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Editorial

Prezados colegas,

com alegria que venho convidá-los para mais um grande acontecimento, desta vez na cidade
de Porto Alegre, no belo estado do Rio Grande do Sul. Trata-se do 36º Congresso Brasileiro
de Análises Clínicas (CBAC) que se realizará no período de 14 a 18 de junho de 2009.

Estamos nos preparando para que este seja mais um grande sucesso de nossa sociedade.
Durante o congresso, contaremos com palestrantes internacionais e nacionais conceituados, além de
empresas renomadas na área laboratorial, com o objetivo de oferecer aos participantes o que há de
melhor no mercado. Para este evento, ampliamos nosso objetivo de capacitar e atualizar o profis-
sional da área laboratorial; também, estamos conversando com os expositores para que ampliem
suas ofertas de bons negócios. Acreditamos que assim realizaremos um evento que atenda às neces-
sidades atuais de todos. 
A programação está bem elaborada, com 95 eventos, dentre mesas-redondas, workshops, conferên-
cias, mini-cursos pré congresso e muito mais. Toda essa organização é para que você desfrute do que
há de mais novo no mercado e possa se atualizar de uma forma melhor e mais completa, seja estu-
dante ou profissional.
Por isso mesmo, estamos realizando em conjunto, o 4° Encontro Ibero Mercosul de Gestão de
Qualidade em Estabelecimentos de Saúde. Dando assim ao 36º Congresso Brasileiro de Análises
Clínicas o perfil internacional que Porto Alegre merece, pela importância que tem no cenário
nacional da área laboratorial.
Aproveite também para fazer passeios encantadores que a cidade oferece. Sem dúvida, esta é uma
boa oportunidade para visitar a Serra Gaúcha e outras localidades com as maravilhas de uma co-
lonização européia na arquitetura, gastronomia e vestuário. 
E na grande festa do conhecimento, você é nosso grande convidado. 
Este será, sem a menor dúvida, mais um grande congresso realizado pela SBAC para você.

Garanta já a sua inscrição, e nos veremos lá.

Um abraço,

Ulisses Tuma
Presidente da SBAC

É
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INTRODUÇÃO

Uma grande aplicação da morfometria quantitativa é
auxiliar na difícil discriminação entre células reativas

benignas e células epiteliais malignas em vários tecidos.
Muitos trabalhos da literatura relacionam medidas nuclea-
res e citoplasmáticas como área, perímetro e diâmetro na
diferenciação, principalmente, entre células reativas e car-
cinomas malignos (BIBBO, et. al, 2001.).
Segundo estimativas do Inca para 2006, o número de novos
casos de câncer no Brasil chega a quase 500.000. Nos esta-
dos do sul do Brasil este índice é de mais de 100.000, sen-
do no estado de Santa Catarina quase 20.000 e na cidade
de Florianópolis mais de 1.000 casos. (BRASIL, 2006).
Os cânceres resultam normalmente por mudanças na se-
qüência de DNA da célula, e provavelmente uma única cé-

lula anormal origina um tumor, e esta passa a anormalidade
para a sua progênie, sendo um processo genético. Em geral o
câncer não pode ser o resultado de um único evento ou uma
única causa, mas resultam da ocorrência de vários acidentes
independentes em uma célula com efeitos cumulativos.
O carcinoma escamoso invasivo do colo uterino ou cervical,
é precedido por alterações pré-cancerosas no epitélio cervi-
cal da zona de transformação onde podem ser identificados
histologicamente e que são usualmente descritas como neo-
plasia intraepitelial cervical (NIC - Richart 1967). Estas alte-
rações pré-malignas representam um aspecto contínuo de
morfologia onde tem sido divididos em três estágios, NIC I,
NIC II e NIC III (TAKAHASHI, 1982). As técnicas citológicas
contribuem para o conhecimento dessas lesões e instalação
de seu tratamento, reduzindo a incidência deste tipo de cân-
cer (REIS, et al., 1992; REZENDE FILHO, et al., 1993).  
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Morfometria e quantificação de estruturas nucleares
por meio de análise computadorizada de imagens

para diagnóstico de malignidade
Morfometric and quantification of nuclear structures through computerized analysis of images for

malignidad diagnosis

Carla Filippin1; Larissa Duarte Chirstofoletti2; Túlio Vinícius Duarte Chirstofoletti3 & 
Cidônia de Lourdes Vituri4

RESUMO - Nos estudos de carcinomas cervicais uterinos pode-se utilizar além das técnicas citológicas convencionais para sua classi-
ficação, métodos histoquímicos na identificação da atividade celular. Um destes métodos é a técnica de AgNOR que consiste na colo-
ração das regiões organizadoras de nucléolo (NOR) pelo nitrato de prata, a qual evidencia a atividade proliferativa das neoplasias mos-
trando uma tendência progressiva ou regressiva das lesões. O problema dos métodos citológicos é a subjetividade inerente das ava-
liações microscópicas. Com a evolução da informática foi possível captar imagens microscópicas, no entanto, para avaliações mais pre-
cisas, é necessário análise morfométrica de estruturas celulares. Objetivo: Desenvolver um programa para morfometria e quantificação
dos pontos de NOR’s em células escamosas da cérvice uterina coradas pela prata para diagnóstico de malignidade. Métodos e Resul-
tados: Foram captadas 2500 imagens provenientes de amostras de raspado cervical de pacientes com suspeita de lesão e coradas pe-
lo método de AgNOR.  O programa foi idealizado a partir do sistema Scion Image e desenvolvido para determinar o número e área
dos pontos NOR’s, sendo nomeado como SACCi (Sistema de Análise Computadorizada Citológico). Conclusão: O SACCi identificou
os NOR’s, em imagens digitais, estabelecendo exatamente o número e a área ocupada em cada núcleo celular analisado, demonstran-
do claramente uma correlação positiva para o grau de agressividade das lesões cervicais. Finalmente, esta associação da informática
com técnicas citológicas poderá se tornar uma ferramenta valiosa para os casos de difícil conclusão pelos métodos de classificação ci-
tológica convencionais.
PALAVRAS-CHAVE - AgNOR, citologia cérvico-vaginal, análise computadorizada de imagens.

SUMMARY -  In the studies of uterine cervical carcinomas it can be used beyond the conventional cytological techniques for its clas-
sification, histoquímicos methods in the identification of the cellular activity. One of these methods is the technique of AgNOR that it
consists of the coloration of the regions organizers of nucléolo (NOR) for silver nitrate, that evidences the proliferativa activity of the
regressive neoplasias showing a gradual trend or of the injuries. The problem of the citológicos methods is the inherent subjectivity
of the microscopical evaluations. With the evolution of computer science it was possible to catch microscopical images, however, for
more necessary evaluations, it is necessary morfométrica analysis of cellular structures. Objective: To develop a program for morfo-
metria and quantification of the points of NOR in escamosas cells of the uterine cérvice coradas by the silver for malignidade diagno-
sis. Methods and Results: 2500 Images proceeding from samples of scraped cervical of patients with suspicion of injury and coradas
by the method of AgNOR had been caught. The program was developed from the system Scion Image and elaborated a program for
determination of the number and area of the points of NOR’s, being nominated as SACCi (System of Computerized Analysis Cytolo-
gical). Conclusion: The SACCi identified the NORs, in digital images, accurately establishing the number and the busy area in each
analyzed cellular nucleus, demonstrating clearly a positive correlation for the degree of aggressiveness of the cervical injuries. Finally,
this association of computer science with cytological techniques, will be able to become a valuable tool for the cases of difficult con-
clusion for the conventional methods of cytological classification.
KEYWORDS - AgNOR, uterine cérvice cytology, computerized analysis of images.
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Um indicador importante no comportamento biológico em
vários tumores malignos é a proliferação celular e é conside-
rada como um direcionador para a terapia do câncer
(BROWN & GATTER, 1990).
Para avaliar com mais profundidade a atividade proliferati-
va das neoplasias, marcadores biológicos tem sido propostos
para quantificar a proliferação celular. Nos estudos de carci-
nomas epidemóides cervicais pode-se utilizar métodos histo-
químicos na identificação das células no ciclo celular.
Um dos marcadores biológicos de proliferação celular é o
método histoquímico AgNOR, o qual traz novas perspecti-
vas para a compreensão do crescimento tumoral, com con-
seqüentes repercussões para o prognóstico e a terapêutica
dessas lesões (NEVILLE et al., 1998), fornecendo a distinção
entre células benignas e malignas, (SURESH, 1989; DEREN-
ZINI, et al., 1990; SHIRO, et al., 1993; THIELE & FISCHER,
1993; KASHYAP, et al., 1998; KRUGER, et al., 2000).
Muitos investigadores consideraram o tamanho e área como
indicativos de malignidade e alguns deles também a forma
e a localização dos pontos de AgNOR (PAPADIMITRIOU,
1991; TOSI, et al., 1992; CORTES-GUTIERREZ, et al., 2001). 
No geral supõe-se que as células malignas mostram mais Ag-
NORs por núcleo e têm pontos menores de AgNOR do que
células benignas, (CROCKER, 1989) e a área total de AgNOR
por célula aumenta junto com a malignidade (MARTIN, et
al., 1992; RUSCHOFF, et al., 1992; RUSCHOFF, et al., 1993;
CHATTOPADHYAY, 1993 HABERLAND, et al., 1996).
Com a melhoria da técnica AgNOR e o uso das medidas
computadorizadas da área dos pontos NOR’s dentro do nú-
cleo, esta metodologia tornou-se mais reprodutível e de con-
fiança (MARBAIX, et al., 1989).
As medidas de área e contagem dos pontos NOR’s são pos-
síveis com o emprego de um programa que foi desenvolvido
para analisar estas imagens, proporcionando a obtenção de
parâmetros objetivos que quantificam o mensurando, ou se-
ja, a atividade celular, permitindo definições reais e repre-
sentativas da progressão da malignidade.

OBJETIVOS

Desenvolver um programa para morfometria e quantificação
de estruturas nucleares para diagnóstico de malignidade.
Diferenciar e classificar as células cervicais uterinas coradas
pelo método histoquímico de AgNOR, utilizando parâmetros
morfométricos como número e área das regiões NOR’s, por
meio de um método computadorizado de análise de ima-
gens, com o intuito de sanar dúvidas diagnósticas encontra-
das nos métodos de classificação citológicas convencionais.

METODOLOGIA

Este estudo foi prospectivo em humanos com procedimentos
experimentais “in vitro” com amostras de raspado celular de
colo uterino.
Foram realizadas coletas de material cervical uterino de pa-
cientes atendidas no Serviço de Residência Médica de Pato-
logia Cervical da Maternidade Carmela Dutra. Durante o
atendimento médico foi feita à coleta da amostra de materi-
al cervical com auxílio da espátula de Ayre. Foi confecciona-
do esfregaço em lâminas que foram imersas imediatamente
em álcool 96°GL e encaminhadas ao laboratório onde foram
submetidas à rotina de coloração por AgNOR.

TÉCNICA DE AGNOR

Preparou-se a solução aquosa de gelatina (solução coloidal)

com dissolução de 0,5g de gelatina e 25ml de água deioni-
zada, em meio aquecido e depois de resfriada acrescentou-
se 0,25ml de ácido fórmico (SIGMA) a 1% em água deioni-
zada (solução reveladora). Solução de nitrato de prata foi
preparada pela dissolução de 1g de cristais de nitrato de
prata (MERCK) em 2ml água ultrapura, filtrada e acondicio-
nada em frasco escuro, para evitar a oxidação do nitrato de
prata. A preparação deve ocorrer no momento da coloração.
As duas soluções foram utilizadas na proporção de 1:2 res-
pectivamente no momento da coloração. Para o procedi-
mento de coloração retiraram-se as lâminas com material
cervical do frasco, e deixou-se secar ao ar. A seguir, foram
adicionadas ao esfregaço gotas das soluções na proporção
de 1:2 respectivamente, até cobrir o esfregaço. Em seguida,
as lâminas foram colocadas em banho-maria a 62ºC por 7
minutos, sobre suporte de maneira que não tocassem a
água; até obtenção de coloração marrom-dourado na super-
fície do esfregaço. As lâminas foram enxaguadas em água
destilada e seca ao ar. Depois de coradas, as lâminas perma-
neceram ao abrigo da luz até o momento da microscopia
(HOWELL & BLACK, 1982)
As laminas foram analisadas em objetiva de 100X.  Para ca-
da lâmina corada pela técnica de AgNOR foram analisadas
25 células escamosas representativas da área de lesão, célu-
las com alterações citológicas e seus núcleos selecionados e
capturados digitalmente. Estes núcleos são vistos em colo-
ração marrom e os NOR’s no seu interior como pontos negros
(HOWELL, & BLACK, 1980).

ANÁLISE DAS IMAGENS

Para as análises, os núcleos extraídos das imagens digitali-
zadas foram marcados, onde o sistema operacional Scion
Image e o programa SACCi forneceram os seguintes dados
morfométricos: tamanho e forma dos núcleos; contagem dos
pontos de AgNOR por núcleo; e a percentagem da relação
área de AgNOR/tamanho do núcleo.
No trabalho realizado foram digitalizadas as células selecio-
nadas com um complexo de fotomicroscópio óptico Olympus
BX41 com iluminação halógena, um adaptador para câmera
de vídeo Olympus U-PMTVC com uma fotocular PE 3,3 x
125 Olympus que produz um aumento visual de 330 vezes
em combinação com a objetiva, e a conexão foi feita com
uma câmera de vídeo digital color CCD Sony Exwave HAD,
modelo SCC-DC54A de alta sensibilidade. Todas as ima-
gens foram transmitidas a um computador Pentium III e a
aquisição das imagens foi executada com o programa Sof-
ware Image Pro Plus 4.0. 

PROGRAMA DE IMAGEM – SACCI

O SACCi (Sistema de Análise Computadorizada Citológico)
é um sistema que tem por objetivo identificar elementos em
imagens digitais. Tal reconhecimento é feito baseado na de-
tecção de bordas possíveis somente através de contraste de
cores entre os elementos a serem reconhecidos. 
O sistema foi concebido como uma ferramenta de auxílio pa-
ra um analista, fazendo com que a decisão final fosse toma-
da pelo aumento ou diminuição da quantidade de elemen-
tos reconhecidos através da variação da intensidade dos fil-
tros aplicados na imagem.  Isto pode ser feito através de re-
cursos dispostos pelas interações com o sistema.
Apesar de permitir o reconhecimento de elementos em ima-
gens diversas o SACCi é um programa customizado para
executar a comparação de tamanhos de elementos em uma
imagem, mais especificamente o sistema foi construído com
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o objetivo de auxiliar a análise de imagens de células com a
coloração AgNOR. Portanto, foi estabelecido um fluxograma
para que o mesmo execute as medições, comparações e pos-
sa gerar um relatório com os resultados.

COMPOSIÇÃO

O SACCi é um sistema que roda sobre a suit de funcionali-
dades para tratamento de imagens Scion Image (Scion
Corp). Esta suit de funcionalidades fornece um ambiente,
linguagem de programação proprietária, interpretador e API
de funcionalidades para desenvolvimento de programas de
processamento de imagens digitais.
A linguagem de programação proprietária é Pascal-like que
permite o desenvolvimento de programas que são interpre-
tados pelo Scion Image. Além de uma linguagem de progra-
mação a “Scion Image” fornece uma API para aquisição,
edição e melhora de imagens e suporta imagens no formato
TIFF e BMP.
Entre as funcionalidades da API para processamento de
imagem do “Scion” estão: melhoria de contraste, fatiamen-
to de densidade, escalas de cinza, smoothing, sharpening e
detecção de bordas.
A suit Scion Image é desenvolvida e distribuída pela Scion
Corporation (SCHELLINI S. A.; et al). A suit foi concebida
para rodar sobre o sistema operacional Windows e para exe-
cutar a suit Scion Image (e consequentemente o SACCi) é
necessário um PCI IBM PC com pelo menos 4MB de memó-
ria RAM livres ou 16MB de memória RAM livres para mani-
pulação de imagens 3D. P

RECONHECIMENTO DOS ELEMENTOS

O reconhecimento dos elementos na imagem no SACCi é
feito através de detecção de borda, porém esta detecção so-
mente funciona se existir contraste de cores ou tonalidades
entre os elementos a serem reconhecidos. Para realçar este
contraste o SACCi aplica filtros na imagem quando vai fazer
o reconhecimento dos núcleos e quando vai fazer o reconhe-
cimento das regiões NOR’s.
Os filtros de imagem aplicados não são os mesmo para os
elementos, pois em uma imagem cada um dos elementos
tem suas características e suas tonalidades, portanto o trata-
mento na imagem para reconhecê-los tem que ser de acor-
do com as suas características.

RECONHECIMENTO DOS NÚCLEOS

Em uma imagem na qual foi aplicada a coloração AgNOR os
núcleos das células possuem tonalidades mais claras que as
regiões NOR’s, por esta razão para que o sistema detecte a
sua borda e consiga medir todo o seu interior faz-se neces-
sário que todo o núcleo possua uma tonalidade mais clara
que as regiões NOR’s mais escuras encontradas dentro dele.
Para isso o SACCi aplica um filtro de Escala de Cinza
(GrayScale) na imagem, e configura um threshold (valor mí-
nimo) de cinza de modo que todo o núcleo fique na mesma
tonalidade. Este valor mínimo foi configurado baseado em
experimentação com um banco de imagens.

RECONHECIMENTO DAS REGIÕES NOR’S

Em uma imagem na qual foi aplicada a coloração AgNOr as
regiões NOR’s dos núcleos possuem tonalidades mais escu-
ras que os respectivos núcleos, para que o sistema detecte a
sua borda e consiga medir todo o seu interior ignorando ou-

tros pontos corados no interior do núcleo que não sejam as
regiões NOR’s.
Para isso o SACCi aplica um filtro de Fatiamento de Densi-
dades (Density Slice) na imagem, e configura o menor e o
maior valor de tonalidade a ser reconhecido. Como os núcle-
os possuem tonalidades mais claras que as regiões NOR’s e
o filtro foi configurado para um valor acima da tonalidade
dos núcleos, quando aplicado o filtro de Fatiamento de Den-
sidade os núcleos desaparecem da imagem deixando ape-
nas seu contorno e as regiões NOR’s. Esta faixa de valores
para reconhecimento apenas das regiões NOR’s foi configu-
rada baseada em experimentação com um banco de ima-
gens.

FUNCIONAMENTO

A análise de uma imagem no SACCi segue a máquina de
estados modelada e representada pela figura abaixo:

Estado Inicial do Sistema – Estado no qual o sistema aguar-
da instrução do analista, neste estado todas as configu-
rações iniciais já estão carregadas.
Reconhecendo Núcleos na imagem – Neste estado o siste-
ma já aplicou os filtros de reconhecimento de núcleos e o
analista decide qual dos elementos reconhecidos na ima-
gem são realmente núcleos, e os selecionas ou não.
Medindo e armazenando o tamanho dos núcleos reconhe-
cidos selecionados – Neste estado o analista já decidiu qual
são os núcleos na imagem e solicitou a medição de cada
um deles. O sistema armazena quantos núcleos foram sele-
cionados e o respectivo tamanho de cada um deles. Este ta-
manho é medido em pixels.
Reconhecendo as regiões NOR’s em cada um dos núcleos
selecionados anteriormente – Neste estado o sistema já
aplicou os filtros de reconhecimento das regiões NOR’s e o
analista decide qual dos elementos reconhecidos na ima-
gem são realmente regiões NOR’s, e os selecionas ou não.
Medindo e armazenando o tamanho das regiões NOR’s re-
conhecidos e selecionados – Neste estado o analista já de-
cidiu qual são as regiões NOR’s em cada um dos núcleos na
imagem e solicitou a medição de cada um deles. O sistema
armazena quantas regiões NOR’s foram selecionados em
cada um dos núcleos e mede o tamanho de todos e associa
esta informação como seu respectivo núcleo. Este tamanho
é medido em pixels.
Calculando as proporções – O sistema resgata a infor-
mação de cada um das regiões NOR’s de cada núcleo, so-
ma os tamanhos dos NOR’s e executa o cálculo de propor-
cionalidade em relação ao seu respectivo núcleo e armaze-
na este valor.
Calculando as proporções – O sistema imprime em um ar-
quivo texto as seguintes informações:
• Quantidade de núcleos analisados
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• Tamanho de cada um dos núcleos analisados
• Quantidade das regiões NOR’s analisadas
• Soma dos tamanhos das regiões NOR’s analisados por núcleos
• Relação proporcional do tamanho das regiões NOR’s em
relação ao núcleo

DETALHES DO FUNCIONAMENTO

O cálculo de proporcionalidade é diretamente afetado pela quan-
tidade de núcleos/ regiões NOR’s e seus respectivos tamanhos.
Para evitar que algum elemento que se deseja medir seja
esquecido de ser selecionado, o sistema possui um meca-
nismo de conferência de quantidades de elementos medi-
dos com o que se deseja realmente medir. 
Para tanto antes de selecionar os núcleos da imagem que
serão medidos, o sistema pergunta ao analista quantos nú-
cleos ele deseja medir, em seguida ele permite que o usu-
ário meça quantos núcleos desejar. 
Quando for efetuar os cálculos o sistema confere se a quan-
tidade de núcleos selecionados é a mesma que se deseja-
va, em caso de inconsistência o sistema avisa o analista
que refaz as medições. O mesmo mecanismo é utilizado
nas medições das regiões NOR’s.
Para uma melhor usabilidade do sistema foram associadas,
no teclado, atalhos paras as funcionalidades do SACCi, as-
sim é possível acessar as funcionalidades do sistema dire-
tamente apertando determinadas teclas do teclado. Abaixo
são apresentadas as teclas associadas a cada uma das fun-
cionalidades do sistema:
• G - Configuração inicial do sistema quando carregado
• C - Executa a coloração das regiões NOR’s identificados

pelo SACCi
• N - Executa a coloração dos núcleos identificados pelo

SACCi
• M - Executa a medição das áreas de interesses marcadas
• S -  Executa o núcleo do SACCi (cálculo de percentual e

relatório)
• H - Abre o HELP                           

ESTATÍSTICA

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente
empregando-se o programa INSTAT-2. A verificação dos
níveis de significância foi por meio do teste não-paramétri-
co de Mann-Withney, onde foi considerado significativo
quando p < 0,05. A análise da correlação foi verificada com
o teste não-paramétrico de Sperman r, onde r > 0,80 foi
considerado como bom índice de correlação.

RESULTADOS 

A técnica de coloração de AgNOR permite que as células
se apresentem com citoplasma de coloração amarelada, e
os núcleos em castanho. Os NORs foram observados como
estruturas intranucleares de cor marrom-café a negro. Os
números de pontos NORs e sua área variaram com a gravi-
dade da lesão; onde se observam pontos em quantidade de
até quatro e menores que o nucléolo em células normais e,
em células com alterações morfológicas de pré-malignida-
de e malignidade os pontos variaram em número e área no
interior do núcleo.

Correlação entre número de AgNOR e resultados citológicos
Como resultados temos a média dos números de AgNORs
em relação à classificação citológica. Observa-se uma ten-
dência crescente do número de pontos conforme a gravida-
de da lesão, mostrando acentuado índice de correlação en-
tre a Técnica de AgNOR e Diagnóstico Citológico (Coefici-
ente de Spearman r: 0,8468).
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Figura 1: Imagens selecionadas na objetiva de 100X e captura-
das digitalmente.

Figura 2: Seqüência de análise das imagens pelo programa SAC-
Ci. A- Programa SACCi, B- Imagem selecionada, C-NORs seleci-
onados, D- Núcleo selecionado, E- Contagem dos pontos NORs
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Figura 3: Seqüência de análise das imagens pelo programa SAC-
Ci. A- Programa SACCi, B- Imagem selecionada, C-NORs seleci-
onados, D- Núcleo selecionado, E- Contagem dos pontos NORs

Figura 4: Curva da média do número dos pontos de AgNOR nos
diferentes graus de lesão conforme classificação de RIchart,
valor de n= 85. O resultado de análise estatística pelo Coeficien-
te de Spearman r: 0,8468.

D E

B CA



Correlação entre área de AgNOR e resultados citológicos
Como resultados temos a média da área de AgNORs em
relação à classificação citológica. Observa-se uma tendên-
cia crescente da média dos valores de área de AgNOR con-
forme a gravidade da lesão, mostrando acentuado índice
de correlação entre a Técnica de AgNOR e Diagnóstico Ci-
tológico (Coeficiente de Spearman r: 0,8468).

O número de AgNOR e sua área relativa variaram conside-
ravelmente nos diferentes níveis de alteração cervical: nos
casos normais e/ou inflamatórios encontrou-se valores mé-
dios de número de 2,1 e área de 2,7; em HPV o número mé-
dio foi de 2,2 e área de 3,7; para ASCUS valores número
médio foi de 2,8 e área de 4,1; enquanto que em NIC I
(LSIL) o número médio foi de 3,7 e área de 4,9; em NIC II
(HSIL) o número médio foi de 5,9 e área de 6,1; em NIC III
(HSIL) o número médio foi de 6,3 e área de 7,8 e em carci-
noma número médio foi de 9,4 e área de 8,9.

