2A que tem se desenvol-
vido sob a mutacdo Leu790Phe. Estes dois exons tém mostra-
do, em alguns trabalhos, malignizacao tardia e menor agres-
sividade, o que pode representar uma menor penetrancia, as-
sim como para o exon 15*. O CMTF torna-se um exemplo de
ampla procedéncia genética por ser reflexo de mutagoes em
seis exons, sabendo que 75% das mutagoes se distribuem em
codons nao-cisteinas®’. Para o International RET Mutation
Consortium, as mutacoes dos codons 768 e 804 tem a maior
relevancia fenotipica para as familias com CMTF®.
Recentemente, duas mutacoes no exon 14, V804M e
Y806C foram descritas como associadas a ocorréncia de
formas mais brandas de NEM 2B®.

eExons 15 e 16

No exon 15, a mutacao S891A estd associada, com baixa
penetrancia, ao desenvolvimento de CMTF**7, enquanto a
mutacdo A883F foi demonstrada em um pequeno ntimero
de casos de NEM 2B*®. A mutacao do codon 918 (M918T)
no exon 16 estd presente em mais de 95% dos casos de
NEM 2B**?, sendo que as variantes M918T e A883F sao ex-
clusivamente associadas ao fen6tipo NEM 2B*%. Nao é rara
a ocorréncia da M98T em carater de novo'*!. No entanto,
deve estar claro que a mutacao M918T ¢é a principal causa
genética de NEM 2B e que foi a Gnica mutagdo detectada
em 64 familias NEM 2B pelo International RET Mutation
Consortium?*°. A partir destes fatos, a identificacao da mu-
tacao M918T é considerada diagnéstico de NEM 2B e, por-
tanto, representa a vantagem de screening precoce, que
possibilita a administracao de medidas preventivas®.
Existe uma correlacao entre o tipo de mutacoes do RET e as
variantes fenotipicas da NEM 2 de uma familia e, portanto,
também com o planejamento das medidas preventivas. Dian-
te disto, o CMT f{oi estratificado por grau de risco (1,2,3), se-
gundo o trabalho de Brandi et al. (2001) e disposto na tabela 4".

Outros tumores da tireéide

eCarcinoma medular de tire6ide esporadico

Cerca de 75% dos casos de CMT nao apresentam relacao
familiar ou hereditaria, sendo considerados esporadicos e
diagnosticados entre os 50 a 70 anos*”. No entanto, mu-
tacdes somaticas no proto-oncogene RET, principalmente
M918T no exon 16 e S836S no exon 14, tém sido encontra-
das nos casos esporadicos**™.

eDoenca de Hirschsprung

A doenca de Hirschsprung (HSCR) é uma patologia nao
mendeliana de hereditariedade complexa, que esta presen-
te em 1:5000 recém nascidos*>*, principalmente em indivi-
duos do sexo masculino®. Sua principal caracteristica é a
auséncia de inervacao no plexo mesentérico e submucoso
do trato gastrointestinal. O proto-oncogene RET tem sido
identificado como a principal causa genética da HSCR, no
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qual as mutac¢des germinativas do RET sao encontradas em
40% dos casos de HSCR familiar e em 3 a 7% dos casos es-
porédicos’. Nenhuma das mutacoes tem penetrancia com-
pleta, mas correlacionam-se a agangliose de diferentes ex-
tensoes”. A simultaneidade de HSCR e NEM 2A ou CMTF
tem ocorrido em resposta a uma mesma mutacao, geral-
mente envolvendo cisteinas no exon 10. Algumas mutacoes
determinam menores niveis de proteinas RET na superficie
celular, o que afeta a formagao do sistema nervoso entérico
na HSCR e, ao mesmo tempo, as vias de ativacao do RET
nas glandulas tiredide e adrenal, o que pode predispor ao
processo de carcinogénese’. As variacoes nos codons 609,
618 e 620 do exon 10'**°, 691 do exon 11" e a L769L do exon
13" tém sido correlacionadas ao seu fenétipo. E recomenda-
do que pacientes com HSCR com mutag¢oes no proto-onco-
gene RET sejam monitorados periodicamente devido ao
possivel desenvolvimento simultaneo de tumores NEM 22

NEM 2: DIAGNOSTICO E ACOMPANHAMENTO

Testes bioquimicos

Habitualmente, o screening bioquimico é empregado para
identificar manifestagdes clinicas da NEM 2 em individuos
com um risco de desenvolvé-las. Calcitonina é o marcador
mais empregado no screening bioquimico™. A periodicida-
de da monitorizacao bioquimica é ditada pelo tipo de NEM
2 presente, pelo gendétipo do RET e pelas manifestacoes
clinicas da familia'.