DISCUSSÃO

As imagens de alta qualidade é um instrumento muito impor-
tante na morfologia celular, com potencial a ser usado para
definir casos de difícil diagnóstico pela citologia e histologia.
A coloração AgNOR demonstra que o número e área de
NOR’s por célula pode ser uma marca de atividade celular
incluindo malignidade, e seu estudo quantitativo é viável
no campo oncológico, citológico e histológico, sendo que o
número, tamanho e posição dos NORs podem fornecer da-
dos morfológicos como critérios de malignidade (REEVES,
et al., 1982; CORTES-GUTIERREZ, et al., 2001). 
O emprego do programa computadorizado de imagens fa-
cilita a ezecução das contagens do pontos NOR’s e possibi-
lita a medida da área destes pontos NOR’s em relação a
área total do núcleo, permitindo a determinação concreta
da atividade celular.
Na análise, um problema principal é causado pela aglome-
ração de depósitos pequenos a um ponto maior, que é difí-
cil e às vezes impossível de estabelecer o número total de
pontos pequenos. Para superar este problema a área de su-
perfície total dos pontos de prata pode ser medida, com a
vantagem de ser um método automatizado computadoriza-
do, e a análise ser executada com maior confiabilidade (WI-
ERZCHNIEWSKA, et al., 1998). (PAPADIMITRIOU, 1991;
TOSI, et al., 1992; CORTES-GUTIERREZ, et al., 2001).
Nesta pesquisa observou-se variação no número e área de
AgNOR no núcleo, demonstrando alteração significativa
destes parâmetros de acordo com a classificação citológica. 
Os dados apresentados nos resultados são correspondentes

com os da literatura que expressam valores de número de
NOR’s crescentes de acordo com a gravidade da lesão
(EGAN, et al., 1988; EGAN, et al., 1990). 
Outros dados também são relatados na literatura, onde se-
gundo YOKOYAMA e colaboradores (1990) e SAKAI
(2001), os pontos de AgNOR são significativamente mais
elevados nos casos de lesão de alto grau quando compara-
dos com pacientes normais e refere que nos casos de displa-
sia que progrediram os pontos são significativamente mais
elevados que os casos que regrediram. Os valores apresen-
tados para o número e área dos NOR’s, em todos os casos
analisados, refletem uma tendência progressiva desse parâ-
metro, demonstrando ser esta Técnica um método válido e
útil como auxílio diagnóstico, nas lesões de colo uterino.
Diante destes dados sugerimos que, se após minuciosa aná-
lise do material cervical uterino, através da técnica citológi-
ca, a conclusão diagnóstica for duvidosa, pode-se empregar
a técnica de AgNOR como método auxiliar mais objetivo. 
Neste trabalho a técnica foi aplicada em esfregaços citoló-
gicos cervicais, o que pode abrir possibilidades para seu
emprego em laboratórios de rotina, pela facilidade na ob-
tenção da amostra, rapidez e facilidade na coloração e na
análise das imagens tornando-se um método diagnóstico
confiável e objetivo.
Atualmente, novas técnicas vêm sendo desenvolvidas com
o objetivo de melhorar a acurácia do exame citopatológico,
destacando-se entre elas a citologia em meio líquido ou ci-
tologia em camada delgada, que diminui a sobreposição
celular, obtendo-se uma amostra mais uniforme, facilitan-
do o emprego e melhoria de outras técnicas diagnósticas
(EIFEL & LEVENBACK, 2005), como o emprego do progra-
ma de análise de imagens.

CONCLUSÃO

O sistema SACCi desenvolvido para a análise de imagens
de células cervicais uterinas após coloração de AgNOR,
demonstrou ser eficaz pela alta resolução e eficiência nas
contagens dos regiões NOR’s bem como pela determinação
da área relativa de NOR’s ocupadas dentro do núcleo atra-
vés da relação núcleo/NOR’s área demarcadas. Com a me-
todologia histoquímica aliada ao emprego da morfometria
computadorizada podemos sanar as dúvidas diagnósticas
encontradas na classificação citológica das lesões cervicais,
agilizando e facilitando o tratamento das pacientes. Esta
metodologia histoquímica AgNOR, e o programa SACCi,
com ligeiras modificações poderão ser empregadas para
avaliar a proliferação celular também em outros tecidos. 
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INTRODUÇÃO

Adificuldade de estabelecer valores críticos de hemo-
globina (Hb) como ponto de corte de normalidade

torna fundamental associar a Hb com outros indicadores
bioquímicos, bem como relacionar com os índices hema-
timétricos. 
Szarfarc et al (1) , avaliando os níveis de ferro endógeno,
demonstraram ser 11 g/dL de Hb valor aceitável de nor-
malidade para crianças menores de 1 ano de vida.
Utilizando o ponto de corte de Hemoglobina Corpuscular
Média (HCM) de 24 pg, considerando Hb < 11 g/dL,
obtiveram sensibilidade de 91%, especificidade de 42%,
valor preditivo positivo de 71%, valor preditivo negativo
de 75% e acurácia de 72% para crianças até um ano de
vida. O limite de normalidade para o Volume Corpuscular
Médio (VCM) é variável com a idade. Para crianças de
1    a 4 anos o valor limite do VCM é 74 fL e para crianças
de 4 a 7 anos é 76 Fl(3). 
A suplementação oral com sais de ferro para crianças é
preconizada na dose de 1-2 mg/Kg/dia de ferro elemen-
tar para profilaxia; 3mg/kg/dia para anemia discreta e 4-
6 mg/kg/dia para crianças apresentando anemia grave
(4,5). Resposta positiva ao tratamento pode ser definida

como um aumento diário na concentração de hemoglobi-
na da ordem de 0,1 g/dL a partir do quarto dia. A terapia
deve continuar por mais dois ou três meses para recupe-
rar os estoques de ferro do organismo (6). 
A absorção do ferro não heme, inclusive o ferro dos
medicamentos, é determinada por fatores estimuladores
que mantém o mineral sob a forma reduzida, portanto
solúvel, e por inibidores que se ligam ao ferro, tornando-
o insolúvel e impedindo sua absorção. Desta forma, para
uma boa resposta terapêutica são necessários cuidados
com o horário das medicações e o uso concomitante de
alimentos facilitadores da absorção do ferro. Outro fator
importante refere-se à adesão ao tratamento, que no caso
da suplementação com sulfato ferroso sofre forte influên-
cia pela presença de efeitos colaterais como diarréia,
vômito associada ao gosto metálico da medicação (8).
A não resposta ao tratamento pode ser indicativa de ou-
tras anemias microcíticas/hipocrômicas sendo necessários
exames complementares tais como eletroforese de hemo-
globina, pesquisa de Hb “H” e hemoglobinas instáveis.
Portanto, conhecer as variações dos tempos de tratamen-
to com fármacos contendo ferro para que as variáveis bio-
químicas atinjam o ponto de corte para a normalidade,
auxilia não só a avaliar a eficácia do tratamento, como

Tempo de tratamento para atingir níveis de 
normalidade na anemia ferropriva*

Time for the recovery of the normal levels in the iron deficiency anemia.

Farias, I.L.G*.; Colpo, E2.; Pereira, W.V*.; Luchesi, M3.; Ambros, G3.; Silva, J.E.P4.

RESUMO - Para avaliar a efetividade e tempo para recuperação dos níveis normais de hemoglobina (Hb), hematócrito (Ht), índices
hematimétricos (HCM e VCM), foi realizado estudo retrospectivo de 576 hemogramas de 85 crianças de 1 a 6 anos, em tratamento
para anemia ferropriva no Serviço de Hematologia/Oncologia do HUSM e entrevistas familiares. Os hemogramas foram realizados em
aparelho STKS-Coulter e os dados analisados no programa Epiinfo. Das crianças, 21 apresentavam anemia discreta (AD), 40 anemia
moderada (AM), e 24 anemia acentuada (AA). A eficácia foi avaliada considerando o incremento de Hb (IHb). Tiveram eficácia ruim
44,2% das crianças, com IHb de 0-1g/dL; eficácia boa 30,8%, com IHb de 1-2g/dL e muito boa 25%, com IHb superior a 2 g/dL de
Hb. Houve relação significativa entre a Hb inicial e eficácia. No grupo AD o tempo de tratamento para atingir os níveis normais de
Ht, Hb, VCM e HCM foram respectivamente 2,2 meses (±0,29); 2,8 meses (±0,46); 7,8 meses (±2,32); 7,5 meses (±1,9). No grupo AM:
6 meses (±1,1); 8,4 meses (±1,37); 12,5 meses (±1,98); 12,7 meses (±2,14). No grupo AA: 8,8 meses (±1,93); 10 meses (±1,8); 19,4 meses
(±2,55); 19 meses (±2,8). Os tempos para atingir a normalidade variaram significativamente de acordo com o parâmetro utilizado e a
severidade da anemia (p<0,005).
PALAVRAS-CHAVE - anemia ferropriva, efetividade sulfato ferroso, índices hematimétricos

SUMMARY -  To evaluate the effectiveness and time for the recovery of the normal levels of hemoglobin (Hb), hematocrit (Ht), RBC
indices (MCH, MCV), was carried through retrospective study with analysis of 576 hemograns of 85 children of 1-6 years, in treatment
for iron deficiency anemia in the Serviço de Hematologia/Oncologia of the HUSM and interviews with  familiar ones. Of the children,
21 presented discrete anemia (AD), 40 moderate anemia (AM), and 24 accented anemia (AA). The effectiveness was evaluated con-
sidering the increment of Hb (IHb). They had bad effectiveness 44.2%, with IHb of 0-1g/dL; effectiveness good 30.8%, with IHb of
1-2g/dL and very good 25%, with IHb >2g/dL. In the AD group the time to reach the normal levels of Ht, Hb, MCV and MCH had
been respectively 2.2 months (SEM 0.3); 2,8 months (SEM 0.5); 7.8 months (SEM 2.3); 7.5 months (SEM 1.9). In group AM: 6 months
(SEM 1.1); 8.4 months (SEM 1.4); 12.5 months (SEM 1,9); 12.7 months (SEM 2.1). In group AA: 8.8 months (SEM 1.9); 10 months
(SEM1.8); 19.4 months (SEM 2.5); 19 months (SEM 2.8). The times to reach normality had varied according to different parameters
used and the severity criteria of the anemia (p<0.005).   
KEYWORDS - iron deficiency anemia, effectiveness ferrous sulfate, RBC indices.
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confirma a hipótese diagnóstica de anemia ferropriva e
fornece dados para determinar o término do tratamento. 

METODOLOGIA

O Presente estudo foi conduzido em duas fases. Na
primeira, foi realizada a revisão dos prontuários das cri-
anças em tratamento para anemia ferropriva no Serviço de
Hematologia/Oncologia do Hospital Universitário de
Santa Maria, com objetivo de avaliar a recuperação dos
níveis de Hb; hematócrito (Ht); HCM, VCM. Foram ana-
lisados 576 hemogramas de 85 crianças, que vinham re-
gularmente ao HUSM, para consultas e exames de con-
trole.
Na fase dois, foi realizada entrevista com familiares destas
crianças, que consultaram no HUSM no período de julho a
novembro de 2005, com objetivo de identificar as variáveis
que estariam influenciando a eficácia do tratamento.
Todas as mães ou acompanhantes das crianças que tive-
ram consulta neste período foram convidadas a participar
do estudo. As que concordaram com o estudo receberam e
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
Apenas uma (01) mãe se recusou a participar do estudo.
Era considerado apto à entrevista o acompanhante que
permanecesse no mínimo 8hs com a criança. Por esse
critério um (01) pai foi excluído, por não morar junto com
a criança. Do total de 85 crianças em tratamento no
Serviço de Hematologia/oncologia cujos hemogramas
haviam sido avaliados na fase 1,  foi possível realizar 58
entrevistas, no período pré-determinado da fase 2. 
O questionário continha questões sobre assistência far-
macêutica e uso correto do medicamento; adesão ao
tratamento e efeitos colaterais; noções de saúde; aspectos
sócio-econômicos e nutrição. Os efeitos colaterais foram
coletados apenas nas entrevistas, com a percepção da
mãe (ou responsável da criança) da relação desses com o
uso do medicamento, o que poderia interferir na adesão e
conseqüente efetividade do tratamento. 
Os hemogramas foram realizados em aparelho STKS-
Coulter e foi estabelecido como ponto de corte para ane-
mia Hb<11 g/dL; VCM<75 fL; HCM<25 pg.
Os dados analisados com o programa Epiinfo, versão
3.3.2, de fevereiro de 2005, do CDC/USA. Também foi
realizada análise de variância cujo modelo incluiu a va-
riável renda, escolaridade da mãe, idade da mãe, profis-
são, freqüência à creche, medicação, dose, aquisição da
medicação, uso de facilitadores da absorção, presença de
inibidores da absorção, efeitos colaterais, recusa em
tomar a medicação, suspensão temporária do tratamento
e idade da criança correlacionando com eficácia e a inte-
ração entre essas variáveis (valor de correlação). 
Para fins de análise estatística optamos por fazer a classi-
ficação do grau de anemia (anemia acentuada, moderada
ou discreta) utilizando a distribuição de freqüência, de
forma que o intervalo de cada classe tivesse a mesma
amplitude. Utilizamos a fórmula: h=H/K, onde h é o inter-
valo de classes, H é a diferença entre o maior e o menor
valor observado e K o número de classes. Desta forma os
pacientes foram agrupados em 03 classes, conforme a Hb:
anemia acentuada (AA), com Hb entre 4,1g/dL e 6,7g/dL;
anemia moderada (AM) com Hb entre 6,8 e 9,4g/dL e
anemia discreta (AD) com Hb superior a 9,5 g/dL.
A eficácia foi avaliada considerando o incremento de
hemoglobina nos 30 primeiros dias de tratamento. Foi con-
siderada eficácia ruim (e.RUIM) incremento de 0-1g/dL de
hemoglobina; boa (e.BOA) de1-2g/dL de hemoglobina e

muito boa (e.MB) superior a 2 mg/dL de hemoglobina.
O presente estudo foi aprovado no Comitê de Ética da
UFSM (CAAE 0052.0.246.000-05).

RESULTADOS

A idade média das crianças em tratamento era de 34,1
meses (σ15,5 meses), com valores mínimos de10 meses e
máximo de 63 meses. O tempo médio de tratamento foi de
14,2 meses (σ11,8), com valores mínimos de 01 mês e
máximo de 45 meses. 
A Hb média no início do tratamento era 8,7g/dL, (σ2,03),
com valor mínimo de 4,6 e máximo de 11,8g/dL; Ht  27,9 %
(σ; 5,18); os índices hematimétricos médios eram VCM 60,6
fL (σ10,24); HCM 19,23 pg (σ 4,47); RDW 18,83%.(σ 4,65).
Das 85 crianças do estudo, 21 estavam no grupo AA; 40
no grupo AM e 24 no grupo AD. Os valores de Hb, HCM,
VCM, ferro sérico, Capacidade Total de Ligação do ferro
(CTLF), ST e ferritina estão na tabela 1.
Tiveram e.MB 25% das crianças; e.BOA 30,8% e e.RUIM
44,2% das crianças em tratamento. Correlacionando a Hb
inicial com a eficácia temos uma melhor resposta no
grupo de crianças com anemia acentuada (χ2=10,7; Gl=4;
p=0,03) onde 55,6% tiveram e.MB; no grupo anemia mod-
erada e discreta 26,9% e 5,9% das crianças teve e.MB,
respectivamente. O percentual das crianças com e. RUIM
não variou muito nos três grupos, conforme fig.1. Nesta
amostra, a idade não teve relação significativa com a
eficácia do tratamento (p>0,05). 
A hemoglobina média após 30 dias de tratamento passou a 9,9
g/dL (σ 1,59); VCM 64,4 fL (σ8,09); HCM 20,64 pg (σ2,93).
O tempo médio de tratamento para recuperação do
hematócrito no grupo AA (média ± erro padrão) foi de 8,83
meses (±1,93), no grupo AM 6,0 meses (±1,1) e no grupo
AD 2,25 meses (±0,29) e p=0,0002 (Kruskal-Wallis H). 
A recuperação da normalidade para Hb ocorreu no grupo
AA em 10,06 meses (±1,8), no grupo AM em 8,43 meses
(±1,37) e no grupo AD em 2,85 meses (±0,46) e
p=0,0001(Kruskal-Wallis H).
O tempo médio de tratamento para recuperação do VCM
para o grupo AA foi de 19,38meses (±2,55), no grupo AM
foi de 12,47 meses (±1,98) e no grupo AD 7,8 meses
(±2,32) p≤0,0062 (ANOVA, Kruskal-Wallis H).
Para HCM, o tempo de tratamento para atingir o ponto de
corte no grupo AA foi de 19,08 meses (±2,8), AM 12,72
(±2,14) e no grupo AD 7,5 meses (±1,9) e p≤0,0041
(ANOVA, Kruskal-Wallis H), conforme fig. 2.
A eficácia e os fatores que poderiam interferir na efetivi-
dade da terapêutica foram coletados da entrevista de 58
familiares das crianças em tratamento.
Os dados dessa amostra são descritos a seguir. Com
relação ao tempo de tratamento no momento da entre-
vista, 20 crianças (35,08%) estavam em tratamento há
menos de 6 meses; 14 (24,56%) entre 7 e 12 meses; 15
(26,31%) entre 13 e 24 meses; 5 (8,77%) entre 25 e 36
meses e 3 (5,26%) entre 37 e 45 meses. Apenas 1 criança
tinha idade inferior a 12 meses; 16 (28,07%) tinham entre
12 e 24 meses; 20 (35,08%) entre 25 e 36 meses;
9(15,79%) entre 37 e 48 meses; 8 (14,06%) entre 49 e 60
meses e 3 (5,26%) maiores de 61 meses de idade.
A renda per capita das famílias era inferior a R$100,00
para 46,3%; 27,8% ficavam entre R$ 101,00 e 150,00 e
25,9% eram superior a R$150,00. Os fatores sócios
econômicos não tiveram variação nos grupos.
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Com relação ao medicamento, 65,5% estavam em uso de
Sulfato ferroso, 7,3% de ferro bis-glicina quelato e 23,6%
iniciaram o tratamento com sulfato ferroso e substituíram
por ferro bis-glicina quelato. Não houve variação significa-
tiva na efetividade dos diferentes fármacos (χ23,1; Gl 4;
p=0,54) nem com as dose prescritas (χ21,46; GL 4; p=0,83).
Das crianças em uso de sulfato ferroso, 28% tiveram diar-
réia, 28% tiveram vômito, 6% tiveram vômito e diarréia e
36% não apresentaram efeitos colaterais. As crianças em
uso de ferro bis-glicina quelato não apresentaram efeitos
colaterais. Os efeitos colaterais com relação à dose de
sulfato ferroso mostram um aumento do vômito com o
aumento da dose. Das crianças recebendo sulfato ferroso
na dose de 3mg/kg/dia, 9,1% tiveram vômito; das
recebendo 4mg/kg/dia, 27,3% tiveram vômito e das cri-
anças recebendo 5 mg/kg/dia, 63,6% tiveram vômito.
Observou-se que 67,3% das crianças em uso de sulfato
ferroso se recusavam a tomar a medicação. 
Em relação ao local onde foram adquiridos os medica-
mentos, 70,4% foram comprados em farmácias comu-
nitárias (farmácia comercial) e 29,6% retirados nas
Unidades Básicas de Saúde (UBS) ou Programa Saúde da
Família (PSF), apesar da prescrição ter sido feita em hos-
pital universitário. Com relação à aquisição do medica-
mento, 52,7% das famílias não tiveram dificuldades em
adquirir o medicamento, 32,7% tiveram dificuldades
financeiras para aquisição e 14,5% faltou medicação na
UBS ou PSF. Apesar das dificuldades a maioria das
famílias (83,6%) conseguiu adquirir os medicamentos,
buscando recursos com outros membros da família ou
remanejando orçamento.
Pelo somatório de fatores (recusa em tomar a medicação
e/ou efeitos colaterais e/ou dificuldade financeira), 30,9%
das mães suspenderam por algum momento o uso do
medicamento. 
Quanto ao uso de alimentos facilitadores da absorção do
ferro, 29,6% utilizavam corretamente suco de frutas cítri-
cas, predominantemente laranjas, junto com a me-
dicação, 11,1% utilizavam eventualmente ou não con-
comitante e 59,3% não utilizavam. Quanto à presença de
inibidores da absorção do ferro, 60,4% das mães não
administravam a medicação junto com alimentos
inibidores, respeitando os horários recomendados pelo
médico (1hora antes das refeições).
Ao todo, 14 variáveis foram avaliadas, correlacionando
com a eficácia. Nenhuma das variáveis teve correlação
significativa com a eficácia (p>0,05).

DISCUSSÃO

A renda per capita das famílias integrantes do estudo
confirma dados de diversos autores, demonstrando uma
relação de renda com prevalência de anemia. Silva et al
(7) encontraram razão de prevalência de anemia de 1,6
para famílias com renda per capita igual ou inferior a um
(01) salário mínimo. Nesta faixa estava contida a totali-
dade das famílias de nosso estudo. 
A menor prevalência de anemia em crianças menores de
02 anos de idade em nosso estudo deve-se possivelmente à
dinâmica de atendimento do SUS, onde inicialmente essas
crianças foram atendidas em Unidades Básicas de Saúde
e/ou Unidades Saúde da Família e posteriormente enca-
minhadas ao Serviço de Hematologia/Oncologia do
HUSM.   
Com relação à assistência farmacêutica, observaram-se
falhas na aquisição do medicamento, no uso correto
(horários, administração junto com alimentos inibidores e
facilitadores da absorção do ferro) e na adesão ao trata-
mento, porém nenhum dos itens isoladamente foi estatis-
ticamente significante quando relacionado com a eficácia
do tratamento (p>0,05). Torres et al (8) em estudo com cri-
anças de 4 a 36 meses de idade em São Paulo, verificaram
que quando a mãe administrava corretamente o fármaco,
a anemia caía de 48,4% para 28,1% ao final da inter-
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Grupo n Hb 

g/dL  

HCM 

pg 

VCM 

fL 

RDW 

% 

Ferro sérico 

μg/dL 

ST 

% 

Ferritina 

ng/dL 

AA 21 5,63 

(±0,18) 

13,71 

(±0,26) 

48,18 

(±0,56) 

23,50 

(±0,76) 

13,05 

(±1,00) 

3,02 

(±0,25) 

4,24 

(±1,24) 

AM 40 8,18 

(±0,14) 

17,86 

(±0,44) 

57,70 

(±1,06) 

19,41 

(±0,54) 

21,84 

(±2,55) 

5,77 

(±0,32) 

4,61 

(±0,57) 

AD 

 

24 10,38 

(±0,16) 

21,90 

(±0,49) 

67,83 

(±1,16) 

19,74 

(±1,27) 

34,75 

(±2,27) 

16,89 

(±0,63) 

14,11 

(±1,73) 

AA= anemia acentuada; AM=anemia moderada; AD= anemia discreta; Hb=hemoglobina; 
HCM= hemoglobina corpuscular média; VCM= volume corpuscular médio; RDW= índice de 
anisocitose; ST= saturação da transferrina. Valores expressos em média ± erro padrão  

Tabela I
Valores de Hb, índices hematimétricos e outros mar-

cadores bioquímicos de crianças com anemia ferropriva,
menores de 6 anos de idade, distribuídos de acordo com
a severidade da anemia em 3 grupos: AA(anemia severa),

AM(anemia moderada), AD(anemia discreta).

Figura 1: Avaliação da eficácia da suplementação com ferro oral
com crianças menores de seis anos de idade, usando como medi-
da o incremento de hemoglobina após 30 dias de tratamento.
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e.MB= eficácia muito boa (incremento Hb>2,1g/dl); e.BOA= eficácia boa 
(incremento Hb1,1-2,0g/dl)e.RUIM= eficácia ruim (incremento Hb<1,0g/dl).  
a.discreta= anemia discreta (Hb>9,4g/dl)a. moderada= anemia moderada (Hb 
6,7-9,3g/dl); a.acentuada= anemia acentuada (Hb 4,0-6,6g/dl)

Figura 2: Tempo de tratamento para recuperação dos valores de
normalidade para Ht, Hb, VCM e HCM de crianças menores de 6
anos de idade, recebendo ferro oral.

Valores expressos em média e erro padrão.Ht = hematócrito; Hb = hemoglobina; VCM 
= Volume Corpuscular Médioa.discreta = anemia discreta (Hb >9,4g/dl); a.moderada = 
anemia moderada (6,7-9,3g/dl)a.acentuada = anemia acentuada (Hb 4,0-6,6g/dl)
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venção. Se a administração se dava de forma incorreta
essa queda era de 58,6% para 43,1%. Neste mesmo estu-
do foi encontrada uma prevalência de 12,4% de diarréia,
usando uma dose profilática de 12mg/dia de ferro,
diferindo de nossos dados, onde foram observados 28%
de diarréia, possivelmente devido à diferença de dose. 
O aumento da incidência de vômito com o aumento da
dose de ferro prescrita pode estar relacionado com o
gosto do medicamento, que com volume maior torna-se
difícil de ser mascarado. 
Na avaliação da resposta terapêutica, observou-se melhor
resposta no grupo com menor hemoglobina inicial (AA).
Pacientes com anemia severa podem ter um acréscimo
mensal de 2g/dl, recuperando os níveis de hemoglobina
em 1 a 2 meses (5). Em nosso estudo apenas 25% dos
pacientes tiveram essa resposta ideal. O incremento
médio de hemoglobina após 30 dias de tratamento foi de
1,2g/dL, resultado semelhante a outro estudo usando
5mg/Kg/dia de sulfato ferroso que obteve um acréscimo
de Hb de 1,3g/dL (9) e superior aos ensaios utilizando
dose profilática, com IHb de 0,68g/dL (8).  Esses dados
demonstram a dificuldade em atingir uma efetividade
ideal dos tratamentos com ferro oral em crianças menores
de seis anos de idade.  
O tempo de tratamento para recuperação do Ht, Hb,VCM
e HCM variou significativamente entre os grupos AA,
AM e AD. Observou-se uma boa correlação Ht/Hb e
VCM/HCM, que estão de acordo com os dados de Hadler
et al (10) que encontraram para correlação Ht e Hb
r=0,946 e entre HCM e VCM r=0,950.
O Ht foi a primeira variável bioquímica a atingir a nor-
malidade, seguida da Hb. Verificou-se grande diferença
no tempo para recuperação da normalidade comparando
os binômios Ht/Hb e VCM/HCM. Assim, no grupo AA a
diferença entre a recuperação da Hb e do HCM foi de 9
meses e de 4,6 meses no grupo AD.  O tempo para atingir
a normalidade da Hb foi de 10 meses para AA e 8,4 para
AM, havendo sempre um crescente nos valores até esse
período. Ferreira et al (11) avaliando a duração do trata-
mento, encontraram aumento dos níveis de Hb, como
indicador de dose resposta, até o período de 18 a 23 se-
manas. A partir desse momento houve estabilização dos
níveis de Hb, indicando ser esse o momento de exaustão
de resposta e, portanto, o momento de interromper a
administração de sulfato ferroso. Neste período, em nosso
estudo, houve apenas recuperação de Ht e Hb dos grupos
AM e AD, permanecendo a hipocromia e microcitose em
todos os grupos, uma vez que o VCM e HCM tiveram
recuperação tardia. 
Aslan & Altay (12), encontraram resultados que diferem
dos anteriores, quando avaliaram o eritrograma de cri-
anças suplementadas com ferro por 12 semanas, que
haviam sido divididas em dois grupos, de acordo com o
número de eritrócitos (alto RBC >5x106/μl e baixo
RBC≤5x106/ μl), sendo que no grupo “baixo RBC” havia
maior percentual de crianças com anemia severa. Neste
estudo encontraram diferença significante, entre os dois
grupos, na elevação do Ht até 2 semanas de tratamento e
do VCM até 4 semanas de tratamento. O VCM e HCM
aumentaram gradualmente até 12 semanas de tratamen-
to, ao final da quais todos os índices atingiram o ponto de
corte para normalidade. Embora com tempos diferente,
tanto em nosso estudo como no dos autores citados, ocor-
reu primeiro a recuperação do Ht.  Wright et al (13)
demonstraram que crianças com Hb e HCM abaixo do
ponto de corte tiveram a melhor resposta terapêutica

(p<0.001) do que as crianças com Hb e HCM normal e
apenas outro marcador anormal (VCM, ferritina, Zinco
protoporfirina) as quais demonstraram pequena resposta
terapêutica. Este estudo demonstrou a superioridade do
HCM como preditivo de uma resposta terapêutica
favorável com suplementação de ferro e também maior
robustez em relação ao VCM.
Cook et al (14) evidenciaram que a determinação da
quantidade de ferro corporal, utilizando razão receptor de
transferrina sérica e ferritina sérica, é necessária para
melhor avaliar o impacto da suplementação com ferro,
pois a determinação da Hb ou Ht é imprópria para deter-
minação do status de ferro. Neste estudo, reavaliando
triagem clínica com intervenção com sulfato ferroso, onde
não havia diferença significante na Hb entre os grupos,
utilizando a estimativa de ferro corporal, essa diferença
era facilmente identificada. 
A determinação do conteúdo de hemoglobina dos reti-
culócitos indica que a menor hemoglobinização dos reti-
culócitos na anemia ferropriva são condizentes com uma
maior atividade eritropoiética compensatória, limitada,
porém, pela menor disponibilidade de ferro para a síntese
de hemoglobina (15). Assim, em estudo com mulheres com
anemia ferropriva, recebendo ferro por duas semanas,
Brugnara (16) observou um rápido aumento no conteúdo
de Hb do reticulócito (CHr), que passou de 18,1pg para
23,4pg (p<0,001) porém um aumento mínimo do HCM (de
19,7pg para 20,3pg) e VCM (de 67,9 fL. para 72,6fL.).

CONCLUSÃO

A avaliação dos determinantes da efetividade da suple-
mentação com ferro, não pode ser vista separadamente. A
grande amplitude de interferentes torna necessário a
cooperação de vários profissionais, médicos, farmacêuti-
cos, nutricionistas, assistentes sociais para o sucesso da
intervenção.
Existe ótima sensibilidade e especificidade para determi-
nação da anemia ferropriva, utilizando associação de
mais de um marcador bioquímico, como Hb-HCM-ST.
Porém há necessidade de indicador com maior especifici-
dade na avaliação da suplementação com ferro. O incre-
mento de Hb é indicativo da resposta terapêutica, mas
não é suficiente para avaliar os estoques de ferro do
organismo e o momento de concluir a suplementação
medicamentosa. O HCM é notoriamente o índice com
maior sensibilidade na detecção de anemia ferropriva,
necessitando maiores estudos da sua correlação com a
recuperação dos níveis de ferro corporal, para escolha
com maior segurança dos marcadores bioquímicos que
devem ser usados para determinação do término dos
tratamentos com ferro.

REFERÊNCIAS

1. SZARFARC, S.C. & et al. - Concentração de hemoglobina em crianças do

nascimento até um ano de vida. Cad. Saúde Pública, 20(1):266-274, 2004.

2. PIEDRAS, J.; SOLEDAD C.M.; ALVAREZ-HERNANDEZ, X. Usefulness of

certain hematologic parameters in the diagnosis of iron deficiency anemia

in children and women. Bol. Med. Hosp. Infant Mex., 38(6):911-22, 1981.

3. KOERPER, M.A. & et al.- Developmental change in red blood cell volume:

implication in screening infants and children for iron deficiency and tha-

lassemia trait. J. Pediatr., 89(4):580-583, 1976.

4. CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION – CDC.

Recommendations to prevent and control iron deficiency in the United

States. Morbidity and Mortality Weekly Report, 47(RR-3), 1998.

12 RBAC, vol. 41(1): 9-13, 2009



5. DUFFY, T.P. Anemias microcíticas. In: Goldman L.; Benett J (editor).Cecil

textbook of medicine.21 st.ed. Philadelphia: W.B. Sauders, 2000, p.855-

857.

6. WORLD HEALTH ORGANIZATION - Iron deficiency anemia: assessment,

prevention and control. A guide for programmer managers. Geneva.

Document WHO/NHD/01.3, 2001

7. SILVA L.E.M.; GIUGLIAN, E.R.J. & AERTS, D.R.G.C. - Prevalência e deter-

minantes de anemia em crianças de Porto Alegre, RS, Brasil. Rev. Saúde

Pública, 35(1):66-73, 2001

8. TORRES M.A.A.; SATO, K. & QUEIROZ, S.S.- Terapêutica com doses pro-

filáticas de sulfato ferroso como medida de intervenção no combate á

carência de ferro em crianças atendidas em unidades básicas de Saúde.

Rev. Saúde Pública, 28(6):410-415, 1994

9. ZLOTKIN, S. & et al.- Randomized, Controlled Trial of Single Versus 3-

Times-Daily Ferrous Sulfate Drops for Treatment of Anemia. Pediatrics,

108:613-618,2001.

10. HADLER, M.C.; JULIANO, Y. & SIGULEM, D.M.- Anemia do lactente: eti-

ologia e prevalência. J. Pediatr .,78(4): 321-326, 2002.

11. FERREIRA, M.L.M. & et al.- Efetividade da aplicação do sulfato ferroso em

doses semanais mo Programa Saúde da Família em Caruaru,

Pernambuco, Brasil. Cad. Saúde Pública, 19(2):375-381, 2003. 

12. ASLAN, D. & ALTAY, Ç. - Incidence of high erythrocyte count in infants and

young children with iron deficiency anemia: re-evaluation of an old para-

meter. J. Pediatr. Hematol. Oncol., 25(4): 303-306, 2003.

13. WRIGHT, C.M. & et al. - The diagnosis of borderline iron deficiency: results

of a therapeutic trial. Arch. Dis. Child., 89(11): 1028-1031, 2004.

14. COOK, J.D.; FLOWERS, C.H. & SKIKNE, B.S. - The quantitative assess-

ment of body iron.  Blood., 101(9): 3359-3364, 2003.

15. BRUGNARA, C. & et al. - Reticulocyte hemoglobin content to diagnose

iron deficiency in children. JAMA., 281(23): 2225-2230, 1999.

16. BRUGNARA, C.- Use of reticulocyte cellular indices in the diagnosis and

treatment of hematological disorders. Int.J.Clin.Lab.Res., 28:1-11, 1998.

________________________________________
ENDEREÇO PARA CORRESPONDÊNCIA:
Dra Irice Luiza Gomes Faria

Caixa Postal 5048  Campus da UFSM

CEP. 97105-900 - Santa Maria - RS

13RBAC, vol. 41(1): 9-13, 2009



14 RBAC, vol. 41(1), 2009

PRÊMIO HERMES PARDINI 
DE HORMONOLOGIA

REGULAMENTO

I - DO PRÊMIO
1) O Prêmio Hermes Pardini de Hormonologia é promovido pela Sociedade Brasileira de Análises

Clínicas - SBAC, com o patrocínio do Instituto Hermes Pardini;
2) O Prêmio será no valor de R$ 5.000,00 (cinco mil reais), além de diploma alusivo;
3) O Prêmio será entregue na solenidade programada pela SBAC nos Congressos Brasileiros de

Análises Clínicas - CBAC.

II  - DOS OBJETIVOS
O Prêmio Hermes Pardini de Hormonologia tem por objetivos;

1) Estimular o desenvolvimento de pesquisas na área de Hormônios no País; e 
2) Premiar o melhor trabalho de hormonologia inscrito e apresentado no Congresso Brasileiro de

Análises Clínicas, com vistas a melhoria técnica do Laboratório Clínico.

III - DA PARTICIPAÇÃO
1) Poderão concorrer ao Prêmio, todos os trabalhos inscritos e apresentados na sessão de Temas

Livres dos Congressos Brasileiros de Análises Clínicas;
2) Para concorrer ao Prêmio, os autores deverão remeter à Secretaria da SBAC, até 30 dias antes do

Congresso, 05 (cinco) cópias em papel do trabalho original completo e uma cópia em disquete ou
CD (linguagem word) e uma cópia em disquete (linguagem Word for Windows), atendendo às nor-
mas de publicação da Revista Brasileira de Análises Clínicas contendo: introdução (com objetivo
definido do trabalho) material e métodos, resultados, discussão, conclusão, bibliografia, resumo em
português, summary em inglês, palavras chaves (unitermos) e key words (uniterms).

3) Os trabalhos concorrentes deverão ser escritos em português e ser originais, ainda
não publicados nem comprometidos para publicação em qualquer Revista Científica da Especialidade;
4) O trabalho premiado será obrigatoriamente publicado na íntegra, com exclusividade, na Revista

Brasileira de Análises Clínicas;
5) Os demais trabalhos selecionados pela Comissão Julgadora para concorrer ao Prêmio Hermes

Pardini de Hormonologia poderão ser publicados na Revista Brasileira de Análises Clínicas;
6) O não atendimento aos itens 1 à 3 desqualifica o trabalho e/ou o recebimento do Prêmio.

IV - DA COMISSÃO JULGADORA
1) A Comissão Julgadora será composta de pelo menos 05 (cinco) membros nomeados pela

Sociedade Brasileira de Análises Clínicas, sendo um o Presidente;
2) A composição da Comissão Julgadora será divulgada pela SBAC nos Programas oficiais dos CBAC;
3) A Comissão Julgadora selecionará os 03 (três) melhores trabalhos apresentados, outorgando a um

deles o Prêmio Hermes Pardini de Hormonologia, e aos outros 02 (dois), será outorgado um diplo-
ma de Menção Honrosa;

4) A decisão da Comissão Julgadora é soberana e irrecorrível.

V  - DISPOSIÇÕES GERAIS  
1) O Prêmio Hermes Pardini de Hormonologia é indivisível e será conferido a apenas um trabalho,

ficando a inteiro critério dos autores seu eventual rateio;
2) O Trabalho concorrente ao Prêmio Hermes Pardini de Hormonologia, obrigatoriamente, deve ser

apresentado na sessão de Temas Livres por um dos autores regularmente inscrito no Congresso;
3) Caso a Comissão Julgadora dos Prêmios decidir não premiar nenhum dos trabalhos apresentados

para concorrer ao prêmio em virtude de não atingir os objetivos do prêmio, o valor deste será rever-
tido para pagamento dos anúncios da empresa promotora publicados na RBAC, no SBAC Jornal e
divulgados no site da SBAC.

4) Os casos omissos serão resolvidos pela Diretoria da Sociedade Brasileira de Análises Clínicas, ouvi-
da a Comissão Julgadora.

Rio de Janeiro, 30 de dezembro de 2006.
Dr. Ulisses Tuma

Presidente

Informações:
Sociedade Brasileira de Análises Clínicas
Prêmio Hermes Pardini de Hormonologia

Rua Vicente Licínio, 95 • Tijuca • 20270-902 • Rio de Janeiro • RJ

PRÊMIO



15RBAC, vol. 41(1): 15-20, 2009

INTRODUÇÃO

As infecções do trato urinário (ITU) são geralmente
atribuídas a microrganismos isolados da urina, na pre-

sença ou ausência de sintomas (KLEIN & LONG, 1995),
sendo uma situação habitual no atendimento ambulatorial
e de pronto-socorro (HOOTON & STAMM, 1991). 
As ITU’s são muito freqüentes na população, atingem indi-
víduos de ambos os gêneros e de todas as faixas etárias,
embora esteja mais presente em mulheres, onde são obser-
vados 20 vezes mais casos de ITU´s do que em pacientes do
sexo masculino, atingindo picos durante a fase de vida se-
xual ativa, gestação e menopausa. Para o gênero masculi-
no, o primeiro ano de vida reflete a fase de maior acometi-
mento, podendo-se observar índices de acometimento
maiores que as freqüências normalmente observadas nas
mulheres (HEILBERG & SCHOR, 2003). 
As características clínicas das ITU’s dependem do estado
do paciente e também do órgão e da extensão atingida
pelo microrganismo. Em geral, nos casos de uretrites e cis-
tites ocorrem disúria, poliúria e urgência miccional, sendo

observados episódios de quadro febril em apenas 5% dos
casos. Situações mais graves são normalmente vislum-
bradas quando estão acometidos os rins, geralmente ocor-
rendo febre, calafrio e dor lombar, além de grande risco
para uma septicemia (CHEBABO & BRAVO NETO, 2002;
VIEIRA NETO, 2003). 
Estudos de Hedin et al. (2002), com pacientes idosos, reve-
laram que em 23% dos casos ocorria bacteriúria assin-
tomática, sendo a incontinência urinária o achado mais fre-
qüente. O mesmo foi constatado por Rodhe et al. (2006).
Por outro lado, Gorelick & Shaw (2000) relataram que ca-
racterísticas como temperatura igual ou superior a 39°C
sem causa aparente por mais de dois dias, além de idade
abaixo de 12 anos e raça branca, podem ser suficientes
para diagnosticar ITU em crianças. Já, em recém-nascidos,
quadros de icterícia fisiológica prolongada, associada à
perda de peso, hipertermia e complicações neurológicas,
são sintomas sugestivos desse mesmo diagnóstico (HEIL-
BERG & SCHOR, 2003; VIEIRA NETO, 2003). 
A análise laboratorial é relatada como o único e definitivo
exame capaz de confirmar uma ITU, visto que evidencia o

Freqüência de bactérias gram-negativas em uroculturas
de pacientes ambulatoriais, do sistema único de saúde
(SUS) de maceió (AL), e sua sensibilidade a antibióticos
Frequency of gram-negative bacteria in cultures of urine from ambulatorial patients, of the unified

health system (uhs) from maceió (al), and their sensitivity to antibiotics

Anderson Brandão Leite1, Ana Rachel V. Lima1, Herbert C. S. Barros1, Renata B. Leite1, 
Istela C. Araújo2 ; Maria I.V.N. Tadeo & Ana Maria Q. López1

RESUMO - Este trabalho visou determinar a freqüência e sensibilidade a antibióticos de bactérias Gram-negativas (BGN), isoladas de
uroculturas de pacientes usuários do Sistema Único de Saúde (SUS), em Maceió (AL), com infecção do trato urinário (ITU), no perío-
do de janeiro a julho/2005. Foram conduzidas 1900 uroculturas (inoculação quantitativa), com posterior identificação morfo-bioquími-
ca das bactérias. Constatou-se crescimento em 10,6% (201) das uroculturas, sendo que 169 delas (84,1%) apresentaram BGN’s e 32
(15,9%) apresentaram cocos Gram-positivos. Das BGN’s, 133 (78,6%) foram identificados como Escherichia coli, 18 (10,7%) como
Klebsiella sp, 11 (6,5%) como Proteus sp, 3 (1,8%) como Enterobacter sp, 2 (1,2%) como Citrobacter sp, e 2 (1,2%) como Providencia
rettigeri. Dos casos diagnosticados, 85,8% atingiu o gênero feminino. A partir de suspensões dos isolados (104 células.mL-1 de salina
estéril), procedeu-se o método de difusão em disco para detectar a sensibilidade a antibióticos. O Imipenem foi o mais eficiente, porém,
dentre as drogas de primeira escolha recomendadas pelo CLSI/NCCLS (2005), a Gentamicina apresentou a melhor ação (86,4%),
enquanto as menos efetivas foram a Sulfonamida (9,3%), a associação Sulfametoxazol + Trimetoprim (31,6%), a Ampicilina (32,0%) e
a Amoxicilina (30,4%), justamente as disponíveis nas farmácias públicas de Maceió.
PALAVRAS-CHAVE - bactérias Gram-negativas; infecção do trato urinário; antibióticos.

SUMMARY -  This study aimed to determine the frequency and the sensitivity to antibiotics of Gram-negative bacteria (GNB), isola-
ted from cultures of urine from ambulatorial patients of the Unified Health System (UHS), with urinary tract infection (UTI), in Maceio
(AL), during the period from January to Jully/2005. Cultures (1900) of the collected urine were conducted (quantitative inoculation),
with subsequent morpho-biochemical identification of the bacteria. Bacteria grew in 201 of the samples (10.6%) and, from these, 169
(84.1%) were GNB and 32 (15.9%) were Gram-positive cocci. Amongst the GNB, 133 (78.6%) were identified as Escherichia coli, 18
(10.7%) as Klebsiella sp, 11 (6.5%) as Proteus sp, 3 (1.8%) as Enterobacter sp , 2 (1.2%) as Citrobacter sp, and 2 (1.2%) as Providencia
rettigeri. From the diagnosed cases, 85.8% reached the females. Using suspensions of the isolates (104 células.mL-1 of sterile saline),
it was proceeded the method of disk-diffusion to detect the sensitivity to antibiotics. The Imipenem was the most efficient, however,
among the drug of first choice recommended by CLSI / NCCLS (2005), Gentamicin showed the best action 86.4%), while the least
effective were the Sulfonamid (9.3%), the Sulfamethoxazole association + Trimethoprim (31.6%), the Ampicillin (32.0%) and the
Amoxicillin (30.4%) – exactly the ones available in public pharmacies from Maceió.     
KEYWORDS - Gram-negative bacteria; Urinary Tract Infection (UTI); antibiotics.
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crescimento do agente etiológico, além de fornecer meios
para identificá-lo (GUIDONI & TOPOROVSKI, 2001;
VIEIRA NETO, 2003).
A coleta e o armazenamento da urina são os fatores mais
importantes para um correto diagnóstico laboratorial da
ITU e, para isto, sugere-se uma análise imediata da urina,
porém, no caso de uma impossibilidade, é recomendado
um correto armazenamento das amostras, que devem ser
mantidas sob refrigeração entre 4 e 6°C (MACHADO et al.,
1995; CAMARGO et al., 2001). 
Segundo Heilberg & Schor (2003), a coleta da urina rea-
lizada a partir do jato médio é considerada satisfatória
quando precedida de uma prévia e correta higienização da
genitália. Camargo et al. (2001) afirmam que as coletas
efetuadas por punção suprapúbica, ou aquelas realizadas
durante a cistoscopia, são mais fidedignas, geralmente por
estarem livres de contaminação. 
Entre todas as formas de coleta, o saco coletor representa a
técnica com maior índice de contaminação, sendo, desta
forma, de grande valia para apenas descartar uma ITU
(KOCH & ZUCCOLOTTO, 2003). 
Para Machado et al. (1995), a bacterioscopia (Gram) bem
como alguns testes bioquímicos, como o de esterase leuco-
citária e produção de nitrato-redutase, são de grande
importância, uma vez que podem afastar o diagnóstico de
ITU. Segundo Yamasaki (1999), o teste de produção de nitri-
to possui baixa sensibilidade, apesar de ser altamente especí-
fico para bactérias Gram-negativas, exceto para espécies de
Pseudomonas, que não reduzem nitrato. Além disso, muitas
espécies Gram-positivas, como cepas de Staphylococcus
aureus (cocos Gram-positivos), mostram-se nitrato-redutase
positivas, o que dificulta o emprego único deste teste para
identificar e diagnosticar ITUs (SATO et al., 2005). 
Devido à capacidade de formação de imunocomplexo, a
detecção de bactérias responsáveis por pielonefrites pode
ser realizada através da técnica de imunofluorescência
indireta (YAMASAKI, 1999). Em 2003, Heilberg & Schor
confirmaram a grande utilidade desta técnica para cons-
tatação de severas ITUs, contudo, direcionam uma maior
importância desta para indicação de um possível compro-
metimento do urotélio, além de alertar contra a possibili-
dade de obtenção de testes falsos positivos, comumente
encontrados em prostatite, cistite hemorrágica e infecções
muito recentes, especialmente em crianças. 
Yamasaki (1999) relata a possível necessidade do acom-
panhamento das ITU’s através de exames laboratoriais
complementares, como o hemograma, a hemossedimen-
tação, a detecção e determinação do conteúdo de proteína
C reativa, uréia e de creatinina. Ribeiro Sobrinha et al.
(2003) indicam o hemograma para a avaliação de pacientes
que apresentam suspeita de infecção sistêmica (toxemia),
mas para o acompanhamento dos casos mais graves
recomendam também as dosagens de uréia, creatinina e
íons como Na+, K+ e Cl-. 
Em termos gerais, as bactérias Gram-negativas da família
Enterobacteriaceae são os principais microrganismos
envolvidos nas ITU´S. Destes, a Escherichia coli está
envolvida na maioria dos casos, estimando-se sua partici-
pação em 85% das infecções (YAMASAKY, 1999; HEIL-
BERG & SCHOR, 2003; DIAS NETO et al., 2003). 
Ao associarem a sintomatologia das ITU’s com seu agente
etiológico, Pedraza-Avilés et al. (2004) observaram que, entre
as infecções sintomáticas, E. coli e Enterobacter cloacae são
espécies responsáveis respectivamente por 71% e 7% dos
casos, e entre as infecções assintomáticas, além dos mesmos
agentes - E. coli (59%) e E. cloacae (3%), foram diagnostica-

dos também a ocorrência de Proteus mirabilis (12%). Entre
mulheres, os BGN´s são responsáveis pela maioria dos casos
de ITU, sendo a E. coli e Klebsiella oxytoca as duas espécies
mais freqüentes (POLETTO & REIS, 2005).
Para terapêutica das ITU’s, geralmente são adotados
antimicrobianos de largo espectro, uma vez que freqüente-
mente são realizados tratamentos empíricos, apontando
para drogas com excreção renal que apresentem concen-
trações parenquimatosa e urinária adequadas. A terapia
antibiótica tem o objetivo de eliminar a bacteriúria, o que
promove um alívio dos sintomas. Para os casos de pielone-
frites, a terapia deve ser adotada precocemente na tentati-
va de evitar uma possível evolução para sepse (YAMASA-
KI, 1999). O tratamento precoce é o meio mais eficaz de
diminuir a morbimortalidade em crianças, sendo utilizados
antimicrobianos de largo espectro por via parenteral, como
cefalosporinas de terceira geração associadas ou não a um
aminoglicosídeo (ARAP & TROSTER, 2003). Em neonatos e
lactentes acometidos por ITU’s, o tratamento precoce pode
diminuir o alto risco de sepse (RIBEIRO SOBRINHA, 2003). 
Stein et al. (2004) relatam que na maior parte dos casos, o
tratamento antimicrobiano oral por três dias é tão efetivo
quanto aqueles realizados por períodos mais prolongados,
e apontam as quinolonas como uma alternativa que apre-
senta baixas taxas de resistência. Contudo, afirmam que o
tratamento realizado por este período apresenta um maior
índice de recidiva. 
Segundo Lopes & Tavares (2004), a droga de primeira
escolha indicada para o tratamento empírico de ITU aguda
não complicada é o Cotrimoxazol (Sulfametoxazol +
Trimetoprim), podendo também ser utilizada uma flu-
orquinolona, ficando a duração do tratamento condiciona-
da ao acometimento do trato urinário. Indicada como a
droga de primeira escolha por vários outros autores
(Kavatha et al., 2003; Soares et al., 2006), a associação
Sulfametoxazol + Trimetoprim, vem sofrendo perda gra-
dual da sua ação, uma vez que são antibióticos de apli-
cação mais antiga e, portanto, também de uso indiscrimi-
nado (POLETTO & REIS, 2005). Drogas como as
Sulfonamidas, Amoxicilina e Ampicilina também vêm
induzindo uma resistência significativa nos uropatógenos.
Nesses casos, as Cefalosporinas de terceira geração tor-
nam-se a escolha mais acertada (ARAP & TROSTER, 2003).
Diante do exposto, o propósito do presente trabalho foi ve-
rificar a freqüência e suscetibilidade antimicrobiana de
bactérias Gram negativas (BGN) isoladas de uroculturas de
pacientes atendidos pelo Sistema Único de Saúde (SUS) no
município de Maceió (Alagoas), com infecção do trato
urinário (ITU), no período de janeiro a junho de 2005.