O rastreamento de feocromocitoma baseia-se na monitori-
zardo da pressao arterial e dosagem de catecolaminas e
metanefrinas em urina de 24 horas e plasma**’. Se estas
dosagens estao elevadas, sao recomendados os exames de
imagem'. O HPT é rastreado pelos niveis séricos de calcio
e hormonio paratireéide?, podendo existir hipercalcitria e
cédlculos renais’.

Um resultado aumentado para os ensaios de calcitonina ba-
sal e estimulada com pentagastrina ou calcio injetavel sao
preditivos de hiperplasia de células C ou CMT**’, Valores
elevados de calcitonina ap6s cirurgia € indicio de persistén-
cia ou recorréncia da doenca'. O diagnéstico de feocromo-
citioma e CMT é geralmente confirmado por histologia®.

Testes genéticos

Em 1993, o background genético do CMT hereditédrio foi
conhecido e testes genéticos para a identificacao de mu-
tacoes germinativas no proto-oncogene RET passaram a
constituir a base dos screening genéticos, os quais sdo in-
formativos quanto a hereditariedade do tumor e também
quanto ao risco de sua incidéncia. A recomendacao da ana-
lise genética deve ser feita a todos individuos afetados e
também a seus ascendentes e descendentes diretos, caso
alguma mutacao esteja presente*’. Isso permite a identifi-
cacao de portadores de mutac¢oes no proto-oncogene RET,
previamente ao inicio da sintomatologia e da morbidade
relacionadas. Geralmente, o prognéstico de pacientes
NEM 2 é melhor quando o diagnéstico é precoce e hé in-
tervencao terapéutica em tempo habil’. A justificativa da
indicacdo de testes genéticos e quando recorrer a eles se
encontram resumidos no quadro 1 (A e B).

Um individuo nao portador de mutac¢des no proto-oncoge-
ne RET, mas pertencente a uma familia com histérico de
NEM 2, apresenta baixo risco de desenvolver a doenca e
deve passar por monitorizacao bioquimica esporadica.
Contudo, se um individuo membro de uma familia conhe-
cidamente NEM 2 positiva é portador de alguma mutacao
no RET, este deve ser submetido a tireoidectomia total pro-
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fildtica e a andlise bioquimica para feocromocitoma e HPT,
periodicamente, antes do aparecimento dos sintomas e da
disseminacado linfdtica, ou seja, a infancia é a fase mais in-
dicada para a realizacao deste procedimento*. A periodi-
cidade da monitorizacdo bioquimica é ditada pelo tipo de
mutacao RET apresentada. Quando se trata de NEM 2B,
uma forma mais precoce e agressiva, a remocao cirirgica
da tire6ide deve ser efetuada ainda mais antecipadamente
(por volta de 3 anos).

A recomendacao de testes genéticos também se estende a
CMT esporadicos, na tentativa de excluir ou incluir a heredi-
tariedade do tumor em casos sugestivos, mas que envolvam
familias com poucos membros, tempo insuficiente para as
manifestacoes do feocromocitoma ou do HPT, histoéria famili-
ar desconhecida e/ou ocorréncia de mutacgoes de novo. Por-
tanto, em algumas situacoes, os resultados dos testes genéti-
cos induzem a reclassificacao do paciente quanto ao tipo de
tumor apresentado, sendo comum o encontro de tumores he-
reditdrios entre tumores aparentemente espordadicos**”.

Nao é recomendado o uso de tecido tumoral para a reali-
zacgao de testes genéticos. Cerca de 45% (de 23 a 70%) de
CMT esporadicos e 10 a 15% dos feocromocitomas espora-
dicos apresentam mutacdes missenses somaticas (apenas
no tecido neoplésico), principalmente no codon 9182

TABELA |
Classificacao da NEM 2, conforme as principais
manifestacoes clinicas presentes e suas
freqliéncias (%) de ocorréncia
NEM 2B CMTF
CMT (90%) CMT (100%) isolado em no
Feocromocitoma (50%) minimo 4 membros da

Ganglioneuromatose (100 %) mesma familia
Habitos marfanoides (65%)

TABELA 11
Subclassificacdo da Neoplasia Endécrina Multipla 2A

NEM 2A
CMT (95%)
Feocromocitoma (30-50%)
HPT (10-20%)

NEM 2A
NEM 2A (1) NEM 2A (2) NEM 2A (3) Outras
CMT CMT CMT CLA*®
Feocromocitoma | Feocromocitoma HSCR*®
HPT HPT

*a: Significa Liquen Amilside Cutaneo
*b: Significa Doenga de Hirschsprung
Fonte: Mulligan et al, 1995; Pufales, 2004

TABELA llI
Fenétipos NEM 2 de acordo com as mutacoées codon
especificas nos exons 10, 11, 13, 14, 15 e 16 do Proto-onco-
gene RET e suas respectivas alteracdes de aminoacidos.

[Exon Codon Aminoacido Fenétipo
10 609* Cys para Arg NEM 2A, CMTF
Cys para Tyr NEM 2A
611* Cys para Tyr NEM 2A
Cys paraTrp NEM 2A, CMTF
Cys para Gly CMTF
618* Cys para P he NEM 2A
Cys para Ser NEM 2A, CMTF
Cys para Ser NEM 2A, CMTF
Cys para Gly NEM 2A
Cys para Arg NEM 2A, CMTF
Cys para Tyr NEM 2A, CMTF
Cys para Stop NEM 2A
620* Cys para Arg NEM 2A, CMTF
Cys para Tyr NEM 2A
Cys para P he NEM 2A
Cys para Ser NEM 2A
Cys para Gly NEM 2A
1" 630 Cys para P he CMTF
634* Cys para Tyr NEM 2A, CMTF
Cys paraArg NEM 2A
Cys paraPhe NEM 2A, CMTF
Cys para Gly NEM 2A
Cys paraTrp NEM 2A
Cys para Ser NEM 2A
Cys para Ser NEM 2A, CMTF
13 768* Glu para Asp CMTF
790 Leu para Phe NEM 2A, CMTF
Leu para Phe NEM 2A, CMTF
791 Tyr para Phe CMTF
14 804* Val para Leu CMTF
Val para Met NEM 2B
806 Tyr para Cys NEM 2B
15 883 Ala para Phe NEM 2B
891 Ser para Ala CMTF
16 918* Met para Thr NEM 2B

“0 simbolo representa as mutagoes do proto-oncogene RET, reconhecidas pelo Interational RET Mutation
Consortium, por estarem envolvidas na etiologia das Sindromes de Neoplasias Endécrinas Mltiplas.
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TABELA IV
Classificacao do risco de desenvolvimento de NEM 2 e
seus componentes, de acordo com o genétipo RET dos
pacientes portadores

Nivel de risco| Codon com Fenétipo Conseqiiéncias
de NEM 2 mutagao associado
609 * CMT de comportamento variavel
768 * CMT de crescimento lento
1 790 NEM 2A e * |dade mais tardia
(Baixo) 791 CMTF * Tireoidectomia total, mas néo ha
804 cons enso sobre a idade adequada
891
611 *Risco alto de CMT
2 618 NEM 2A e * Tireoidectomia antes dos 5 anos de
(Alto) 620 CMTF idade
634
883 *Maior agressividade do CMT
3 918 * Tireoidectomia nos 6 primeiros meses
(Muito alto) 922 NEM 2B de vida com dissec ¢ao nédulo central
Fonte: Brandi et al, 2001
Quadro 1A Quadro 1B
Testes genéticos: por qué fazé-los? Testes genéticos: quando sédo
indicados?
* ldentificagéo e intervengao
precoces melhoram o ¢ Todos casos de CMT esporadicos

prognéstico do CMT
Tratamento precoce com
tireoidectomia profilatica € bem
tolerada