MATERIAIS E MÉTODOS

No período de janeiro a julho de 2005, foram analisadas
1900 amostras de pacientes usuários do Sistema Único de
Saúde (SUS), atendidos pelo Laboratório de Análises
Clínicas de Maceió (LACLIM). Para análise dos dados,
levou-se em consideração o microrganismo isolado, a
idade, gênero (sexo) e indicação clínica do paciente, não
havendo associação direta entre o mesmo e as culturas. 
Após devidamente esclarecidos quanto aos procedimentos
adequados para a obtenção asséptica e representativa das
amostras de urina, os pacientes fizeram a coleta em frascos
estéreis previamente fornecidos, e estes foram hermetica-
mente fechados e imediatamente levados ao laboratório. Só
foram recebidas amostras coletadas a um intervalo máximo
de 90 minutos. Esse material de cada paciente foi, então,
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prontamente inoculado (semeadura quantitativa) em meios
diferenciais de ágar-CLED (ágar cystine lactose electrolyte
deficient) e ágar-MacConkey em placas de Petri, conforme
descrito por Oplustil et al. (2004), utilizando-se 10 μL da
urina homogeneizada e diluída em salina estéril (cloreto de
sódio 0,85 %), numa proporção de 1:100. As placas foram
incubadas em estufa bacteriológica (36 ± 1°C, escuro) por
um tempo que variou de 18 a 24 h. O resultado da con-
tagem de unidades formadoras de colônias (UFC) por mili-
litro da urina sem diluição foi obtido multiplicando-se o
número de colônias pelo fator de correção (10.000). 
Foram consideradas positivas as culturas que apresen-
taram um crescimento maior que 105 UFC.mL-1 de urina.
Aquelas com um crescimento menor do que esse, só foram
consideradas positivas quando a lâmina corada pela técni-
ca de Gram evidenciou a presença de vários polimorfonu-
cleares acompanhada de um número considerável de bac-
térias por campo de imersão. O odor fétido da urina tam-
bém era uma característica por vezes considerada, quando
da presença dos demais sinais descritos.
Para identificação dos BGN´s isolados, foram empregados
testes bioquímicos capazes de demonstrar a fermentação
de três glicídeos (glicose, sacarose e lactose), evidenciar a
utilização do citrato como única fonte de carbono e a
descarboxilação da lisina, a produção de urease, Indol, H2S
e CO2, e determinar a possibilidade de motilidade ou não,
conforme descrito por Silva (1996).
O antibiograma foi realizado utilizando o meio ágar-Müller-
Hinton pelo método de difusão em disco (SILVA, 1996). O
preparo do inóculo foi realizado a partir das colônias iso-
ladas em ágar-MacConkey (24 h), preparando-se uma sus-
pensão de células em solução salina estéril (cloreto de sódio
0,85 %), ajustada de acordo com a escala de McFarland (1-
2 X 108 UFC.mL-1). Os discos empregados no antibiograma
foram fabricados pela Laborclin®, e estão listados com sua
respectiva concentração na Tabela 01. A análise dos halos
de inibição seguiu os critérios adotados pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (antigo National Committee
for Clinical Laboratory Standards) (CLSI/NCCLS, 2005).
A ação antimicrobiana, verificada através do diâmetro dos
halos nos antibiogramas, foi classificada como resistente ou
sensível. Aquela bactéria que apresentou halos na faixa
intermediária foi reportada como resistente a droga, uma
vez que, segundo a CLSI/NCCLS (2005), o agente antimi-
crobiano que apresenta uma ação intermediária possui
Concentração Inibitória Mínima - CIM próxima aos níveis
sangüíneos e tissulares alcançados, para os quais as taxas de
resposta podem ser inferiores àquelas que seriam obtidas
caso o isolado houvesse apresentado sensibilidade ao teste.
Os dados obtidos foram analisados utilizando o pacote estatís-
tico EPIINFO versão 6.04 (DEAN et al., 1996). O χ2 (Qui-
quadrado) e a prova exata de Fisher, e o teste "t" de Student
foram utilizados para comparar proporções e médias respecti-
vamente, dentro de intervalos de confiança (IC), sendo os
riscos relativos estimados pela razão de chances, conhecida
como “odds ratio” ou “OR”  (KAHN & SEMPOS, 1989). 

RESULTADOS

Das 1900 uroculturas, 201 (10,6%) apresentaram resultado
positivo. Entre as culturas positivas, 32 (15,9%) apresen-
taram crescimento de bactérias Gram-positivas, enquanto
que 169 (84,1%) corresponderam a BGN’s.
Entre os 169 pacientes (4 meses a 83 anos de idade) cujas
uroculturas apresentaram crescimento de BGN’s, a média
etária geral foi de 35,6 ± 21,7 anos, sendo que 24 (14,2%)
deles pertenciam ao gênero masculino, com média de
idade de 34,9 ± 25,4 anos, e 145 (85,8%) pertenciam ao

gênero feminino, com média de idade de 35,7 ± 21,1.
Portanto, o gênero feminino apresentou uma freqüência de
ITU’s provocadas por BGN’s seis vezes maior  do que o
gênero masculino.
A faixa etária onde as ITU’s causadas por BGN’s foram
mais ocorrentes é a que oscilou entre 15 e 34 anos, corres-
pondendo a 30,8% dos casos diagnosticados. A maioria dos
resultados positivos em todas as faixas-etárias foi constata-
da no gênero feminino, sendo que o grupo de jovens entre
5 e 14 anos apresentou maior semelhança com o de mesma
faixa etária no gênero masculino (Tabela 02).
Entre os BGN’s isolados (n=169) e mencionados na Tabela
03, os mais freqüentes foram Escherichia coli (133 culturas =
78,7%), Klebsiella sp (18 culturas = 10,7%) e Proteus sp (11
culturas = 6,5%). Considerando o total de culturas positivas
(n=201),  E. coli foi responsável por 66,2% (133) das ITU´s.
Das drogas testadas nos TSA’s, a que ofereceu menor ação
frente às cepas isoladas foi a Sulfonamida, sendo ativa em
apenas 9,3% dos BGN’s testados (Tabela 04). A ação antimi-
crobiana apresentada pela associação Sulfametoxazol +
Trimetoprim (SMX-TMP) foi de 31,6%, semelhante àquela
verificada entre as penicilinas Amoxicilina (30,4%) e
Ampicilina (32,0%) (Tabela 04).
Dos antimicrobianos testados na pesquisa, o Imipenem
apresentou melhor ação antimicrobiana, inibindo o cresci-
mento de 99,3% dos BGN’s testados, sendo um isolado da
espécie Enterobacter aerogenes o único resistente.
Entre as drogas de primeira escolha recomendada pelo
CLSI/NCCLS (2005), a Gentamicina, pertencente à classe
dos aminoglicosídeos, foi a que mais se destacou, inibindo
o crescimento de 86,4% dos microrganismos submetidos ao
TSA. Em seguida, a Cefalotina – cefalosporina de primeira
geração – apresentou ação contra 57,8% dos bastonetes
testados, e a Ampicilina, da classe das penicilinas, inibiu
apenas 32% dos BGN’s testados.
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TABELA I
Discos de antibióticos (com suas respectivas concen-

trações) utilizados nos testes de sensibilidade antimicro-
biana (TSA) com bastonetes Gram-negativos (BGN’s) iso-
lados das amostras de urina de pacientes ambulatoriais

do Sistema Único de Saúde (SUS) do município de
Maceió (AL), no período de janeiro a junho/2005.

ANTIBIÓTICOS CONC.(μg) ANTIBIÓTICOS CONC.(μg) ANTIBIÓTICOS CONC.(μg)

Ácido nalidíxico   30 Cefalotina  30 Nitrofurantoína 300
Ácido pipemídico   20 Cefoxitina  30 Norfloxacina  10 

Amicacina  30 Ceftazidima  30 Pefloxina 5 
Amoxicilina  10 Iprofloxacina 5 Tetrac iclina 30 
Ampicilina  10 Cloranfenicol 30 Tobramicina 10 
Aztreonam 30 Gentamicina  10 Sulfazotrim 25 
Ceftriaxona  30 Imipenem  10 Sulfonamidas 300

TABELA II
Freqüência de pacientes com infecção do trato urinário

(ITU’s) provocada por bastonetes Gram-negativos (BGN’s)
atendidos pelo Sistema Único de Saúde (SUS) em Maceió-AL,
estratificado por gênero e faixa-etária (janeiro a junho/2005).

FREQÜÊNCIA FAIXA ETÁRIA (ANOS) 

Absoluta Relativa (%) 
   Total   

< 1 1 3 4 25,0 75,0 

1 -  4  1 13 14 7,1 92,9 

5  -   14  5 8 13 38,5 61,5 

15  -  24 4 22 26 15,4 84,6 

25  -  34  2 24 26 7,7 92,3 

35  -  44  1 17 18 5,6 94,4 

45  -  54  4 21 25 16,0 84,0 

55  -  64  3 20 23 13,0 87,0 

> 65  3 2 25 20,0 80,0 

Ignorados --- 5 5 ---- 100,0 

Total  24 145 169 14,2 85,8 



DISCUSSÃO

A incidência de uroculturas positivas deste trabalho
assemelhou-se àquela detectada por Chaves et al. (2003) na
cidade de Crateús-Ceará, onde tais autores verificaram que
14% das amostras de urina estudadas apresentaram posi-
tividade para algum patógeno bacteriano. Dados publicados
por Dias Neto et al. (2003) também apontaram que 86,4%
das ITU’s em pacientes ambulatoriais do Hospital das
Clínicas (FMRP-USP) como sendo provocadas por BGN’s,
sendo que a média de idade dos mesmos era de 45,3 ± 23,5,
isto é, significativamente mais avançada do que a constata-
da no presente estudo (35,6  ± 21,7 anos, p<0,00001).
Verificou-se não haver diferença significativa (p>0,05) entre as
médias de idade apresentadas pelos dois gêneros neste estu-
do (masculino: 34,9 ± 25,4 anos; feminino: 35,7 ± 21,1 anos). 

Comparando-se a proporção de pacientes positivos do
gênero masculino, na faixa-etária de 5 a 14 anos, com
aquela dos demais grupos (Tabela 02), verifica-se que estes
apresentaram 4,5 vezes mais chances de desenvolver ITU
por BGN’s do que aqueles de outras idades [OR: 4,5 (IC
95%: 1,14 – 17,46); Fisher exact: p=0,02].
No primeiro ano de vida, a maior parte das ITU’s diagnos-
ticadas neste trabalho ocorreu no sexo feminino, no entan-
to, estudos de Vieira Neto (2003) demonstraram uma maior
freqüência das ITU’s nessa idade entre meninos. Já entre
os pré-escolares, o mesmo autor, relata uma freqüência de
ITU de 10 a 20 vezes maior nas mulheres do que nos ho-
mens, o que se pôde constatar neste estudo (Tabela 02).
Com relação à freqüência dos BGN´s isolados, em pesquisa
realizada com pacientes ambulatoriais da cidade de
Goiânia-Goiás por Poletto & Reis (2005),  e em estudo efe-
tuado com pacientes atendidos pelo Hospital Universitário
de Brasília – DF por Pires et al. (2005), o mesmo resultado
foi observado quando considerados os três microrganismos
mais freqüentes (Tabela 03).
Neste estudo, das 201 culturas positivas, E. coli foi responsá-
vel por 66,2% (133) das infecções, resultado similar ao de
outros autores, que relatam freqüência desta espécie entre 58
e 85% dos casos de ITU (DIAS NETO et al., 2003; AGRA et
al., 2004; POLETTO & REIS, 2005; LOPES & TAVARES, 2005;
PIRES et al., 2005). De acordo com o cálculo de riscos rela-
tivos estimados, as ITU’s deste estudo, causadas por BGN’s,
possuíram 13 vezes mais chances de apresentar a E. coli
como seu agente etiológico do que um dos outros microrga-
nismos isolados (χ2=109,07; p<0,000001; IC 95%: 7,86 –
23,83).
Enterobacter spp., Citrobacter spp. e Providencia rettigeri
foram os patógenos menos freqüentes entre os pacientes
avaliados (Tabela 03), o que coincide com os resultado
obtidos por Poletto & Reis (2005), que, entre 67 BGN’s iso-
lados, verificaram apenas 2 culturas com Citrobacter sp
(2,9%) e uma com Enterobacter sp (1,5%).
Em 2003, Chaves et al. detectaram sensibilidade a
Sulfonamida de apenas 13% entre diferentes cepas de
BGN’s, não havendo diferença significativa (Fisher exact:
p>0,05) dos resultados obtidos no presente estudo (Tabela
04). Com relação à ação da Ampicilina e da Amoxicilina
(Tabela 04), a resistência dos BGN´s  estudados mostrou-se
semelhante àquela observada respectivamente nos estu-
dos de Chaves et al. (2003) e Poletto & Reis (2005).
O Imipinem, em conformidade com os dados da literatura
específica, mostrou-se o mais eficiente antibiótico  testado
contra a maioria dos isolados associados às ITU’s  diagnos-
ticadas no período desta pesquisa. Segundo Dias Neto et
al. (2003), o Imipenem revelou atividade antibiótica contra
96% das cepas testadas em seus estudos. Kiffer et al. (2006;
2007) também verificaram que cepas de E. coli e Klebsiella
sp isoladas de urina apresentaram, respectivamente, 100%
e 99,2% de sensibilidade a esse antibiótico.
Entre as cefalosporinas de terceira geração (Ceftazidima e
Ceftriaxona) testadas, não houve diferença significativa em
sua ação antimicrobiana (χ2<3,84; p>0,05). Dados seme-
lhantes foram relatados em 2005 por Poletto & Reis, cujos
BGN’s isolados das uroculturas alvo de seus estudos apre-
sentaram 94% de sensibilidade a Ceftazidima. No entanto,
Kiffer et al. (2005) relataram uma baixa sensibilidade apre-
sentada por cepas de K. pneumoniae (48,1%), apesar de iso-
lados de E. coli terem revelado menor sensibilidade (85,4%).
Entre os aminoglicosídeos utilizados neste trabalho, a
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TABELA III
Freqüência de bastonetes Gram-negativos (BGN’s) isolados
de uroculturas de pacientes com infecção do trato urinário
(ITU’s) atendidos pelo Sistema Único de Saúde (SUS) em

Maceió-AL (janeiro a junho/2005).
FREQÜÊNCIA  

MICRORGANISMOS Absoluta Relativa 
(%) 

Relativa 
 acumulada 

(%) 
Escherichia coli  133 78,6 78,6 

Klebsiella pneumoniae  17 10,1 88,7 

Klebsiella oxytoca 1 0,6 89,3 

Proteus mirabilis  10 5,9 95,2 

Proteus vulgaris  1 0,6 95,8 

Enterobacter aerogenes 2 1,2 97,0 

Enterobacter cloacae 1 0,6 97,6 

Providencia rettigeri 2 1,2 98,8 

Citrobacter diversus  1 0,6 99,4 

Citrobacter freundii  1 0,6 100,0 

Total  169 100,0 ------ 

TABELA IV
Perfil de resistência e sensibilidade apresentado pelos
bastonetes Gram-negativos (BGN’s) isolados de urocul-

turas de pacientes atendidos pelo Sistema Único de
Saúde (SUS) em Maceió-AL (janeiro a junho/2005),

estratificado por classe de antimicrobianos.

TOTAL  RESULTADOS  CLASSE ANTIBIÓTICOS 
 Resistente

s Nº    (%) 
Sensíveis  

Nº   (%) 
Amicacina 86 7 (8,1) 79  (91,9) 

Gentamicina 169 23 (13,6) 146  (86,4) 

Aminoglicosídeos 

Tobramicina 134 20 (14,9)  114  (85,1) 

Ceftriaxona 169 6 (3,6) 163  (96,4)  

Cefalotina 116  49 (42,2) 67  (57,8) 

Cefoxitina 164 23 (14,0) 141  (86,0) 

Cefalosporinas 

Ceftazidima 154 5 (3,2) 149  (96,8) 

Carbapeneno  Imipenem 149 1 (0,7) 148  (99,3) 

Ciprofloxacina 117  18 (15,4) 99  (84,6) 

Norfloxacina 159 21 (13,2)  138  (86,8) 

Fluorquinolonas 

Pefloxacino 168 26 (15,5)  142  (84,5) 

Fenicóis  Cloranfenicol 103 17 (16,5)  86  (83,5) 

Monobactâmico  Aztreonam 164 6 (3,7)  158  (96,3) 

Nitrofurantoína  Nitrofurantoína 160 29 (18,1)  131  (81,9) 

Amoxicilina 168 117 (69,6)  51  (30,4) Penicilinas 

Ampicilina 169 115 (68,0)  54  (32,0) 

Ácido nalidíxico 169 41 (24,3) 128  (75,7) Quinolonas 

Ácido pipemídico 147 36 (24,5) 111  ( 75,5) 

Sulfonamidas  Sulfonamida 107 97 (90,7) 10  (9,3) 

Tetraciclina  Tetraciclina 154 82 (53,2)  72  (46,8) 

Associação  Sulfametoxazol+Trimetoprim 57 39 (68,4)  18  (31,6) 
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Amicacina apresentou melhor ação antibacteriana
(91,9%), semelhante ao observado por Pires et al. (2005),
que relataram ação bactericida para esta droga de 98,6%
contra E. coli e 90,9% contra Klebsiella sp. As atividades
antibacterianas de fluorquinolonas testadas nesta pesquisa
foram similares, o que também está de acordo com os
dados publicados por Poletto & Reis (2005).
No que se refere às drogas recomendadas como sendo de
primeira escolha (CLSI/NCCLS, 2005) para os casos de
ITU’s, verificou-se uma concordância deste estudo com o
trabalho de Dias Neto et al. (2003), uma vez que suas
análises revelaram ações bactericidas da Gentamicina,
Cefalotina e Ampicilina da ordem de 88%, 51% e 37%,
respectivamente. Comparando-se estatisticamente os
resultados obtidos com as drogas de primeira escolha (Qui-
quadrado), verificou-se uma diferença significativa entre
as eficiências apresentadas (χ2=103,45; p<0,0000001).
A sensibilidade dos BGN’s isolados frente à Ampicilina e à
Gentamicina, revelou que a primeira teve 13 vezes mais
chances de não atuar no controle desses microrganismos,
isto é, não eliminar o agente etiológico da ITU, do que ocor-
reu com a Gentamicina [OR: 13,52 (IC95%: 7,58 – 24,28);
χ2=101,41; p<0,0000001]. Da mesma forma, com relação à
Cefalotina, um tratamento empírico poderia conduzir ao não
combate da ITU em até quatro vezes, quando comparado ao
tratamento com a Gentamicina [OR: 4,64 (IC95%: 2,52 –
8,59);χ2=28,37; p<0,0000001]. Por fim, se a Ampicilina fosse
indicada para o tratamento sem o conhecimento de seu per-
fil antimicrobiano frente às cepas de BGN’s isoladas, as
chances de não se curar a ITU aumentaria em até 3 vezes
em comparação com o uso da Cefalotina [OR: 2,91 (IC95%:
1,73 – 4,90);χ2=17,71; p<0,0001].
Analisando-se o perfil de resistência dos três gêneros de
BGN’s mais freqüentes neste estudo (Tabela 03), verificou-se
que houve uma diferença significativa entre as chances dos
mesmos apresentarem resistência a alguma droga (χ2=33,96;
p<0,0000001). Contudo, comparando-se apenas os isolados
de E. coli com os de Klebsiella sp, observa-se que não há
diferença significativa entre o comportamento de ambos
frente aos antimicrobianos testados (χ2<3,84; p>0,05).
No tocante aos isolados de Proteus sp, verificou-se que apre-
sentaram praticamente as mesmas chances de Klebisiella sp
[OR: 2,44 (IC95%: 1,65 – 3,61); χ2=21,4; p<0,00001], e 2 vezes
mais chances do que E. coli [OR: 2,32 (IC95%: 1,71 – 3,16);
¯2=31,9; p<0,0000001] de resistirem a algum dos fármacos
utilizados. Portanto, o gênero Proteus apresenta uma maior
resistência entre os patógenos mais incidentes em ITU’s.
Entre as drogas que apresentaram menor atividade contra
os isolados estão as Sulfonamidas (9,3%), a associação
Sulfametoxazol + Trimetoprim (31,6%) e as penicilinas
Ampicilina (32,0%) e Amoxicilina (30,4%), reações próxi-
mas às detectadas por Agra et al. (2004) em microrganis-
mos isolados de pacientes hospitalares de Santa Cruz do
Sul, no Rio Grande do Sul, mas não com microrganismos
isolados de pacientes ambulatoriais. Desta forma, a
recomendação de tratamento empírico de ITU apresentada
por Lopes & Tavares (2004), que indica o Cotrimoxazol
(Sulfametoxazol + Trimetoprim) como a droga de escolha
no tratamento de ITU’s, deve ser questionada, uma vez que
a maior parte dos isolados detectados neste estudo apre-
sentou resistência a essa droga. Assim, fica uma vez mais
explícita a importância de se avaliar as taxas locais de
resistência como uma das etapas básicas para o estabele-
cimento de estratégias no uso racional de antimicrobianos.
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Prevalência do traço talassêmico beta em 
indivíduos com microcitose

Prevalence of trait beta thalassemic in individuals with microcytosis

Ralfo Cavalcanti de Medeiros1, Raline dos Santos da Silva2, Valéria Cristina Ribeiro Dantas3,
Tereza Maria Dantas de Medeiros4

RESUMO - A talassemia beta é caracterizada por uma alteração quantitativa da síntese da globina beta resultando em redução (β+

talassemia) ou ausência (β0 talassemia) de cadeias. O traço talassêmico beta resulta da heterozigose de uma das mutações que afetam
a síntese das cadeias beta. Com o objetivo de determinar a prevalência do traço talassêmico beta em indivíduos com microcitose foram
analisadas 86 amostras de sangue com valor de VCM inferior a 80 fL. Foram realizados os seguintes exames: eritrograma, contagem
de reticulócitos, eletroforese de hemoglobina em pH alcalino, dosagens de Hb A2, Hb Fetal, ferritina sérica, ferro sérico, capacidade
total de ligação do ferro e saturação da transferrina. Foram identificados 2 portadores de traço talassêmico beta representando uma
prevalência de 2,3 %. Apenas um paciente com traço talassêmico beta tinha anemia e nenhum deles apresentava deficiência de ferro
enquanto que entre os 84 pacientes com níveis normais de Hb A2, 27 (32,1 %) não tinham anemia nem deficiência de ferro. A concen-
tração média de Hb A2 e VCM dos pacientes com traço talassêmico beta foi 5,0 ± 0,8 % e 69,5 ± 6,5 fL respectivamente. Os resulta-
dos obtidos sugerem a necessidade de posterior estudo molecular a fim de investigar não só as mutações no gene beta, mas a pre-
sença de talassemia alfa em nossa população.
PALAVRAS-CHAVE - Traço talassêmico beta, hemoglobina A2, microcitose.

SUMMARY -  The beta thalassemias constitute an heterogeneous group of disorders characterized by a quantitative alteration in the
synthesis of the beta globin, resulting in reduction (β+ thalassemia) or absence (β0 thalassemia) of chains. The beta thalassemic trait
results of an heterozygosis from one of the mutations that affects the synthesis of the beta chains. In order to determine the preva-
lence of the beta thalassemic trait in individuals bearing microcytosis, 86 samples presenting MCV values lower than 80 fL were ana-
lyzed.  The following analyses were conducted: determination hematological parameters, reticulocytes count, hemoglobin elec-
trophoresis in alkaline pH, Hb A2, Fetal hemoglobin, serum ferritin and serum iron determination, total iron binding capacity and
transferrin saturation.  Two beta thalassemic trait individuals have been identified, which represent the prevalence of 2,3 %. Only one
of the patients with beta thalassemic trait had anemia and none of them presented iron deficiency. In the other hand, between the 84
patients wich had normal Hb A2 values, 27 (32,1 %) had not anemia nether iron deficiency. The average concentration of Hb A2 and
MCV in beta-thalassemic patients was 5,0 ± 0,8 % and 69,5 ± 6,5 fL respectively. The results accomplished suggest the need of later
molecular study, so not only gene beta mutations are investigated, but also the alpha thalassemia presence in our population.    
KEYWORDS - beta thalassemic trait, hemoglobin A2, microcytosis.
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INTRODUÇÃO

As talassemias compreendem um diversificado grupo de
distúrbios genéticos e são caracterizadas pela redução

ou ausência na produção de uma ou mais cadeias de globi-
na. As talassemias beta constituem um grupo heterogêneo
de doenças, caracterizadas por uma alteração quantitativa
da síntese de globina beta, resultando em redução (β+

talassemia) ou ausência (β0 talassemia) de cadeias (Cao et
al., 1997; Weatherall & Clegg, 1999). Mais de 200 dife-
rentes mutações foram identificadas no gene da beta glo-
bina, onde as mutações pontuais devido a substituição de
uma única base, inserção ou deleção de poucas bases são
as causas mais comuns (Weatherall & Clegg, 2001).
O desequilíbrio nas cadeias de globina é responsável pela
gravidade das síndromes talassêmicas.  A eritropoese inefi-
caz é o principal determinante da anemia seguida pela
hemólise de eritrócitos no sangue periférico contendo
inclusões de cadeias alfa e a redução na síntese da hemoglo-
bina com formação de eritrócitos microcíticos e hipocrômicos
que são mecanismos secundários (Galanello & Cao, 1998). 

Nas síndromes talassêmicas são observadas três
condições clínicas e hematológicas: o traço talassêmico

beta (β0/β ou β+/β), a talassemia intermédia (β0/β+ ou β+/β+) e
a talassemia maior (β0/β+ ou β+/β+) onde as duas últimas
resultam da homozigose dos alelos da talassemia beta (Cao
et al., 1997).
O traço talassêmico beta é caracterizado hematologica-
mente por microcitose e hipocromia com níveis reduzidos
de VCM e HCM, moderada reticulocitose, policromatofilia
e ponteado basófilo. A concentração do ferro sérico é
usualmente normal ou aumentada, assim como a concen-
tração da ferritina sérica. O achado laboratorial caracterís-
tico no traço talassêmico beta é o aumento da concentração
da hemoglobina A2 (Madan et al., 1998; Shine, 1997).
A microcitose no traço talassêmico beta é decorrente da
formação deficiente de hemoglobina, por redução da sín-
tese de cadeias beta e aumento na produção de cadeias
alfa que precipitam nos precursores eritrocitários levando à
destruição precoce podendo induzir a anemia. Os porta-
dores de traço talassêmico beta, devido a microcitose e
discreta anemia, são comumente tratados com medicamen-
tos ferrosos e, em casos de tratamentos prolongados,
podem eventualmente resultar em acúmulo de ferro com
possíveis alterações clínicas e laboratoriais (Sonati et al.,
1993; Thein, 2004).
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O diagnóstico diferencial entre a anemia por deficiência de
ferro e o traço talassêmico beta pode ser feito pela utiliza-
ção da dosagem de Hb A2 associada à dosagem de ferro
sérico, ferritina sérica, capacidade total de ligação do ferro,
saturação da transferrina e zinco-protoporfirina (Madan et
al., 1998; Van Zeben et al., 1990).
O presente trabalho teve como objetivo determinar a
prevalência do traço talassêmico beta em indivíduos que
apresentam microcitose e verificar a presença de anemia e
deficiência de ferro entre os indivíduos com e sem
talassemia beta.

CASUÍSTICA E MÉTODOS

Foram estudados 86 indivíduos de ambos os sexos com idades
variando de 2 a 55 anos (15,0 ± 12,7 anos) atendidos no
Laboratório de Análises Clínicas e Toxicológicas da
Universidade Potiguar. O critério de escolha foi a presença de
microcitose definida com valor de volume corpuscular médio
(VCM) inferior a 80 fL. Foram utilizados como critérios de
exclusão: crianças com idade inferior a 2 anos, uso de alguma
medicação que continha ferro, transfusões sanguíneas nos
últimos seis meses e portadores de doenças crônicas.
O grupo controle foi constituído de 48 indivíduos de ambos
os sexos com idades variando de 3 a 51 anos (20,2 ± 14,7
anos) que não apresentavam microcitose (VCM = 80 a 100
fL)  e tinham status de ferro normal.
O projeto de pesquisa foi previamente aprovado pelo
Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal do Rio
Grande do Norte e todos os indivíduos participantes da pesquisa
(grupo de estudo e controle) ou seus representantes legais assi-
naram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido após
serem informados sobre o protocolo de estudo.
A coleta das amostras foi realizada com o paciente em
jejum de 8 horas. Foram colhidos 8 mL de sangue por
punção venosa e distribuídos em 2 tubos de ensaio: um
tubo contendo anticoagulante (EDTA) e outro tubo sem
anticoagulante para a obtenção de soro. O sangue colhido
com anticoagulante foi utilizado para a realização dos
seguintes exames: eritrograma realizado em contador
automático de células ADVIA 60 (Bayer), contagem de
reticulócitos (Dacie & Lewis, 1995), eletroforese de hemo-
globina em acetato de celulose pH 8,5 (Dacie & Lewis,
1995), dosagem de hemoglobina A2 (Bezerra, 1984) e
dosagem de Hb Fetal (Betke et al., 1959). Todos os exames
foram realizados dentro de 24 horas após a coleta. As
amostras que apresentaram concentração de HbA2 acima
de 3,7% foram confirmadas por cromatografia liquida de
alta performance (HPLC) utilizando o analisador automáti-
co Variant II (Bio-Rad).
O soro foi obtido a partir do sangue sem anticoagulante
após centrifugação a 600 g por 15 minutos e estocado a -
20º C até a determinação dos parâmetros bioquímicos:
dosagens de ferritina sérica (kit AxSYM Ferritina - Abbott
Laboratories), ferro sérico (Ferrimat Kit - bioMérieux),
capacidade total de ligação do ferro (CTLF) (kit TIBC -
bioMérieux) e saturação da transferrina (cálculo da relação
entre a concentração de ferro sérico e a capacidade total de
ligação do ferro).
A análise estatística foi baseada em cálculos percentuais
das variáveis qualitativas.  Para as variáveis quantitativas,
foi calculada a média e o desvio padrão.

Para comparação dos grupos foi empregado o teste não
paramétrico de Kruskal – Wallis (Anova) para n desigual,
com nível de significância de 5% em todos os casos.

RESULTADOS

Dos 86 pacientes analisados 2 eram portadores do traço
talassêmico beta representando uma prevalência de 2,3 %. 
Os pacientes foram agrupados de acordo com o nível de
hemoglobina A2 e presença ou ausência de anemia e de
deficiência de ferro (Figura 1).
Os valores de Hb A2 dos dois pacientes com traço
talassêmico beta foram 5,5 % e 4,4 % com um valor médio
de 5,0 ± 0,8 %. A concentração média da Hb A foi 94,4 ±
0,1 % nos pacientes com traço talassêmico beta enquanto
que entre os pacientes não talassêmicos a Hb A variou
entre 96,8 ± 0,7 % a 97,2 ± 0,7 % (Tabela 1).
Os valores do VCM dos dois pacientes com traço
talassêmico beta foram 63,0 fL e 75,9 fL com nível médio de
69,5 ± 6,5 fL. O valor médio de VCM mais reduzido foi
observado nos pacientes com Hb A2 normal que apresen-
tavam anemia e deficiência de ferro. Entre os pacientes
que não apresentavam anemia os valores médios de VCM
foram 75,8 ± 2,1 fL e 76,1 ± 3,5 fL (Tabela 2). 
Apenas um paciente com traço talassêmico beta apresen-
tou anemia com valor de hemoglobina igual a 9,2 g/dL. A
concentração média de hemoglobina entre os pacientes
anêmicos com Hb A2 normal foi 10,8 ± 0,8 g/dL e 10,8 ± 0,9
g/dL. Entres os pacientes sem anemia os valores médios de
hemoglobina foram 12,2 ± 1,0 g/dL e 12,9 ± 1,1 g/dL.
Os dois pacientes com traço talassêmico beta apresen-
taram níveis normais de ferro com valores de 117,4 μg/mL
e 115,9 μg/mL, porém um deles apresentou níveis elevados
de ferritina sérica. Os valores médios de ferritina sérica
entre os pacientes com Hb A2 normal que apresentavam
deficiência de ferro foram 10,5 ± 8,9 ng/mL e 13,5 ± 9,9
ng/mL. Os valores médios de ferro sérico nesses pacientes
foram 70,1 ± 15,9 μg/mL e 65,1 ± 13,6 μg/mL, respectiva-
mente. Entre os pacientes com Hb A2 normal que não ti-
nham deficiência de ferro os valores médios de ferro sérico
foram 84,8 ± 15,9 μg/mL nos pacientes com anemia e 87,4
± 18,9 μg/mL naqueles que não tinham anemia nem defi-
ciência de ferro (Tabela 3).

TABELA I
Perfil eletroforético dos 86 pacientes estudados de 

acordo com o nível de Hb A2

Tipo de hemoglobina 
Grupos pacientes 

A 
(%) 

A2 

(%) 
Fetal 
(%) 

Hb A2 elevada    

Traço beta talassêmico (n = 2) 94,4 ± 0,1 5,0 ± 0,8 0,7 ± 0,7 

Hb A2 normal    

Com anemia e com deficiência de 
ferro (n = 32) 

96,8 ± 0,8 2,4 ± 0,6 0,8 ± 0,5 

Com anemia e sem deficiência de 
ferro (n = 15) 

96,8 ± 0,7 2,5 ± 0,6 0,6 ± 0,4 

Sem anemia e com deficiência de 
ferro (n = 10) 

97,2 ± 0,7 2,1 ± 0,5 0,6 ± 0,3 

Sem anemia e sem deficiência de 
ferro (n = 27) 

96,8 ± 0,9 2,4 ± 0,6 0,8 ± 0,7 

Grupo controle (n = 45) 97,0 ± 0,7 2,3 ± 0,7 0,8 ± 0,4 

Valores de referência (de acordo com a metodologia utilizada):
Hb A: 96 a 98 %;  Hb A2: 1,0 a 3,7 %; Hb Fetal: até 2,0 %
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DISCUSSÃO

A presença do traço talassêmico beta foi definida de acor-
do com os valores de referência estabelecidos a partir das
determinações de Hb A2 do grupo controle. O valor médio
obtido foi 2,3 ± 0,7 % e, considerando dois desvios padrões,
estabeleceu-se uma faixa de referência que variou de 0,9
% a 3,7 %. Os pacientes que apresentaram valores de Hb
A2 acima de 3,7 % foram considerados portadores do traço
talassêmico beta.
A classificação quanto à presença ou não de anemia foi

feita segundo os critérios da Organização Mundial de
Saúde, onde os valores mínimos de hemoglobina
aceitáveis são de 13,0 g/dL para homens e 12,0 g/dL para
mulheres e crianças com idade entre 7 e 14 anos. Para cri-
anças com idade compreendida entre 6 meses e 6 anos o
valor mínimo aceitável é de 11,0 g/dL (OMS, 1972).
De acordo com a concentração de ferritina sérica os
pacientes foram classificados como portadores ou não da
deficiência de ferro.
Os portadores do traço talassêmico beta são clinicamente
assintomáticos podendo apresentar discreta anemia carac-
terizada morfologicamente por microcitose e hipocromia
com valores reduzidos de VCM e HCM.  O aumento rela-
tivo dos níveis de Hb A2 é a mais importante característica
hematológica para identificação do portador do traço
talassêmico beta.  Esse aumento deve-se à redução de sín-
tese de cadeias beta, com aumento de cadeias alfa livre
favorecendo a formação de dímeros αδ, e posteriormente,
tetrâmeros de Hb A2 (Galanello et al., 1990; Harthoorn-
Lasthuizen, 1999; Thein, 2004).
Apenas um paciente com traço talassêmico beta tinha ane-
mia e nenhum deles apresentava deficiência de ferro
enquanto que entre os 84 pacientes com níveis normais de
Hb A2, 42 (50 %) apresentaram deficiência de ferro sendo
que 32 pacientes (38,1 %) apresentavam também anemia,
caracterizada por níveis de hemoglobina inferiores aos
estabelecidos pela Organização Mundial de Saúde para
cada faixa etária.
A maioria dos indivíduos com talassemia beta portadores
da mutação β0 ou mutação β+ severa, é caracterizada por
uma intensa diminuição do HCM (19 a 23 pg), apresenta
níveis de Hb A2 que variam entre 4,0 e 6,0 % e Hb Fetal
entre 1 e 3 %. Entretanto, alguns portadores de talassemia
beta têm níveis atípicos de Hb A2, apresentando valores
entre 6,5 e 9,0% e Hb Fetal de 3 a 15%.  As lesões mole-
culares em tais casos são grandes deleções que removem a
região promotora 5’ do gene da globina beta (Old, 2003). 
Os dois pacientes identificados nesse estudo como porta-
dores do traço talassêmico beta apresentaram valores de
Hb A2 igual a 5,5 % e 4,4 %. O valor médio de Hb Fetal foi
0,7 ± 0,7 %. O paciente que apresentou nível mais elevado
de Hb A2 apresentou valores mais reduzidos de hemoglo-
bina e de VCM.
Estudos realizados por diversos autores têm mostrado cor-
relação entre a severidade dos alelos da talassemia beta e
as alterações dos parâmetros hematológicos (Bertuzzo et
al, 1997; Garner et al, 2003).
Skarmoutsou et al. (2003) avaliando o número de reticuló-
citos, as concentrações de Hb A2 e Hb Fetal e o receptor
solúvel de transferrina em 57 indivíduos com traço
talassêmico beta, concluíram que todos os pacientes apre-
sentaram eritropoese ineficaz variando de intensidade de
acordo com a severidade da mutação no gene beta. 
No presente estudo os valores médios de hemoglobina e
hemácias nos talassêmicos foram, respectivamente, 11,4 ±
3,1 g/dL e 4,99 ± 0,58 x1012/L.  Quando o traço talassêmico
beta estava associado à anemia os valores encontrados
foram 9,2 g/dL e 4,58 x1012/L para hemoglobina e hemá-
cias, respectivamente. Esses dados demonstram a diversi-
dade de alterações nos parâmetros hematológicos. 
A variação na severidade dos diferentes alelos da
talassemia beta é refletida nos fenótipos dos heterozigotos
e no grau de hipocromia e microcitose evidenciados pelos
valores da hemoglobina corpuscular média (HCM) e vo-
lume corpuscular médio (VCM), respectivamente (Garner
et al., 2003; Thein, 2004).

Figura 1 – Organograma de distribuição dos 86 pacientes de
acordo com os critérios de classificação utilizados
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TABELA II
Parâmetros hematológicos dos 86 pacientes estudados 

de acordo com o nível de Hb A2

Parâmetros hematológicos 
Grupos pacientes 

Hto 
(%) 

Hb 
(g/dL) 

Hcias 
(x1012/L) 

VCM 
(fL) 

HCM 
(pg) 

Retic 
(%) 

Hb A2 elevada       

Traço beta talassêmico (n = 
2) 

34,8 ± 8,8 11,4 ± 3,1 4,99 ± 0,58 69,5 ± 6,5 26,1± 1,4 1,0 ± 0,1 

       

Hb A2 normal       

Com anemia e com 
deficiência de ferro (n = 32) 

33,8 ± 2,6 10,8 ± 0,8 4,85 ± 0,45 70,4 ± 4,8 22,4 ±1,9  1,3 ± 0,4 

Com anemia e sem 
deficiência de ferro (n = 15) 

33,3 ± 3,0 10,8 ± 0,9 4,55 ± 0,46 73,5 ± 6,6 24,0 ± 2,7 1,3 ± 0,4 

Sem anemia e com 
deficiência de ferro (n = 10) 

35,6 ± 2,5 12,2 ± 1,0 4,69 ± 0,30 75,8 ± 2,1 26,0 ± 1,7 1,2 ± 0,4 

Sem anemia e sem 
deficiência de ferro (n = 27) 

38,8 ± 3,7 12,9 ± 1,1 5,11 ± 0,60 76,1 ± 3,5 25,4 ± 2,0 1,1 ± 0,3 

Grupo controle (n = 45) 39,8 ± 3,4 13,6 ± 1,0 4,55 ± 0,38 87,6 ± 4,2 30,0 ± 1,6 0,9 ± 0,2 

Valores de referência: (RODAK, 2002)
Eritrograma:
Homens:   Hcias: 4,60-6,00 x 1012/L;  Hto: 40-54 %;  Hb: 14,0-18,0 g/dL; VCM: 80-94 fL;  HCM: 26-32 pg
Mulheres e crianças de 8 a 13 anos: Hcias: 4,00-5,40 x 1012/L; Hto: 35-49 %; Hb: 12,0-15,0 g/dL; VCM: 80-94 fL;  HCM: 26-32 pg
Crianças de 3 a 7 anos:   Hcias: 4,00-5,20 x 1012/L; Hto: 34-48 %; Hb: 10,2-15,2 g/dL; VCM: 78-94 fL;  HCM: 23-31 pg
Reticulócitos: 0,5-1,5 %

TABELA III
Parâmetros bioquímicos 86 pacientes estudados de 

acordo com o nível de Hb A2

Valores de referência (de acordo com a metodologia utilizada):
Ferritina sérica: Mulher pré-menopausa: 6 a 81 ng/mL; Mulher pós menopausa: 14 a 186 ng/mL; 
 Homem (18 a 30 anos): 30 a 233 ng/mL;  Homem (31 a 60 anos): 32 a 284 ng/mL;
Ferro sérico: 60 a 160 μg/mL; CTLF: 251 a 363 μg/mL;         Saturação transferrina: 20 a 50%

Parâmetros bioquímicos 

Grupos pacientes Ferritina sérica 
(ng/mL) 

Ferro sérico 
(μg/mL) 

CTLF 
(μg/dL) 

Saturação 
transferri na 

(%) 

Hb A2 elevada     

Traço beta talassêmico (n = 2)  213,5 ± 160,2 116,7 ± 1,1 233,0 ± 11,3  50,2 ± 2,9 

    Hb A2 normal     

Com anemia e com 
deficiência de ferro (n = 32) 

10,5 ± 8,9 70,1 ± 15,9 418,3 ± 64,1 17,4 ± 6,0 

Com anemia e sem 
deficiência de ferro (n = 15) 

40,9 ± 41,9 84,8 ± 15,9 312,2 ± 82,9 30,3 ± 15,1 

Sem anemia e com 
deficiência de ferro (n = 10) 

13,5 ± 9,9 65,1 ± 13,6 395,8 ± 81,7 17,1 ± 5,1 

Sem anemia e sem 
deficiência de ferro (n = 27) 

70,2 ± 110,9  87,4 ± 18,9 288,7 ± 55,3 31,6 ± 10,1 

Grupo controle (n = 45) 69,2 ± 22,5 95,4 ± 15,7 313,8 ± 26,0 30,7 ± 6,1 
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Rhund et al. 1991 (apud Thein, 2004) mostraram que os
alelos da β0 talassemia que estão associados a fenótipos
mais severos apresentavam valores de VCM variando de
59,7 a 66,5 fL enquanto que os alelos β+ estavam associados
com valores de VCM entre 63,7 a 74,9 fL.
No presente estudo, o valor médio de VCM dos pacientes
talassêmicos foi 69,5 ± 6,5 fL e dos 32 pacientes que apre-
sentaram anemia ferropriva sem talassemia foi 70,4 ± 4,8 fL
observando-se, portanto, valores  mais reduzidos de VCM
entre os pacientes com talassemia beta porém não houve
diferença estatisticamente significativa (p = 0,999).
Apesar do número reduzido de pacientes com traço
talassêmico analisados nesse estudo, os dados obtidos
mostram a necessidade de estudos moleculares posteriores
que identifiquem o tipo de mutação e consequentemente
as diferenças nos parâmetros hematológicos.
Trabalhos realizados por diversos autores evidenciam que
as concentrações de Hb A2 são reduzidas em alguns porta-
dores do traço talassêmico beta que apresentam deficiên-
cia de ferro, e que esta redução está associada à severidade
da anemia (Galanello et al., 1990; Harthoorn-Lasthuizen et
al., 1999; Madan et al., 1998).
De acordo com El–Agouza et al. (2002) a deficiência de
ferro pode diminuir a transcrição ou translação do gene
delta diminuindo a concentração da Hb A2.  Outra possível
explicação seria a competição entre as cadeias beta da
hemoglobina A e cadeias delta da Hb A2 para a formação
de outros grupos heme.
Estudos realizados por Galanello et al. (1990) em 587 cri-
anças com traço talassêmico beta mostraram valores
médios de Hb A2 de 5,1 ± 0,5 % quando estes tinham ane-
mia sem deficiência de ferro e de 3,9 ± 0,8 % quando a
anemia estava associada à deficiência de ferro.  Resultados
semelhantes foram obtidos por El-Agouza et al. (2002), ve-
rificando redução estatisticamente significativa nos níveis
de Hb A2 nos pacientes talassêmicos que apresentavam
associação com a deficiência de ferro. 
Madan et al. (1998) verificaram níveis de Hb A2 de 5,11 ±
0,80 % quando a anemia estava associada à deficiência de
ferro e de 5,19 ± 0,73 % quando não havia associação da
anemia com a deficiência de ferro.  Entretanto, essa dife-
rença não foi estatisticamente significativa.
Entre os não talassêmicos a menor concentração de Hb A2

(2,1 ± 0,5 %) foi observada nos pacientes sem anemia e
com deficiência de ferro porém não houve diferença esta-
tisticamente significativa entre os quatro subgrupos ana-
lisados (p>0,05). 
Os valores de ferritina sérica dos dois pacientes portadores
de traço talassêmico beta foram 110,2 ng/mL e 326,7
ng/mL. Os níveis de ferro sérico e capacidade total de li-
gação do ferro estiveram normais nos dois pacientes
talassêmicos analisados. O paciente que apresentou níveis
elevados de ferritina sérica relatou tratamentos repetidos a
base de compostos ferrosos. 
Fonseca et al. (1995) avaliando o estado do ferro em indiví-
duos beta talassêmicos heterozigotos encontraram 9 (25 %)
pacientes com níveis de ferritina acima dos valores de
referência e, 26 pacientes com ferritina normal.  Quanto ao
ferro sérico, CTLF e saturação da transferrina os valores
médios ficaram dentro dos limites de referência. Os autores
concluíram que existe uma diferença significante, com
relação aos estoques de ferro, nos indivíduos talassêmicos
do sexo masculino, quando comparados à população geral.
Essa sobrecarga não se evidencia nos indivíduos do sexo
feminino, provavelmente pelas perdas menstruais.
Analisando os dois pacientes talassêmicos pode-se obser-

var que a saturação da transferrina foi mais elevada no
paciente 3 porém não houve diferença estatisticamente
significativa entre eles (p= 0,620).
Entre os 84 pacientes que apresentaram Hb A2 normal, 15
pacientes tinham anemia com status de ferro normal e 27
pacientes não apresentavam anemia nem deficiência de ferro.
Portanto, os resultados obtidos nesse estudo mostram a
necessidade de investigação molecular dos vários tipos de
talassemias principalmente entre os indivíduos que apre-
sentam microcitose e hipocromia possibilitando a diferen-
ciação com a anemia por deficiência de ferro e, conse-
quentemente, um tratamento adequado.
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INTRODUÇÃO

ADoença Celíaca (DC) é caracterizada por uma reação
inflamatória crônica no intestino em resposta à

ingestão de glúten presente na dieta. É uma doença mul-
tifatorial, resultante da combinação entre suscetibilidade
genética, exposição ambiental e resposta imune, o que
leva à inflamação intestinal, perda das vilosidades intesti-
nais e conseqüente má absorção de nutrientes (18, 35). A
forma clássica da doença apresenta sintomas gastrointesti-
nais tais como distensão abdominal e diarréia crônica;
porém, formas atípicas são freqüentes e variam desde sin-
tomas extra-intestinais até formas assintomáticas (47).