Maior taxa de resultados
verdadeiros positivos

Suspeita de CMT hereditario
Casos indices de NEM 2 e suas
familias

NEM 2B

Casos de feocromocitoma familiar
e esporadico

* Menor taxa de falso positivos e HPT familiar
negativos HSCR pediatrico
*  98% de casos indices de NEM 2
tem uma ou mais mutagées RET
* 1-7% dos tumores esporadicos
apresentem mutagdes RET
DISCUSSAO

Apesar de ainda nao existir um consenso quanto a melhor
idade para a tireoidectomia profildtica, a maioria dos estu-
dos sugerem que esta seja realizada na infancia, visando
remover a glandula antes que a displasia das células C
progrida para carcinoma medular e que ocorra dissemi-
nacao linfatica. H& diversos centros de estudo investigan-
do a possibilidade de alguma relagao entre mutacgoes espe-
cificas e época mais adequada para a cirurgia, o que pode
contribuir para a diminuicao das dissec¢oes de cadeia lin-
finodal central e, conseqiientemente, para um menor indi-
ce de morbidade apés cirurgia e maior taxa de cura. Traba-
lhos recentes indicam que os portadores de mutacoes RET
submetidos a tireoidectomia total profilatica, indicada pelo
conjunto destes testes, apresentam menor estdgio na clas-
sificacdo TNM e mudanca das caracteristicas do CMT pa-
ra unifocal e unilateral®.

Baseando-se em resultados bioquimicos e genéticos, a efe-
tuacdo de um diagnéstico prematuro viabiliza a inter-
vencao cirdrgica em tempo hdbil, o que pode prevenir a
evolucao de metastases do CMT e também aumentar a so-
brevida do paciente. Conseqlientemente, diferentes proto-
colos de acompanhamento para individuos portadores ou
nao das mutacoes sao utilizados. Estas melhorias ampliam-
se quando a andlise laboratorial pode ser somada a uma
detalhada histéria familiar. Por outro lado, muitas vezes, é
a histéria familiar que desperta a iniciativa de se realizar os
testes e que leva a conscientizacao da necessidade de me-
didas preventivas.

Os testes bioquimicos apresentam importancia clinica na
rastreabilidade fenotipica da doenca, no acompanhamento
poés-cirurgico e na avaliacao de individuos afetados ou nao,
mas nao é rara a ocorréncia de resultados falso positivos e
falso negativos, além da interpretacao de niveis de calcito-
nina elevada em criancas ser ainda um pouco obscura. Em
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adicao, estes testes nao sao capazes de determinar a pre-
disposicao hereditdria a doenca e nem o risco de seu de-
senvolvimento em pacientes assintomaéticos. Um resultado
negativo nos testes bioquimicos néo exclui o risco de uma
familia afetada desenvolver a doenca.

Vdrios estudos atualmente buscam entender o significado
fenotipico de cada uma das mutagoes apresentadas ao lon-
go deste texto. Algumas mutacdes codon especificas apre-
sentam papel bem estabelecido no desenvolvimento da
NEM 2, enquanto outras requerem estudos a longo tempo.
Felizmente, o conhecimento molecular disponivel atual-
mente permite oferecer ao paciente e sua familia métodos
seguros de identificacao de mutacoes de significancia cli-
nica comprovada, que se faz por meio do seqiienciamento
génico. Até o momento, recomenda-se fazé-lo para os
exons 10, 11, 13, 14, 15 e 16 do proto-oncogene RET. Isto
pode ser alterado, uma vez que mutacgoes até entao desco-
nhecidas no RET podem ter um importante significado na
clinica do paciente. O acompanhamento cientifico é pri-
mordial para a atualizacao da metodologia, a fim de evitar
que resultados falso negativos ocorram.

E importante estar claro que tanto os testes genéticos quan-
to bioquimicos apresentam vantagens e desvantagens e que
quando desenvolvidos isoladamente nao permitem uma
avaliacao clinica eficaz do paciente e sua familia. Na verda-
de, o papel de um é complementar o outro, de forma que
juntos possam fornecer informacoes uteis e personalizadas
na rastreabilidade, no estabelecimento do grau de risco, na
prevencao, no diagnoéstico e na monitorizacao das familias
com membros afetados pela neoplasia end6crina multipla.
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