A DC afeta principalmente indivíduos com descendência
européia e tem seu desenvolvimento fortemente influenci-
ado pela genética. No Brasil, as regiões Sul e Sudeste apre-
sentam as maiores prevalências, tanto por sua marcada
colonização européia, como pela maior disponibilidade de
exames diagnósticos.
Devido à grande variabilidade de apresentações clínicas, o
diagnóstico da DC é muitas vezes difícil, demorado ou
mesmo não viabilizado. Apesar de a biópsia intestinal ser
ainda o gold standard no diagnóstico da DC, a ampla uti-
lização de testes sorológicos na prática clínica é fundamen-
tal na identificação dos pacientes que necessitam da bióp-

Pesquisa de anticorpos anti-endomísio no laboratório
de imunopatologia da ufpr: dez anos de experiência na

triagem de doença celíaca em pacientes, grupos de
risco e populações*

Antiendomysium antibodies evaluation in the laboratory of immunopathology of the ufpr: 
ten years of experience in the screening of celiac disease in patients, groups at risk 

and in the general population

Shirley Ramos da Rosa Utiyama1, Lorete Maria da Silva Kotze2, Renato Mitsunori Nisihara1,
Isabela Goeldner da Silva1, Flávia Raphaela Nass1, Ricardo de Bem, Thelma Skare, Márcia L.
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RESUMO - O Laboratório de Imunopatolologia do Hospital de Clínicas da Universidade Federal do Paraná, através da pesquisa do
anticorpo anti-endomísio (EmA-IgA), tem contribuído ao longo dos últimos dez anos com a triagem e diagnóstico diferencial da doença
celíaca (DC) em pacientes, grupos de risco e populações do sul do Brasil. No presente estudo, tem-se uma síntese das investigações
mais relevantes que foram realizadas e que possibilitaram demonstrar a alta especificidade e sensibilidade desse teste, seu valor no
diagnóstico da doença e no monitoramento da dieta isenta de glúten, assim como sua correlação com os anticorpos anti-transgluta-
minase e o grau de lesão na mucosa intestinal. O EmA-IgA tem sido avaliado por imunofluorescência indireta, utilizando cordão umbi-
lical humano como substrato, e conjugado fluorescente anti-IgA. O compilamento de dados dos estudos com familiares de celíacos
(n=200), pacientes com síndrome de Down (n=150), diabetes mellitus (n=104), cardiomiopatias (n=74), artrite reumatóide (n=85),
doadores de banco de sangue (n=2000) e indivíduos da população sadia (n=180), permitiu demonstrar significativa diferença na fre-
qüência do EmA-IgA no grupo de familiares (p<0.001), pacientes com síndrome de Down (p=0.0024) e diabetes mellitus (p<0.001), em
relação à população sadia. Os dados obtidos nos últimos dez anos de pesquisa nessa área indicam os familiares de celíacos como o
grupo de maior risco ao desenvolvimento da doença, e ressaltam a importância de screenings periódicos para DC em pacientes com
doenças autoimunes e /ou outras afecções. 
PALAVRAS-CHAVE - Doença celíaca, anticorpo anti-endomísio, familiares de celíacos, síndrome de Down, diabetes mellitus, artrite
reumatóide, cardiomiopatias.

SUMMARY -  The Laboratory of Immunopathology, from Clinical Hospital of the Federal University of Paraná, through the evaluation
of antiendomysium antibody (IgA-EmA), has contributed along the last ten years with the screening and differential diagnosis of celi-
ac disease (CD) in patients, groups at risk and populations from southern Brazil. Here we present a summary of the most relevant stu-
dies developed in the laboratory, which demonstrated the high specificity and sensibility of this test, its relevance in diagnosis of CD
and in the monitoring of a gluten free diet, as well as its correlation with anti-tissue transglutaminase antibody and with the lesion
degree in the intestinal mucosal. The IgA-EmA has been evaluated by indirect immunofluorescence using human umbilical cord as
substrate, and anti-IgA fluorescent conjugate. Data compilation of studies with relatives of CD patients (n=200), Dow’s syndrome
patients (n=150), diabetes mellitus (n=104), cardiomyopathy (n=74), rheumatoid arthritis (n=85), blood donors (n=2000) and healthy
population (n=180), allowed to demonstrate significant differences in the frequency of IgA-EmA in relatives (p<0.001), Dow’s syn-
drome patients (p=0.0024) and diabetes mellitus groups (p<0.001), in relation to the healthy population. The compiled data of the last
ten years of research in this subject indicate that the relatives of celiac patients are the group at higher risk to develop CD and empha-
size the importance of periodic screenings for CD in patients with autoimmune diseases and/or others affections.    
KEYWORDS - Celiac disease, antiendomysium antibodies, relatives, Down syndrome, diabetes mellitus, rheumatoid arthritis, car-
diomyopathy.
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sia para o diagnóstico da patologia, na triagem de grupos
de risco e na monitorização da resposta ao tratamento. A
determinação do anticorpo anti-endomísio (EmA-IgA) re-
presenta atualmente o melhor teste de triagem para DC (1,
5, 25, 31, 32, 39, 51).
O Laboratório de Imunopatologia do Hospital de Clínicas
(HC) da Universidade Federal do Paraná, inaugurado em
1986, completou, no ano de 2007, dez anos de experiência
com ensaios sorológicos para diagnóstico da DC. Dois anos
após, Volta et al. (1995) descreverem o uso de cordão umbi-
lical humano como substrato para pesquisa do EmA-IgA,
por imunofluorescência indireta, o Laboratório já se encon-
trava com a técnica padronizada, empregando-a tanto na
rotina dos pacientes como em estudos de investigação.
Embora a necessidade da implantação de um método
sorológico de triagem para o diagnóstico da afecção fosse
uma realidade de longa data para os doentes do HC, o
emprego de esôfago de macaco como substrato da reação
representava uma limitação tanto no aspecto ético como no
financeiro. 
Através da pesquisa do EmA-IgA foi possível contribuir, ao
longo desses dez anos, de forma não invasiva, com a
triagem e diagnóstico diferencial de pacientes suspeitos de
apresentarem DC, encaminhados pelos diversos serviços
do HC. No contexto de uma visão científica, e buscando
contribuir com serviços de outras instituições, as investi-
gações realizadas foram gradualmente organizadas e
relatadas em congressos e periódicos científicos nacionais
e internacionais.       
Os dados mais preliminares, buscando demonstrar a alta
especificidade e sensibilidade do método, e seu valor no
diagnóstico da doença e no monitoramento da dieta isenta
de glúten, começaram a ser relatados no ano de 2001 (31),
embora a comparação do EmA-IgA em pacientes celíacos,
com o anticorpo anti-reticulina, ressaltando a superiori-
dade do anticorpo anti-endomísio nos aspectos recém cita-
dos já tivessem sido demonstrados desde 1999 (29). Aliado
aos estudos com os pacientes, precocemente tiveram início
as triagens sorológicas em familiares de celíacos, que vie-
ram a constituir uma importante linha de pesquisa no
Laboratório. Gradualmente demonstrou-se a alta prevalên-
cia da doença nesse grupo de indivíduos, com dados simi-
lares aos relatos mundiais, possivelmente relacionadas à
própria miscigenação da população brasileira (31, 51, 54).   
Com a descoberta da transglutaminase tecidual como
antígeno alvo do processo autoimune na DC (15), e a con-
seqüente padronização de kits de ELISA para pesquisa do
anticorpo anti-transglutaminase (anti-tTG-IgA), estudos
visando comparar esse anticorpo com o EmA-IgA em
pacientes celíacos também foram realizados (52) além de
análises avaliando a correlação entre os métodos sorológi-
cos e o grau de lesão da mucosa intestinal (32). Mais recen-
temente, analisou-se ainda o grau de confiabilidade do
EmA-IgA e do anti-tTG-IgA como métodos de triagem em
familiares de celíacos (55).    
Diante de relatos salientando a importante associação da
DC com outras doenças autoimunes, um amplo perfil de
auto-anticorpos foi realizado em amostras de soros de
pacientes celíacos e familiares (51). Decorrente dessa
triagem, um estudo clínico e laboratorial minucioso rela-
cionado às doenças tireoideanas foi desenvolvido em
pacientes celíacos do sul do Brasil (35).    
Visando avaliar o envolvimento de componentes da imu-
nidade inata na resposta imune de pacientes com DC,
foram executados projetos de pesquisa nos quais foi pos-

sível determinar tanto a variabilidade genética do fator B
(BF) da via alternativa do sistema complemento (54), como
as concentrações séricas da proteína ligante de manose
(MBL) em amostras de soros dos pacientes celíacos e fami-
liares (8). Os dados obtidos foram associados a aspectos
clínicos, histológicos, demográficos e à ocorrência de ou-
tras doenças autoimunes nos pacientes.
A experiência gradualmente adquirida possibilitou que
alguns artigos de revisão fossem publicados (49, 53), bem
como uma síntese da longa experiência no atendimento à
pacientes celíacos do sexo feminino, voltado aos aspectos
nutricionais e ginecológicos (33).   
Cabe ainda ressaltar que estudos com pacientes com sín-
drome de Down (39), diabetes mellitus (4), cardiomiopatias
(14) e artrite reumatóide (40), assim como com familiares
de celíacos (55), doadores de banco de sangue e indivídu-
os voluntários sadios da população, foram realizados ao
longo desses 10 anos. Alguns aspectos peculiares sobre
cada um desses grupos, conforme citado a seguir, moti-
varam os projetos de investigação. 
Dentre os grupos de maior risco para DC destacam-se os fami-
liares de pacientes celíacos, freqüentemente com maior
prevalência da doença. O screening periódico nesses indivídu-
os permite o diagnóstico precoce da DC e a instituição da dieta
isenta de glúten, prevenindo dessa forma as complicações
decorrentes da doença não tratada (1, 24, 35, 55, 51, 56).
O diabetes mellitus tipo 1 tem sido relatado em pacientes
com DC.  A associação entre essas duas doenças pode ser
parcialmente explicada pelo compartilhamento de genes
HLA que ocorre entre a DC e o diabetes mellitus tipo 1 (3,
41, 42, 58). As formas silenciosas e atípicas da DC são as
mais freqüentemente encontradas em pacientes com dia-
betes mellitus tipo 1. Dessa forma, vários autores recomen-
dam a realização de screenings para DC e diabetes melli-
tus tipo 1 tanto nos pacientes celíacos como nos pacientes
diabéticos tipo 1, com o objetivo de diagnosticar a doença
não tratada e implantar o tratamento, melhorando dessa
forma a qualidade de vida do paciente (4, 26).
A associação entre DC e a síndrome de Down (SD) já se
encontra bem estabelecida. Pacientes com SD apresentam
grande variedade de alterações digestivas e distúrbios
imunológicos relacionados ao trato gastrointestinal. A causa
dessa associação parece estar relacionada com a influência
de respostas imunes sobre genes do cromossomo 21. Essa
função anormal de genes localizados no cromossomo 21 é
causa de disfunções imunes gerais, incluindo baixa imu-
nidade local e alta susceptibilidade a infecções. Pode ainda
contribuir para a alteração na integridade intestinal, o que
facilita a entrada de antígenos alimentares através da
mucosa intestinal. Entretanto, acredita-se que genes direta-
mente ligados à manutenção da integridade da mucosa
intestinal possam também estar envolvidos (38, 49).
A cardiomiopatia associada à DC é uma condição séria e
potencialmente letal. Dentre as cardiomiopatias mais fre-
quentemente descritas em pacientes com DC estão a car-
diomiopatia dilatada e a miocardite auto-imune. Alguns
autores supõem que a má absorção crônica de micronutri-
entes causada pela DC, como a carnitina, possa estar rela-
cionada ao baixo desempenho cardíaco e ao desenvolvi-
mento de cardiomiopatias (13, 45). Estudos relatam melho-
ra no desempenho cardíaco de pacientes celíacos que
apresentavam cardiomiopatia dilatada idiopática e mio-
cardite, após a adoção da dieta isenta de glúten (12, 20). 
Já a associação entre DC e artrite reumatóide é ainda con-
troversa. Enquanto alguns autores encontram prevalências
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elevadas da DC em pacientes com artrite reumatóide, ou-
tros obtêm resultados completamente negativos (28, 48). 
Doadores de sangue também tem sido alvo de inúmeros
estudos, visando estimar a prevalência da DC na popu-
lação em geral. No Brasil, tem-se até o momento estudos
em doadores de sangue de Brasília, Ribeirão Preto, São
Paulo e Curitiba, mostrando uma variação na prevalência
entre 1:681 a 1:214, os quais sugerem que a DC não deve
ser considerada uma condição rara no país (22, 37, 44).
A elevada morbidade da DC quando associada a alguma
outra condição ou quando não diagnosticada, assim como
a necessidade de se estabelecer uma prevalência que con-
temple as características da população do sul do Brasil, jus-
tificam os diversos estudos realizados. Nesse contexto,
além de citar-se os estudos já realizados nos pacientes com
DC, considera-se de relevante valor compilar os dados
obtidos em relatos prévios com os diferentes grupos de
pacientes e populações citados, visando tanto divulgar a
experiência que foi alcançada ao avaliar o conjunto dos
resultados no decorrer desses anos, como salientar para
outros serviços que trabalham com sorologia para DC a
importância da triagem dessa afecção. 

MATERIAIS E MÉTODOS

Casuística
Foram compilados os dados de alguns grupos de pacientes
e indivíduos da população avaliados para a presença dos
anticorpos anti-endomísio no Laboratório de
Imunopatologia, no decorrer dos anos de 1997 a 2007.
Foram estes: pacientes com síndrome de Down, diabetes
mellitus tipo I, artrite reumatóide e cardiomiopatia, bem
como familiares de pacientes com DC, doadores de Banco
de Sangue, além de um grupo composto por indivíduos
sadios da população. Tem-se na tabela 1 os dados
demográficos das populações em estudo. Todos os estudos
tiveram prévia aprovação pelo Comitê de Ética.

METODOLOGIA

Pesquisa de Anticorpos Anti-Endomísio (EmA-IgA):
A investigação de anticorpos anti-endomísio nas amostras
em estudo foi realizada por técnica de Imunofluorescência
Indireta (IFI), conforme descrito por VOLTA et al., em 1995
(57). Esta utiliza como substrato cortes criostáticos de
cordão umbilical humano.
O cordão umbilical foi obtido, após consentimento informa-
do, de gestantes sadias, no momento do parto no Centro
Obstétrico do HC, UFPR. Após a excisão do cordão, um
pequeno fragmento do mesmo é mergulhado em solução
salina 0,9%, seccionado transversalmente em pequenos
blocos e mergulhado em OCT-Tissue Tek (Miles, USA). Os
blocos são congelados em nitrogênio líquido e preservados
à temperatura de -80ºC.
Cortes criostáticos de 3Ìm de espessura são colocados sobre
lâminas de vidro previamente fixadas com Gelatina 0,5% e
Azida Sódica, sendo mantidas à temperatura de -20ºC até o
momento de uso nas reações de Imunofluorescência Indireta.
Os soros teste são submetidos a uma diluição inicial de
triagem, na proporção de 1:2,5, utilizando tampão fosfato
salina (PBS), pH 7,2. Esses, juntamente com soros controle,
são colocados nas lâminas contendo o substrato, para poste-
rior incubação em câmara úmida, à temperatura ambiente,
durante 30 minutos. Após lavar as lâminas em PBS três
vezes, (5 minutos cada vez), procede-se nova incubação com

o conjugado fluorescente anti-IgA (INOVA), para posterior
lavagem das lâminas e montagem com glicerina tamponada.
A leitura foi realizada em microscópio de fluorescência
Olympus, por dois profissionais, de forma independente,
sendo consideradas positivas as amostras que caracteri-
zaram fluorescência a partir da diluição de 1:2,5. Após a
triagem, os exames positivos na diluição de 1:2,5 são retes-
tados para definição do título final de anticorpos.
Na reação positiva para o EmA-IgA, cora-se a substância
intermiofibrilar no tecido de endomísio, cuja localização se
dá no contorno das fibras de músculo liso na parede dos
vasos e artérias do cordão umbilical.                 
Estatística: A análise estatística foi realizada com o soft-
ware STATISTICA, aplicando-se o teste exato de Fisher. O
nível de significância adotado foi menor que 0.05 (p<0.05). 

RESULTADOS

O compilamento dos resultados obtidos nos estudos
prévios citados está demonstrado na figura 1 e tabela 2. O
grupo composto por 180 indivíduos voluntários e sadios,
moradores da mesma área geográfica dos pacientes avali-
ados, com faixa etária variando entre 02-81 anos, foi total-
mente negativo para o EmA-IgA (0%; 0/180). A análise
sorológica dos familiares de pacientes celíacos (n=200) re-
velou uma positividade de 12% (24/200) para o EmA-IgA,
caracterizando uma significativa diferença em relação ao
grupo de indivíduos sadios (0%; p<0,001). Dos 24 fami-
liares positivos, 54,17% (13/24) eram do sexo feminino e
45,83% (11/24) do sexo masculino. 
Dentre as amostras dos pacientes com diabetes mellitus tipo
I, 8,7% (9/104) apresentaram resultados positivos para o
EmA-IgA, com títulos variando entre 1:2,5 a 1:40. Todos os
pacientes positivos foram submetidos à biópsia intestinal
para confirmação do diagnóstico. Em quatro desses a biópsia
revelou normalidade da mucosa intestinal; em dois pacientes
verificou-se atrofia subtotal e em três atrofia parcial. Cinco
desses pacientes (55,6%) eram do sexo feminino e 4 (44,4%)
do masculino. A positividade para o EmA-IgA nos pacientes
diabéticos (8,7%) foi significativamente elevada em relação
aos indivíduos sadios da população (0%; p<0,001).
Dos 150 pacientes com síndrome de Down (SD) avaliados,
3,3% (5/150) tiveram resultados positivos para o EmA-IgA,
com títulos variando entre 1:2,5 a 1:80. Dos cinco pacientes
cujo EmA-IgA foi positivo, todos do sexo masculino, quatro
foram submetidos à biópsia intestinal, sendo que três apresen-
taram atrofia total da mucosa e um atrofia parcial, confirman-
do o diagnóstico de DC em todos. A análise desse grupo, em
relação aos indivíduos sadios (0%), caracterizou diferença sig-
nificativa na freqüência do EmA-IgA entre ambos (p=0,019).
A análise sorológica dos 74 pacientes com cardiomiopatia
mostrou positividade de 2,7% (2/74) para o EmA-IgA, com
títulos iguais a 1:2,5 nas duas amostras. Ambos os pacientes,
um do sexo masculino e outro feminino, foram submetidos à
biópsia intestinal, que revelou em um deles atrofia total da
mucosa intestinal e, no outro, atrofia parcial da mucosa. A
análise desse grupo não mostrou diferença significativa em
relação aos indivíduos sadios da população (p=0,084).
Dentre 2000 amostras de doadores de banco de sangue,
0,1% mostrou positividade para o EmA-IgA (2/2000), com
títulos de 1:10 e 1:80. Não foi possível a realização da
análise da biópsia intestinal nesses indivíduos, ficando
comprometida a confirmação do diagnóstico nos mesmos. 
Similar aos indivíduos da população sadia, nenhum dos 85
pacientes com artrite reumatóide que participaram do
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DISCUSSÃO

O desenvolvimento de métodos não invasivos tem permiti-
do que inúmeros estudos sejam realizados com o objetivo
de avaliar a prevalência da DC em diversas populações. A
viabilização desses métodos veio favorecer o diagnóstico
precoce da doença, reduzindo assim a morbidade da DC
não tratada (2).
A análise sorológica realizada nos familiares de pacientes
celíacos do presente estudo, caracterizando 12% de posi-
tividade para o EmA-IgA, sugere elevada prevalência da
DC nesses indivíduos em relação aos demais grupos avali-
ados. Até o momento, dentre os 24 familiares positivos, a
biópsia intestinal já permitiu a confirmação do diagnóstico
de DC em 11 desses. Tais dados estão em concordância
com aqueles obtidos por inúmeros autores (9, 56, 57),
estando a positividade para EmA-IgA em nosso estudo
muito próxima à de 10,9%  descrita recentemente por
BONAMICO et al. (2006). Por sua vez, um amplo estudo
realizado por FASANO et al. (2003), mostrou uma
prevalência para a DC em familiares de pacientes celíacos
de 4,5%, sendo que tanto o EmA-IgA quanto a biópsia
intestinal foram utilizados como critérios diagnósticos. Tais
dados mostram a diversidade de resultados nas diferentes
populações. 
Os resultados obtidos para o EmA-IgA reforçam o valor dos
testes sorológicos como triagem, visando o encami-
nhamento desses indivíduos para confirmação do diagnós-
tico, considerando que a DC apresenta-se freqüentemente
na forma silenciosa, mesmo dentre os familiares de celíacos.
Por sua vez, estudos recentes mostram uma prevalência de

DC em pacientes com SD variando entre 3,2% e 10,3% (6,
10). No grupo de pacientes com SD avaliados no
Laboratório de Imunopatologia, 3,3% caracterizaram posi-
tividade para o EmA-IgA, resultado esse que vai ao encon-
tro da literatura. Em apenas um paciente com SD não foi
possível a realização da biópsia intestinal, sendo que os
demais tiveram comprovado o diagnóstico da doença (39). 
Mesmo diante de resultados sorológicos negativos,
pacientes com SD devem ser submetidos a testes sorológi-
cos periodicamente, considerando que se trata de um
grupo de risco para a doença, como mostra a significativa
diferença detectada nos mesmos em relação ao grupo de
indivíduos sadios avaliados no presente estudo (0%;
p=0,019). Deve-se considerar ainda que a evolução
sorológica dos anticorpos pode levar indivíduos previa-
mente negativos à positividade (11).
Os pacientes com diabetes mellitus tipo 1 mostraram alta
prevalência do EmA-IgA em relação ao grupo de indivídu-
os da população sadia (8,7% x 0%; p= <0,001). Todos os
pacientes positivos para o EmA-IgA foram submetidos à
biópsia intestinal, sendo na totalidade dos casos confirma-
do o diagnóstico de DC (4). Já é bem estabelecido que a
DC e o diabetes mellitus tipo 1 são doenças auto-imunes
associadas à presença de alelos HLA específicos (3, 27). O
compartilhamento de genes HLA entre DC e diabetes mel-
litus tipo 1 possivelmente representa a causa mais prová-
vel da freqüente associação dessas duas doenças.
O risco elevado encontrado para os pacientes diabéticos
tipo 1 é consistente com achados anteriores e justifica a
realização de screenings periódicos nessa população (4, 21,
26, 36). Corroborando, comparativamente, o grupo de dia-
béticos avaliado no laboratório de Imunopatologia mostra
freqüência superior do EmA-IgA (8,7%) em relação aos
pacientes com artrite reumatóide (0%), Síndrome de Down
(3,3%) e cardiomiopatias (2,7%).
Diversos estudos relatam a associação entre DC não tratada
e cardiomiopatias, como a miocardite e a cardiomiopatia
dilatada (12, 14, 20, 23, 43). De acordo com CURIONE et al.
(2005), a prevalência de DC detectada em pacientes com
cardiomiopatia dilatada idiopática foi de 5,7%, diferindo
significativamente do restante da população. No estudo
realizado na população de pacientes da nossa região, 2,7%
(2/74) daqueles com cardiopatia apresentaram EmA-IgA
positivo, sendo que ambos foram submetidos à biópsia que
revelou atrofia total e parcial da mucosa intestinal, confir-
mando o diagnóstico de DC nos dois pacientes (14). Chama
a atenção os baixos títulos de EmA-IgA em ambos (1:2,5), e
a gravidade da lesão detectada na mucosa intestinal, vindo
ao encontro de relatos prévios que evidenciam tais situ-
ações e salientam a importância de confirmar o diagnóstico
histologicamente (32). A baixa prevalência encontrada no
presente estudo é também relatada na literatura, que su-
gere estar relacionada a um grande número de casos de DC
não diagnosticados, com sintomas despercebidos ou não
valorizados (14, 19). Nossos dados, em conjunto com os
demais relatos existentes, sustentam a recomendação de
realizar-se investigação de DC em pacientes com car-
diomiopatias, a fim de diagnosticar e tratar adequadamente
esses pacientes, embora não se tenha evidenciado dife-
rença significativa da população sadia (0%; p= 0,084). Cabe
ao clínico estar atento aos sintomas que possam sugerir a
doença nos mesmos e investigar. 
Embora todos os pacientes com artrite reumatóide avalia-
dos nos estudos do Laboratório de Imunopatologia tenham
sido negativos para o EmA-IgA (40), é importante estar
atento para os dados clínicos dos indivíduos. Diarréia

TABELA I
Dados demográficos das populações em estudo

  SEXO   
GRUPOS N 

 

IDADE MÉDIA 

(FAIXA ETÁRIA) 

MEDIANA 

FAMILIARES  200 83 117  33,78 (02-83) 34 

DIABETES MELLITUS 104 52 52   10 (02-19) 8  

SÍNDROME DE DOWN 150 93 57  5,77 (02-18)  4  

CARDIOMIOPATIA 74 51 23  47,3 (19-72) 49 

ARTRITE REUMATÓIDE 85 11 74  47 (23-71) 47  

DOADORES DE SANGUE 2000 1374 626 36 (18-59) 35 

POPULAÇÃO SADIA 180 62 118 25 (02-81) 19 

NOTA:   = sexo masculino;    = sexo feminino

TABELA II
Ema-iga e biópsia intestinal nos grupos em estudo

NOTAS:   = sexo masculino;    = sexo feminino

  

                                       EmA-IgA 
GRUPOS N

z

 POSITIVIDADE SEXO TÍTULOS BIÓPSIA INTESTINAL 
  (%)    

FAMILIARES 

 

 
200 

 
12%  

(24/200) 
45,83% 
(11/24) 

54,17% 
(13/24) 

 

1:2,5 – 1:80 

Em andamento 

DIABETES 

MELLITUS 

 
104 

8,7% 
(9/104) 

 
55,6% 
(5/9) 

44,4% 
(4/9) 

 
1:2,5-1:40 

 

4 N; 2ASTV; 3 APV 
 

SÍNDROME DE 

DOWN 

 
150 

3,3% 
(5/150) 

 
100%              
(5/5) 0% (0/5) 

 
1:2,5-1:80 

 

3 ATV; 1 APV  
 

CARDIOMIO-

PATIA 

 
74 

2,7% 
(2/74) 

 
50% 
(1/2) 

50% 
(1/2) 

 
1:2,5 

 

1 ATV; 1 APV  
 

ARTRITE 

REUMATÓIDE 

 
85 

0%  

(0/85) 

__ __ __ __ 

DOADORES 

DE SANGUE 

 
2000 

0,1% 

 (2/2000) 

50% 

(1/2) 

50% 

(1/2) 

 

1:10 – 1:80 

ND 

POPULAÇÃO 

SADIA 

 
180 

0%  

(0/180) 

__ __ __ __ 

Biópsia intestinal: N= normal; APV= atrofia parcial de vilosidades; ASTV=atrofia subtotal de 
vilosidades; ATV= atrofia total de vilosidades; ND= não determinada
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crônica, perda de peso e distensão abdominal são sintomas
sugestivos de DC e requerem que o clínico proceda a uma
investigação mais apurada, através de testes sorológicos e
biópsia intestinal. Além disso, deve-se considerar que a
presença de uma doença autoimune prévia pode, muitas
vezes, predispor o paciente a desenvolver outra doença. 
Os estudos sorológicos realizados em doadores de banco
de sangue visam à determinação da prevalência de uma
dada doença em populações. Na presente investigação,
com doadores de sangue do HC-UFPR, embora não tenha
sido possível a confirmação do diagnóstico da doença por
biópsia intestinal, 0,1% desses apresentaram EmA-IgA
positivo, o que seria sugestivo de uma baixa prevalência da
DC na população do sul do Brasil (1:1000). No entanto, ca-
racterísticas freqüentes em doadores de sangue, como sexo
masculino e peso geralmente acima de 60kg, podem ter
influenciado tais resultados, aliado ao fato de não se ter
indivíduos com anemia, crianças e gestantes como
doadores. É sabido que a DC apresenta prevalência discre-
tamente aumentada no sexo feminino, além disso,
pacientes celíacos com freqüência apresentam baixo peso
corpóreo (16,25). GANDOLFI et al. (2000) estimam a
prevalência da DC no Brasil em 0,14%. Relatos recentes
demonstraram prevalência na população do sul do país de
1:417 (46), mostrando-se superior aos dados observados em
nosso estudo, o que é pertinente com as características
étnicas de uma população altamente miscigenada. Estudos
mais abrangentes e com maior número de indivíduos pos-
sivelmente esclarecerão a real prevalência dessa região. 
Dessa forma, os familiares de pacientes com DC foi o grupo
que apresentou na triagem sorológica maior prevalência
para os anticorpos EmA-IgA (Fig. 1), em relação a todos os
grupos avaliados, com diferença significativa na compara-
ção com a população sadia (p<0,001). Tais dados reforçam
estudos prévios enfatizando a forte associação genética da
doença e a importância da triagem e seguimento desses
indivíduos.
Concomitantemente, amostras de familiares de celíacos
(55), pacientes com SD (39) e pacientes com cardiomiopa-
tias (14) foram também avaliadas para o anticorpo anti-
tTG-IgA, sendo que o desempenho e a comparação entre
as metodologias foi descrita especificamente em cada um
dos relatos citados.
A distribuição da positividade entre os sexos observada
para o EmA-IgA nos grupos avaliados no presente levanta-
mento (Tabela 2) é concordante com dados da literatura,
em que se tem relatos mostrando um predomínio da DC em
mulheres na proporção aproximada de 2,9:1 (24). Em todos
os grupos estudados, a positividade para o EmA-IgA entre
homens e mulheres manteve-se muito próxima, com dis-
creta elevação nas mulheres, em algumas situações. Para
os familiares de pacientes celíacos, a positividade para
homens e mulheres foi de 45,83% e 54,17%, respectiva-
mente. Nos pacientes diabéticos foi de 44,4% para homens
e 55,6% para mulheres, enquanto nos pacientes com car-
diopatias a positividade foi de exatamente 50% para cada
sexo, similar à observada no grupo de doadores de banco
de sangue. Os pacientes com SD eram predominantemente
do sexo masculino, o que talvez explique a positividade de
100% para o EmA-IgA observada nesses indivíduos.
Nossos dados reforçam a paridade da DC entre os sexos,
com discreto predomínio no sexo feminino em alguns gru-
pos, o que difere marcadamente de outras doenças auto-
imunes como o lúpus eritematoso sistêmico e doenças
auto-imunes da tireóide. 
O presente relato retrata a experiência de 10 anos de
sorologia para o EmA-IgA em DC realizada no Laboratório

de Imunopatologia do HC, UFPR, e salienta o valor de
screenings sorológicos em populações consideradas de
risco para a DC e sua aplicabilidade na identificação de
casos não diagnosticados e na prevenção das malignidades
da DC não tratada. É inquestionável a afirmação de que os
familiares de celíacos representam o grupo de maior risco
ao desenvolvimento da doença. No entanto, os dados
ressaltam a importância da investigação em outros grupos
de pacientes com doenças autoimunes e/ou outras
afecções, bem como grupos populacionais. Enfatiza-se a
importância do encaminhamento para biópsia intestinal e
confirmação do diagnóstico, mesmo diante de baixos títu-
los de EmA-IgA.

CONCLUSÃO

Os dados obtidos através dos estudos realizados no
Laboratório de Imunopatologia do Hospital de Clínicas da
UFPR demonstram a importância de realizar-se screenings
periódicos nos grupos considerados de risco para o desen-
volvimento da DC. Visa-se não apenas o diagnóstico de for-
mas atípicas ou silenciosas da doença e a implantação pre-
coce da dieta isenta de glúten, mas, acima de tudo, a con-
tribuição para uma maior qualidade de vida dos pacientes.
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Ensaios clínicos com as folhas de 
Cissus sicyoides l.(vitaceae) em pacientes intolerantes 

à glicose e em diabéticas tipo 2*
Clinical trials with the leaves of Cissus sicyoides l. (vitaceae) in glucose-intolerant and in type 2

diabetic patients*
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Ramalho6, Jadson Gomes Dantas6, Esther Bandeira Santos7

RESUMO - A Cissus sicyoides é popularmente empregada para o tratamento do diabetes e é conhecida como insulina vegetal.
Realizou-se ensaios clínicos de fase II com o infuso das folhas da referida planta, para investigar a eficácia terapêutica, desse vegetal,
em voluntárias intolerantes à glicose (GIG n=14) e diabéticas tipo 2 (GD n=12). Preparou-se o chá com 1g do pó das folhas secas, diluí-
do em 150 mL de água quente por 10 minutos (uso popular), dose única. A atividade foi avaliada nos tempos basal, 30º e 60º dias.
Aplicou-se questionário para reações adversas e realizaram-se exames clínicos e laboratoriais no Hospital Universitário Lauro
Wanderley/UFPB. Os dados foram analisados estatisticamente e o nível de significância foi de 5,0 %. Observou-se que: as voluntárias
não exerciam atividade física, possuíam parentes com diabetes, eram hipertensas e obesas; o IMC do GD reduziu significantemente
com 60 dias; houve redução da glicemia, mas sem diferença significativa e ocorreu diferença significativa da frutosamina em 30 e em
60 dias, entre os grupos. Concluiu-se que, nesse estudo, não foi evidenciado efeito hipoglicemiante significativo, nas voluntárias, e
que nas doses utilizadas, a Cissus sicyoides não causou alterações clínicas e laboratoriais confirmando a segurança da utilização da
mesma, como alimento, pela população. 
PALAVRAS-CHAVE - Cissus sicyoides, diabetes tipo 2, intolerantes à glicose, ensaios clínicos de fase II.

SUMMARY -  Cissus sicyoides L is popularly utilized in the treatment of diabetes, and it is known as vegetal insulin. Phase II clinical
trials were carried with the infusion of leaves of this plant to investigate the therapeutical effectiveness of this vegetal in glucose-into-
lerant (GIG n=14) and in type 2 diabetic (GD n=12) patients. The infusion was prepared with 1g of the dust falling leaves diluted in
150 mL of hot water (popular usage), in single doses. The effects were evaluated in the intervals basal, 30th day and 60th day. A ques-
tionnaire was utilized to verify the side effects, and the clinical trials were carried through in the Hospital Universitário Lauro
Wanderley of the UFPB. The results were statistically analyzed, and the significance level was 5,0%. It was observed that: the volun-
taries did not exercise, had diabetic relatives, and were hipertense and obese; the BMI of the GD was considerably reduced within 60
days; glycemia was reduced, but not considerably, and the frutosamin showed considerable difference in 30 and in 60 days, between
the groups. It was concluded, in this study, that considerable hypoglycemic activity was not revealed in the voluntaries, and that the
doses of Cissus sicyoides utilized did not lead to alterations of clinical and laboratorial standards, confirming the safety of this plant’s
usage as a food by the population.   
KEYWORDS - Cissus sicyoides, type 2 diabetes, glucose intolerance, clinical trials.

Recebido em 14/12/2007
Aprovado em 16/01/2009

*Trabalho realizado no Laboratório de Tecnologia Farmacêutica “Prof. Delby Fernandes de Medeiros” e no Hospital Universitário Lauro Wanderley (HULW)/UFPB.
Esse estudo foi financiado pela Fundação de Apoio à Pesquisa do Estado da Paraíba/FAPESQ.

1Farmacêutica-Bioquímica e Doutoranda do Curso de Pós-graduação em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos/Laboratório de Tecnologia
Farmacêutica/Universidade Federal da Paraíba; 

2Departamento de Medicina Interna/UFPB; 
3Departamento de Ciências Farmacêuticas/UFPB; 

4Departamento de Nutrição/UFPB; 
5Hospital Universitário Lauro Wanderley/UFPB; 

6Graduando do Curso de Farmácia/UFPB. 
7Graduanda do Curso de Odontologia/UFPB. 

INTRODUÇÃO

Diabetes mellitus (DM) é um grupo heterogêneo de dis-
túrbios metabólicos que apresentam em comum a

hiperglicemia, que é o resultado de defeitos na ação da
insulina e/ou na sua secreção43. 
A classificação atual do DM é baseada na etiologia e não
no tipo de tratamento e inclui quatro classes distintas: DM
tipo 1, DM tipo 2, outros tipos específicos de DM e
Diabetes Gestacional. Existem ainda duas categorias,
referidas como pré-diabetes, que são a glicemia de jejum
alterada e a tolerância à glicose diminuída; essas catego-
rias não são entidades clínicas, mas fatores de risco para o
desenvolvimento do DM e de doenças cardiovasculares1. 

A Federação Internacional de Diabetes (FID, 2003)24 calcu-
la que 5,1% da população mundial adulta (20 a 79 anos de
idade) está diabética, e que essa cifra aumentará a 6,3%
para o ano de 2025. Em relação aos intolerantes à glicose,
os valores são de 8,2% da população adulta, e para 2025
espera-se alcançar 9,0%. A concentração de diabetes é
duas vezes maior na área urbana do que na área rural, e a
faixa etária de maior prevalência para ambos os grupos é
de 40 a 59 anos de idade, sendo que o gênero feminino
ultrapassa em 10% em relação ao masculino. Em relação à
etnia, há desenvolvimento maior de diabetes em asiáticos,
latino-americanos, povos indígenas (Estados Unidos da
América, Canadá e Austrália); o índice mais alto do mundo
está entre os índios Pima (EEUU).
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O Brasil possui 5,7 milhões de diabéticos e está em 7º lugar
no ranking mundial12. Na Paraíba, de acordo com o
Ministério da Saúde, existem 135 mil diabéticos, e a
grande maioria, 37,5 mil, está concentrada na cidade de
João Pessoa13. 
A incidência de DM tipo 2 na atualidade atinge proporções
epidêmicas, demandando um alto custo tanto econômico
quanto social 3. 
O impacto econômico do diabetes no Brasil é relevante,
acarretando custo de 2,2% do orçamento executado do
Ministério da Saúde só com hospitalizações atribuíveis a
essa patologia. O tempo médio de permanência nas inter-
nações é de 6,5 dias, e esses dados são equivalentes aos de
outros países em desenvolvimento. Observa-se que o custo
não é específico apenas dos cuidados da doença em si, mas
também do custo indireto causado pela perda da produtivi-
dade por incapacidade e mortalidade prematura. Na
América Latina e no Caribe, os custos indiretos são maiores
do que os diretos por causa do limitado acesso à saúde6, 40.
O tratamento do DM tipo 2 inclui dentre outras estratégias:
educação, modificações no estilo de vida, reorganização
dos hábitos alimentares e se necessário, uso de medica-
mentos. O tratamento medicamentoso apresenta duas
modalidades diferentes: a insulinoterapia e a terapia com
os antidiabéticos orais. Novos grupos terapêuticos como as
tiazolidinedionas, os inibidores da α glicosidase, as sul-
foniluréias de terceira geração, a metformina e os análogos
de insulina com ação ultra rápida encontram-se
disponíveis, permitindo opção mais lógica e condizente
com mecanismo fisiopatológico da patologia2, 44, 21, 22. 
Por outro lado, apesar da disponibilidade de todo esse
arsenal terapêutico, em geral, apresentando altos custos ao
paciente, a dificuldade ao acesso a tratamentos médicos e
a vasta tradição da população no uso de plantas é que se
tem recorrido a terapias alternativas para o controle da
hiperglicemia como o uso de plantas medicinais.
Desde a Antigüidade, o homem faz uso de plantas medici-
nais para o tratamento de seus males. Com o aprimora-
mento da ciência e da tecnologia, plantas antes nunca
exploradas são caracterizadas e valorizadas atualmente
por suas propriedades farmacológicas, aumentando con-
sideravelmente o desenvolvimento de produtos naturais19. 
Segundo a Organização Mundial da Saúde, aproximada-
mente 80% da população mundial consome remédios de
origem natural. No Brasil, ocorre o mesmo, sendo um dos
países que possuem maior biodiversidade no mundo. Visto
que, de 1,4 milhão de organismos catalogados, 10% encon-
tram-se nesse País, com destaque para os vegetais superi-
ores, que somam 55 mil espécies. Esse fato, associado à
tradição popular no uso de plantas, para tratamento das
suas necessidades básicas de saúde, oriunda dos povos
indígenas, da influência africana e da colonização
européia, como expressão da sua diversidade cultural11. 
Sendo assim, tem aumentado a atenção das autoridades
ligadas à saúde com relação ao uso de plantas medicinais.
A aprovação da Política Nacional de Práticas Integrativas e
Complementares, prevendo o tratamento com plantas
medicinais e Fitoterápicos no Sistema Único de Saúde-
SUS, conforme disposto na Portaria no 971, de 03 de maio
de 200614, do Ministério da Saúde; e da Política Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterápicos através do Decreto no
5813, de 22 de Junho de 200610, constitui incentivo ao mer-
cado interno sem precedentes na história do País.
Em estudo de revisão sobre plantas e compostos
hipoglicemiantes nas Américas do Norte, Central e do Sul,
Barbosa-Filho et al (2005)5 enumeraram 224 plantas e 40

compostos com atividade hipoglicemiante. As dez famílias
mais citadas foram: Fabaceae, Asteraceae, Myrtaceae,
Labiatae, Cucurbitaceae, Solanaceae, Anacardiaceae,
Euphorbiaceae, Rubiaceae e Liliaceae. Das 224 plantas
estudadas, 73 (33%) foram encontradas na América do Sul,
77 (34%) na América Central e 74 (33%) na América do
Norte. Os países que mais contribuíram com o estudo das
plantas foram Brasil (23%), México (24%) e Estados Unidos
(31%). As espécies mais citadas na literatura científica de
cada país foram a Bauhinia forficata (Brasil), a Opuntia
streptacantha (México) e Avena sativa (EUA). Os mesmos
autores relatam que no Brasil, cerca de 200 plantas são
usadas empiricamente para o controle do DM. Das quais, 52
têm sido avaliadas e tem-se encontrado atividade
hipoglicemiante na maioria delas, dentre as quais, o gênero
Cissus, o maior da família Vitaceae, com cerca de 350 espé-
cies distribuídas entre as Américas, à Ásia e a Austrália. 
A espécie vegetal Cissus sicyoides L. é uma trepadeira
conhecida popularmente como anil trepador; cipó-pucá,
cipó-puci, puçá, tinta dos gentios, cortina de pobre, uva
brava e insulina vegetal. As folhas são empregadas exter-
namente contra o reumatismo e para a cura de abscessos;
a infusão das folhas e do caule é utilizada na inflamação
muscular, nas epilepsias, no derrame cerebral, como
sudorífera, hipotensora e ativadora da circulação
sangüínea. Essa espécie vem sendo muito empregada pela
população para o tratamento de diabetes, sendo por isso
conhecida como “insulina” e motivo para estudos botâni-
cos, químicos e farmacológicos7, 25, 33, 37,42. 
Várias pesquisas farmacológicas de ação hipoglicemiante e
antilipêmica têm sido realizadas com extratos fluidos, decoc-
to, infuso e extrato aquoso de C. sicyoides, em ratos normais
e diabéticos, tanto de forma aguda como crônica, verifican-
do-se a diminuição da glicemia e dos triglicerídeos nos mes-
mos. Também se observou, em estudos farmacognósticos,
que a composição química das folhas e talos não se alterou,
nem mesmo qualitativamente, durante a secagem. Os
autores concluem que os resultados justificam o uso popular
de Cissus sicyoides e o potencial benefício dessa planta na
medicina alternativa e no tratamento do DM tipo 2 9,42,32,7,37,48. 
Vasconcelos (2004)46 realizou ensaio toxicológico clínico de
fase I utilizando o pó das folhas da referida planta, sob a
forma de infusão, na dose de uso popular. Observou-se
baixa toxicidade tanto na fase aguda como na fase crônica,
não comprometendo a investigação do uso de Cissus sicy-
oides como alimento com alegação e propriedade de saúde. 
O estudo de fase II é realizado com um pequeno número de
pacientes portadores da patologia que se pretende estudar
e com administração do produto. O que se busca nessa fase
é: estabelecer a eficácia clínica e a incidência de reações
adversas; definir os esquemas posológicos mais apropria-
dos; e coletar dados farmacológicos, farmacocinéticos e
metabólicos para aprimorar a utilização do fármaco. Ao fim
dessa fase, os pesquisadores terão reunido cerca de 65%
de todo o conhecimento sobre o fármaco18. 
É nesse contexto que se busca contribuir ao estudo do
problema proposto, no sentido de verificar formulações
teóricas que ainda não foram abordadas experimental-
mente, porém plausíveis em termos de fundamentação e,
sobretudo, diante da inexistência de ensaios clínicos com
esse objetivo publicados até o momento. 
De modo que, o objetivo desse trabalho foi realização de
estudos farmacológicos clínicos de fase II com o infuso das
folhas de Cissus sicyoides através da investigação da eficá-
cia terapêutica desse vegetal em humanos intolerantes à
glicose e em diabéticos do tipo 2.



37RBAC, vol. 41(1): 35-42, 2009

Esse trabalho foi realizado respaldado na legislação
aplicável, de acordo com as Diretrizes e Normas
Regulamentadoras das Pesquisas envolvendo Seres
Humanos, de acordo com as Resoluções N° 196/9616, N°
251/9717 do Conselho Nacional de Saúde/MS.

METODOLOGIA

MATERIAL BOTÂNICO
As folhas de Cissus sicyoides L. foram obtidas no horto de
plantas medicinais do Laboratório de Tecnologia
Farmacêutica “Delby Fernandes de Medeiros” da
Universidade Federal da Paraíba (UFPB), onde a planta é
cultivada. Amostra representativa encontra-se no herbário
Lauro Pires Xavier, localizado no Centro de Ciências
Exatas e da Natureza (CCEN/UFPB). 

Obtenção dos “sachês do chá” de Cissus sicyoides 
As folhas foram desidratadas em estufa com ar circulante,
a 40 ºC, por 72h e trituradas em moinho tipo Harley, obten-
do-se um rendimento médio de 12%. As folhas secas foram
encaminhadas para a APLAF-Comércio e Indústria Ltda,
localizada no município de Itatiba – São Paulo, para a con-
fecção dos “sachês do chá” da planta, que continham 1
grama do pó das folhas.

Preparação do Infuso
O infuso de Cissus sicyoides L. utilizado na pesquisa foi
preparado pelo próprio voluntário, mediante informações
da pesquisadora.
Distribuiu-se aos voluntários uma caneca padronizada para
o preparo da infusão que consistiu em verter água em ebu-
lição (150 mL) sobre o sachê, por 10 minutos. O infuso foi
ingerido diariamente, no turno da manhã, durante 60 dias.

ESTUDOS CLÍNICOS
Para a realização dos estudos clínicos com seres humanos
a pesquisa foi aprovada pelo Comitê de Ética do Hospital
Universitário Lauro Wanderley sob processo número 565
em 27/07/2004. 
O estudo foi desenvolvido no período de janeiro de 2005 a
setembro de 2006 envolvendo pacientes, de ambos os
sexos, intolerantes à glicose e pacientes diabéticos tipo 2,
entre 30 e 59 anos de idade. 
Os ensaios clínicos foram realizados no ambulatório do
Hospital Universitário Lauro Wanderley (HULW) da UFPB,
com a infra-estrutura necessária ao desenvolvimento da
pesquisa, inclusive para atender eventuais problemas
resultantes da mesma. Os eletrocardiogramas (ECG) foram
realizados no Setor de Cardiologia do Ambulatório do
referido Hospital e os exames laboratoriais e hematológi-
cos, no Laboratório de Análises Clínicas do HULW/UFPB. 

Protocolo Experimental
Foi elaborado protocolo experimental com o objetivo de
registrar todo o acompanhamento, nos intervalos: basal e
após 7, 30, e 60 dias, através de agenda de acompanhamen-
to com datas e horário para a realização dos exames. 
Na avaliação clínica basal, o paciente comparecia ao
Hospital Universitário às 07h da manhã, em jejum de 12
horas e era coletado sangue em tubos com o anticoagu-
lante EDTA (para determinação de parâmetros hema-
tológicos) e em tubos de 10 mL com gel separador
Microtainer Becton Dickson para determinação de
parâmetros bioquímicos (glicose, uréia, creatinina, coles-
terol total e frações, triglicerídeos, ácido úrico, proteínas

totais e frações, AST, ALT, fosfatase alcalina, creatina
quinase, GGT, desidrogenase láctica, amilase, bilirrubina
total e frações, sódio, potássio, magnésio e cálcio total). A
urina e o material fecal foram trazidos pelo paciente do seu
domicílio, acondicionados em coletores apropriados. Em
seguida, era realizado o exame físico, a verificação da
pressão arterial, a mensuração de peso e altura, o registro
do eletrocardiograma e a aplicação dos questionários.
Do segundo dia em diante, os voluntários começaram a
ingerir o infuso das folhas de Cissus sicyoides e, nos dias
previamente agendados para acompanhamento, os mes-
mos retornaram ao HULW/UFPB para as avaliações subse-
qüentes, seguindo a mesma rotina descrita acima.
Durante todo o curso dos experimentos, os voluntários foram
instruídos a comunicarem, aos pesquisadores, qualquer
sinal ou sintoma clínico que porventura vierem a apresentar.
Foram considerados critérios de exclusão os pacientes que
demonstraram alterações laboratoriais clinicamente impor-
tantes nos exames de análises clínicas, que revelaram dis-
função hepática, renal, diabetes tipo 1 ou diabetes tipo 2
com uma glicemia de jejum maior de 180 mg/dL, alte-
rações patológicas graves, grávidas, nutrizes, alcoólatras
ou que estivessem em uso de medicação para diabetes.
Também foram excluídos aqueles pacientes que eram
domiciliados geograficamente distantes do centro de
pesquisa (HULW), não garantindo assim a estabilidade no
acompanhamento clínico. 
A seleção dos pacientes ocorreu através de amostragem
não aleatória, por conveniência, entre homens e mulheres,
na faixa etária entre 30 e 59 anos que procuraram o
Ambulatório de Endocrinologia e de nutrição do HULW,
como também os que freqüentavam os Centros de
Referência em Diabetes tanto do Estado como do
Município de João Pessoa. Da mesma forma, foram recru-
tados pacientes através de campanhas realizadas dentro
da UFPB entre os funcionários da mesma e em Programas
de Ação Social nas comunidades do Porto do Capim e
Cidade Verde em Mangabeira VIII. 
Dos pacientes que iniciaram a pesquisa (30 homens e 65
mulheres), apenas 26 mulheres concluíram o tratamento.
As voluntárias pré-selecionadas foram distribuídas em 2
grupos: Grupo das Intolerantes à Glicose (GIG, n=14) e o
Grupo das Diabéticas (GD, n=12). 

ANÁLISES ESTATÍSTICAS
Os parâmetros avaliados foram observados através da
existência ou não diferença significante entre os dois gru-
pos para cada uma das avaliações em relação à média dos
parâmetros: peso, IMC, dados bioquímicos, dados hema-
tológicos e outros; assim como também da existência ou
não diferença significante entre a avaliação basal e cada
uma das outras avaliações em cada grupo para cada uma
das médias dos parâmetros relatados anteriormente.
Os dados foram digitados na planilha Excel, e o “software”
estatístico utilizado para a obtenção dos cálculos estatísti-
cos foi o SPSS (Statistical Package for the Social Sciences)
na versão 13. O nível de significância utilizado nas
decisões dos testes estatísticos foi de 5,0%.

RESULTADOS 

As pacientes não praticavam nenhuma atividade física, a
maioria tinha histórico familiar de diabetes (GIG: 71,4%
e GD: 50%), eram hipertensas e faziam uso de uso de
propranolol e hidroclortiazida (GIG: 42,8% e GD: 50%)
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(Fig.1). Em relação ao índice de massa corporal (IMC),
observou-se que houve redução do mesmo no decorrer
do tratamento em ambos os grupos, porém só foi obser-
vada diferença significativa, entre os tempos (basal, 7, 30
e 60 dias), no Grupo das Diabéticas, mas mesmo assim a
maioria concluiu o tratamento com o índice de massa
corporal que caracterizava obesidade (Fig. 2).

Nos resultados da pressão arterial verificou-se que,
ambos os grupos, não apresentaram alterações significa-
tivas tanto da pressão arterial sistólica como da pressão
arterial diastólica durante o uso do infuso. Todas as medi-
das estavam dentro dos limites de normalidade clínica.
No ECG, observou-se que, em relação ao ritmo, apenas
uma paciente do GIG apresentou ritmo juncional do iní-
cio até o final do tratamento. Não houve diferença signi-
ficativa do ritmo entre grupos e entre o tempo de trata-
mento. Como conclusão do ECG, apenas 1/14 paciente
do GIG apresentou alterações inespecíficas da repola-
rização ventricular, e 1/14 do mesmo grupo apresentou
bloqueio dimensional ântero-superior esquerdo. Essas
alterações ocorreram do início até o final do tratamento,
não estando, portanto, relacionados ao infuso; as demais
pacientes de ambos os grupos tiveram o laudo normal. 
No estudo hematológico verificou-se que os resultados
apresentaram-se dentro dos valores de referência, não ca-
racterizando diferenças significativas entre os grupos estu-
dados e nem no decorrer do tratamento, ou seja, as
pacientes ainda não estavam apresentando distúrbios
hematológicos próprios dessas patologias (Tab. I, II, III e IV). 

Figura 1 - Porcentagem de respostas afirmativas quanto a ativi-
dade física, antecedente familiar diabético e hipertensão

Figura 2 - Avaliação nutricional dos grupos, segundo o Índice de
Massa Corporal (Kg/m2). * p<0,05 entre os tempos.

TABELA I
Dados dos parâmetros hematológicos das variáveis relativas

à série vermelha segundo o grupo

  Grupo 
Variável Tempo de GD (n = 12) GIG (n = 14) 

VR avaliação Média ±  DP(1) Média ±  DP 
    
• Hemácias  Basal 4,75 ± 0,37 4,60 ± 0,61 

(milhões/mm3) 7 dias 4,85 ± 0,49 4,51 ± 0,55 

(3,8 - 5,2) 30 dias 4,82 ± 0,41 4,54 ± 0,70 

 60 dias 4,86 ± 0,47 4,63 ± 0,66 
   
    
• Hemoglobina      Basal 13,63 ± 0,91 13,15 ± 1,38 

(11,1-16,1 g/dL)    7 dias 13,93 ± 1,15 12,99 ± 1,24 

 
   30 dias 13,78 ± 0,88 13,06 ± 1,44 

    60 dias 13,97 ± 0,97 13,73 ± 2,24 
   
    
• Hematócrito     Basal 41,06 ± 2,78 39,95 ± 4,13 

(35 - 47 %)    7 dias 41,79 ± 3,92 39,24 ± 3,50 

 
   30 dias 41,54 ± 3,24 39,37 ± 5,01 

    60 dias 42,36 ± 3,43 40,10 ± 4,77 

   

•  VCM Basal 85,93 ± 3,09 87,16 ± 4,51 

(80 - 98 mμ3) 7 dias 86,34 ± 4,27 87,21 ± 5,46 

 30 dias 86,20 ± 3,63 87,14 ± 4,71 

 60 dias 86,74 ± 3,61 87,57 ± 4,47 
    

• HCM Basal 28,60 ± 2,12 28,86 ± 1,97 

(26 - 34 μμg) 7 dias 28,83 ± 2,00 29,02 ± 2,41 

 30 dias 28,66 ± 2,13 29,01 ± 2,28 

 60 dias 28,67 ± 2,20 28,24 ± 3,11 
    

• CHCM Basal 33,24 ± 1,72 33,00 ± 0,94 

(31 - 36 g/dL) 7 dias 33,34 ± 1,04 33,07 ± 0,99 
 30 dias 33,19 ± 1,35 33,26 ± 1,09 
 60 dias 33,00 ± 1,47 32,91 ± 1,07 
    
(1) DP – Desvio padrão. 

TABELA II
Dados dos parâmetros relativos ao RDW e série 

plaquetária segundo o grupo

(1) DP – Desvio padrão. 

  Grupo 
Variável Tempo de GD (n = 12) GIG (n = 14) 

VR avaliação   Média ±  DP(1) Média ±  DP 

•  RDW Basal 13,43 ± 0,55 13,84 ± 0,84 

(10,5 - 14,5%) 7 dias 13,68 ± 0,89 13,61 ± 0,83 

 30 dias 13,53 ± 0,64 13,58 ± 0,88 

 60 dias 13,53 ± 0,71 13,48 ± 0,76 
    

•  Plaquetas  Basal 238,67 ± 52,85 244,29 ± 61,73 

(mil/mm3) 7 dias 232,25 ± 54,74 241,14 ± 67,99 

(150,0 - 450,0) 30 dias 242,67 ± 45,69 236,43 ± 65,50 

 60 dias 245,58 ± 60,37 256,29 ± 56,47 
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Os resultados da glicemia e da frutosamina estão apresen-
tados nas Figuras 3 e 4. Os valores médios de glicemia
foram maiores no GD do que no GIG em todos os tempos de
avaliação, e, mesmo ocorrendo redução da glicemia, com o
uso crônico do chá, só ocorreu diferença significativa entre
os grupos. Na avaliação da frutosamina, as médias foram
maiores no GD do que no GIG e que diferenças significati-
vas foram registradas com 30 e com 60 dias entre os grupos.

Não foi constatada nenhuma alteração significativa nos
resultados dos parâmetros bioquímicos, com exceção do
perfil lipídico apresentado na tabela V. Essa tabela mostra
que as pacientes encontravam-se fora dos valores de
referência em todas as determinações, menos o colesterol
total.  Apesar da melhora desses parâmetros, com o uso do
infuso por 60 dias, não ocorreu diferença significativa
entre as avaliações de cada grupo e entre a avaliação
basal e as outras avaliações.

Figura 3 - Valores médios e desvio padrão de glicemia segundo
o grupo e tempo de avaliação.  a p< 0,05 entre os grupos 

Figura 4 - Valores médios e desvio padrão de frutosamina segun-
do o grupo e tempo de avaliação a p< 0,05 entre os grupos *
p<0,05 entre os tempos

TABELA IV
Dados dos parâmetros hematológicos relativos à 
celularidade da série branca, apresentados em % 

e em mm3, segundo o grupo

(1) DP – Desvio padrão.  (*) Diferença significante a 5,0 % entre os tempos.

  Grupo 
Variável Tempo de GD (n = 12) GIG (n = 14) 

VR avaliação   Média ±  DP(1) Média ±  DP 

•  Linfócitos  Basal 33,92 ± 9,74 32,79 ± 6,44 

(20 - 50 %) 7 dias   37,25 ± 10,82 34,14 ± 9,29 

 30 dias 33,67 ± 9,08 32,07 ± 8,19 

 60 dias   34,58 ± 11,37 34,21 ± 5,69 
    

•Linfócitos  Basal 2144,99 ± 304,65 2277,30 ± 621,32 

(720 - 5500/mm3) 7 dias 2295,43 ± 530,56 2268,16 ± 692,27 

 30 dias 2243,71 ± 491,87 2208,39 ± 718,21 

 60 dias 2225,62 ± 592,60 2286,83 ± 647,41 
    

• Monócitos  Basal 4,33 ± 2,19 3,29 ± 1,94 

(2 - 10 %) 7 dias 3,83 ± 2,66 3,86 ± 2,66 

 30 dias 4,08 ± 2,43 5,00 ± 2,66* 

 60 dias 4,58 ± 2,39  4,79 ± 2,29* 
    

• Monócitos  Basal 280,08 ± 173,04 240,69 ± 175,69 

(72 - 1100/mm3) 7 dias 247,80 ± 176,34 279,75 ± 222,52 

 30 dias 324,55 ± 171,13 351,12 ± 212,91* 

 60 dias 332,70 ± 247,05 330,32 ± 174,64* 
    

TABELA III
Dados dos parâmetros hematológicos relativos aos
leucócitos (mm3) e à celularidade da série branca, 
apresentados em % e em mm3, segundo o grupo

(1) DP – Desvio padrão. 
(2) (*) Diferença significante a 5,0 % entre os tempos.

  Grupo  
Variável  Tem po de  GD (n = 12)  GIG (n = 14)  

VR  avalia ção    Média ±  DP (1)  Média ±  DP  

• Leucócitos Basal 6,67 ± 1,50  6,96 ± 1,81  

(mil/mm 3) 7 dias  6,41 ± 1,43  6,72 ± 1,40  

(3,6 - 11,0)  30 di as 7,16 ± 1,80  6,86 ± 1,19  

 60 di as 6,82 ± 2,5 5 6,72 ± 1,65  
 

  

• Segmentados  Basal 58,42 ± 8, 78 59,93 ± 7, 88 

 (45 - 70 %)  7 dias  54,67 ± 10 ,37  57,64 ± 9, 34 

 30 di as 57,42 ± 8, 58 58,21 ± 8, 25 

 60 di as 55,58 ± 10 ,90  57,29 ± 5, 59 

   

• Segmentados Basal 4001,85  ± 1478, 64 4210,21  ± 1322, 34 

(1500 – 7000/mm 3) 7 dias  3588,35  ± 1241, 82 3903,71  ± 1137, 25 

 30 di as 4084,54  ± 1443, 03 3941,99  ± 754,91  

 60 di as 3818,83  ± 1552, 14 3862,55  ± 1106, 65 

   

•  Eosinófilos  Basal 3,25 ± 4,11  4,00 ± 3,16  

  (0,1 - 6 %)  7 dias  4,25 ± 6,62  4,36 ± 5,06  

 30 di as 4,83 ± 5,44*  4,64 ± 3,50  

 60 di as 5,08 ± 6,05  3,64 ± 1,95  

   

•  Eosinófilos  Basal 232, 89 ± 351, 48 269, 53 ± 199, 79 

(36 - 660/mm 3) 7di as 282, 05 ± 498, 16 267, 62 ± 246, 76 

 30 di as 472, 94 ± 642, 84 318, 26 ± 236, 54 

 60 di as 722, 93 ± 1807,91  223, 22 ± 111, 39 
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Na pesquisa coprológica das pacientes, observou-se índice
de positividade de 57,14% no GIG e 41,6% no GD (Fig. 5).
A maior incidência, em ambos os grupos, foi de proto-
zoários superior, portanto à de helmintos. Os protozoários
que apareceram em maior freqüência foram os cistos de
Endolimax nana, Entamoeba histolytica e Entamoeba coli.
Apenas três voluntárias tinham associação com Trichuris
trichiura, Enterobius vermiculares e Hymenolepis nana. 
Todas as pacientes foram tratadas das parasitoses antes de
iniciar o estudo para evitar interferência na sintomatologia
das reações adversas.

Ao longo do tratamento com as folhas da referida planta,
foram observadas poucas alterações nas reações adversas
em grande parte das pacientes. Apesar das voluntárias
relatarem vários sintomas na avaliação basal, a maior parte
permaneceu estável ao final do estudo. Houve tendência
de estabilidade à melhora dos sintomas ou então ausência
de alteração da sintomatologia ao final dos 60 dias.

Destaca-se que a insônia diminuiu em ambos os grupos: no
grupo de intolerantes, de (3/14) para (1/14); da mesma
forma no grupo de diabéticas, de (3/12) para (1/12). A ton-
tura também diminuiu de 5/14 para (1/14) no GIG e de
(6/12) para (4/12) no GD. A mesma tendência foi observa-
da quanto ao item dor nas costas, havendo redução dessa
sintomatologia nos dois grupos: GIG de (7/14) para (4/14)
e GD de (5/12) para (2/12). Entretanto, verifica-se que a
sonolência no grupo de intolerantes foi exacerbada de
(1/14) para (5/14). É interessante ressaltar, que exceto a
sonolência, nenhum sintoma novo apareceu ao longo do
tratamento, o que aponta ausência de reações adversas.

DISCUSSÃO

A espécie vegetal Cissus sicyoides é conhecida como insuli-
na vegetal e é muito utilizada pela população, na forma de
infusão, para o tratamento do diabetes melito e, segundo
Vasconcelos et al (2002)45, é alimento com propriedades de
saúde. A ANVISA define esse tipo de alimento como aque-
le que afirma, sugere ou implica a existência de relação
entre o alimento com doença ou condição relacionada à
saúde conforme RESOLUÇÂO no 18/99 da ANVISA15. 
No entanto, estudos clínicos precisam ser realizados para com-
provar as propriedades terapêuticas dessa espécie em
pacientes diabéticos. O presente estudo propõe-se a verificar a
eficácia do tratamento com as folhas secas de Cissus sicyoides
em pacientes intolerantes à glicose e em diabéticos tipo 2.
O perfil das voluntárias, acima apresentado, corrobora com
outros dados da literatura que relacionam diabetes tipo 2 ou
o seu estágio pré- diabético com o aumento de peso e
doenças cardiovasculares 26,27,49. 
Já foi demonstrado que a resistência à insulina (RI) está
associada com a estimulação de progenitores eritrocitários
e com níveis aumentados de marcadores inflamatórios.
Dessa maneira, a RI pode também estar associada ao
aumento de hemácias e leucócitos, e essas alterações hema-
tológicas podem ser consideradas um achado indireto da
síndrome de resistência à insulina. A síndrome metabólica
está presente em processos inflamatórios, pois citocinas
como o TNFα e a IL-6 estão associadas à RI com formação
de placa aterosclerótica 23. A leucocitose está presente na
obesidade, na intolerância à glicose e está associado a com-
plicações no diabetes melito tipo 2 47. 
Zago et al, (2004)50, relataram que a sobrevida das plaquetas
está reduzida em algumas condições clínicas como a trombo-
citopenia induzida por drogas, o diabetes, aterosclerose coro-
nariana e na síndrome da imunodeficiência adquirida. As
pacientes que realizaram o tratamento eram recém diagnosti-
cadas e não apresentavam ainda alterações hematológicas.
Santos et al (2006)41, avaliaram o efeito agudo do infuso de
Cissus sicyoides em pacientes intolerantes à glicose. Nesse
estudo realizou-se duas curvas glicêmicas (TOTG), a
primeira sem o uso do chá das folhas de Cissus sicyoides, e
a segunda, com a ingestão do chá trinta minutos antes da
carga de glicose. Observou-se que, quando as pacientes
ingeriram o chá, este foi capaz de reduzir os valores de
glicemia em todos os tempos, ocorrendo diferença significa-
tiva apenas no tempo de duas horas. Paralelamente, foi
realizada a dosagem de insulina nas mesmas amostras do
TOTG, e observou-se que não houve aumento da insulina,
além do esperado fisiologicamente, donde se conclui que o
mecanismo de ação da planta na redução da glicemia,
através da prova funcional aplicada, não envolveu aumen-
to na liberação de insulina. Algumas plantas produzem
efeitos periféricos (extra-pancreáticos) sobre o metabolismo
dos carboidratos sem alterar os níveis de insulina 9,30. 

TABELA V
Valores médios das variáveis: colesterol total e frações
(mg/dL) e triglicerídeos (mg/dL) segundo o grupo e o

tempo de avaliação

(1) DP – Desvio padrão. (*) Diferença significante a 5,0 % entre os tempos.

       Grupo 
Variável   Tempo de GD (n = 12) GIG (n = 14) 
   Avaliação Média ±  DP(1) Média ±  DP 

•Colesterol total Basal 208,67 ± 26,00 196,50 ± 32,91 
(< 200) 7 dias 194,25 ± 48,76 197,43 ± 33,99 

 30 dias 188,33 ± 26,60* 187,43 ± 31,82 

 60 dias 200,25 ± 38,18 189,07 ± 39,91 
   

•Colesterol HDL Basal 42,92 ± 11,90 43,50 ± 7,86 

(≥ 60) 7 dias 46,17 ± 13,07 44,29 ± 9,23 

 30 dias 44,08 ± 9,40 44,71 ± 8,16 

 60 dias 47,00 ± 11,47 46,14 ± 7,53 
   

• Colesterol LDL Basal 122,75 ± 25,43 120,23 ± 27,45 

(<100) 7 dias 112,45 ± 44,02 117,13 ± 33,81 

 30 dias 99,80 ± 29,47* 110,74 ± 19,73 

 60 dias 118,42 ± 33,25 111, 99 ± 35,51 
    

• Colesterol VLDL Basal 43,00 ± 22,15 32,77 ± 13,80 

(<30) 7 dias 35,63 ± 16,98 35,99 ± 15,59 

 30 dias 44,45 ± 22,39 31,97 ± 18,59 

 60 dias 34,83 ± 19,53 30,94 ± 17,69 
    

• Triglicerídeos Basal 215,00 ± 110,76 149,86 ± 57,54 

(<150) 7 dias 178,17 ± 84,91 179,93 ± 77,84 

 30 dias 222,25 ± 111, 94 159,86 ± 92,86 

 60 dias 174,17 ± 97,64 154,71 ± 88,43 
    

Figura 5 - Índice de positividade (%) do Parasitológico de fezes
por grupo

0

10

20

30

40

50

60

%

GIG GD

Negativo
Positivo



41RBAC, vol. 41(1): 35-42, 2009

Estudos pré-clínicos têm sido realizados com o objetivo de
avaliar a atividade antibiabética da Cissus sicyoides e os
resultados são controversos. Silva et al (1996)42, Beltrame et
al. (2001)7, Beltrame et al (2002)8, Vasconcelos, (2004)46 e
Lima (2007)31 não observaram essa atividade diferente-
mente de Mori et al (2001)35, Barbosa et al (2002)4, Pepato et
al. (2003)37, Viana et al (2004)48 e Miura et al (2006)34.
A Cissus sicyoides é planta bastante utilizada pela popu-
lação diabética5,20 principalmente como co-adjuvante no
tratamento dessa patologia. Sendo assim, buscou-se efeito
antidiabetogênico da mesma. Embora se tenha detectado
alguma tendência à diminuição da glicose, esse efeito não
foi estatisticamente significativo. 
Vários fatores interferem num estudo clínico, como a dieta,
a amostragem, o estresse diário, a variabilidade individual
dos pacientes, a dificuldade em se utilizar placebo com chás
(forma mais utilizada pelos pacientes), pois os chás têm, em
geral, sabor próprio, afetando, assim, estudo cego. Um fator
importante pode ser a interferência de medicamentos.
Observou-se nesse estudo, que 50% do GD estavam em uso
de medicação antihipertensiva como Propranolol e
Hidroclorotiazida. Esses medicamentos, assim como a feni-
toína, são conhecidos como diabetogênicos por bloquearem
a liberação de insulina, causando hiperglicemia 29,39. 
A frutosamina, conjunto de proteínas glicosadas no soro, é
utilizada para acompanhamento dos pacientes diabéticos
tipo 2, pois reflete  a glicemia dos últimos 20 dias ou 3 se-
manas, que é o tempo de vida das proteínas28. A frutosami-
na liga-se aos grupamentos amina das proteínas, formando
uma base de Schiff (aldimina), que, após rearranjo molecu-
lar, transforma-se em cetoamina estável denominada de
frutosamina38. As pacientes avaliadas estavam com os resul-
tados de frutosamina dentro dos valores de referência. 
A ação dos parasitos sobre o hospedeiro é variável depen-
dendo de fatores como o número de formas infectantes pre-
sentes, a virulência da cepa, a idade e o estado nutricional
do hospedeiro, os órgãos atingidos, a associação de um pa-
rasito com outras espécies e o grau da resposta imune ou
inflamatória desencadeada. São várias as ações que um
parasito pode exercer sobre o infectado como: ação espolia-
tiva, ação tóxica, ação mecânica, ação traumática, ação irri-
tativa, ação enzimática e anóxia 36. 
Todas as pacientes foram tratadas das parasitoses antes de
iniciar o estudo para evitar que esses parasitos interferissem
na sintomatologia das reações adversas.
Na avaliação das reações adversas, esse estudo corrobora
com o de Vasconcelos (2004) 46, que, em ensaios toxicológi-
cos clínicos, verificou que, em pacientes normais, o infuso
da Cissus sicyoides na mesma dose, por 8 semanas, exacer-
bou a sonolência e a constipação nos mesmos, e que ocor-
reu discreta diminuição no item tontura. 
Nos moldes do estudo realizado, a Cissus sicyoides foi bem
tolerada pelas voluntárias, não tendo sido evidenciados
sinais ou sintomas que impeçam o seu uso pela população.

CONCLUSÕES

No estudo clínico de fase crônica, não foi evidenciado efeito
antidiabético significativo nas pacientes intolerantes à gli-
cose ou nas pacientes diabéticas tipo 2. Os dados obtidos
desse estudo não são suficientes para corroborar a indi-
cação popular de Cissus sicyoides para o tratamento do DM
tipo 2. Nas doses utilizadas, a Cissus sicyoides não causou
alterações clínicas, hematológicas, bioquímicas gerais e
eletrocardiográficas, confirmando a segurança da utilização
da mesma, como alimento, pela população. Esse estudo

poderá servir de subsídio para futuras pesquisas farma-
cológicas clínicas utilizando-se maior número de pacientes
com maior cronicidade da doença ou com maior longevi-
dade de tratamento. 
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Prevalência de diabetes gestacional no município de
São Joaquim – SC*

RESUMO - O aumento da morbidade e mortalidade perinatal que acompanha a associação diabetes e gestação leva à caracterização
de uma classe clínica que inclui as pacientes grávidas, onde o diagnóstico de diabetes ou intolerância à glicose ocorre durante a ges-
tação. As modificações hormonais que ocorrem durante a gravidez criam condições favoráveis à diminuição da tolerância à glicose.
Utilizou-se 482 pacientes entre 14 e 43 anos de idade que procuraram o serviço de saúde, no período de junho de 1996 e junho de
1999, para a realização do pré – natal. As pacientes foram submetidas ao teste simplificado de tolerância à glicose e sempre que o
valor foi superior a 125 mg/dl, as pacientes realizaram a prova clássica de tolerância à glicose. Das 482 dosagens do teste simplifica-
do de tolerância à glicose, observou-se 32 (6.64 %) com valores superiores a 125 mg/dl e 450 (93.36 %) com valores de glicemia infe-
riores a 125 mg/dl. Das 32 pacientes submetidas a prova clássica de tolerância à glicose, em 27 os resultados obtidos caracterizaram
o diabetes gestacional. Dentre as pacientes com diagnóstico de diabetes gestacional observou-se  12 (44.44 %) com idade inferior a
25 anos e 15 pacientes (55.56 %) com idade igual ou superior a 25 anos idade. 
PALAVRAS-CHAVE - Diabetes gestacional; Glicemia; Teste de tolerância à glicose.

SUMMARY -  The increase of the mobidity and mortality perinatal that follow the association of diabetes and gestation takes to the
characterisation of a clinical class that include the pregnant patients, where the diagnostic of diabetes or glucose intolerance happens
during the gestation. The hormonal changes that occur during gestation create propitious conditions to lower glucose tolerance. Were
taken 482 patients between 14 and 43 years old who attend the health service during June 1996 and July 1999. The patients were sub-
mitted to the 50-grama oral glucose tolerance test   and when the results were over than 125 mg/dl, the 100-gram oral glucose tole-
rance test (OGTT) was applied. From the 482 analysis of the 50-grama oral glucose tolerance test, 32 (6,64 %) were found with rates
of 125 mg/dl or higher and 450 (93,36 %) with glucose rates under 125 mg/dl. For those 32 patients submitted to a OGTT, 27 (5,60 %)
had results that have been characterized as gestational diabetes. Among the patients with diagnosis of gestational diabetes where
observed 12 (44,44 %) aged bellow 25 years old and 15 (55,56 %) aged 25 or older.   
KEYWORDS - Gestational diabetes: Glucose; Glucose tolerance test.
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INTRODUÇÃO

Oaumento da morbidade e mortalidade perinatal que
acompanha a associação diabetes e gestação leva à

caracterização de uma classe clínica que inclui as
pacientes grávidas, nas quais o diagnóstico de diabetes  ou
de intolerância à glicose ocorre durante o período gesta-
cional. Assim as pacientes diabéticas que ficam grávidas
não estão incluídas nesta classe clínica. As modificações
hormonais que ocorrem durante a gravidez criam
condições favoráveis à diminuição da tolerância à glicose.
Os hormônios, produzidos pela placenta como o
estrogênio, progesterona e a gonadotropina cariônica pos-
suem a capacidade de bloquear o efeito da insulina; este
efeito de “contra-insulina” geralmente se instala entre a
20a e 24a semana de gestação. Com o avanço da gestação
a produção hormonal da placenta se amplia e pode iniciar
a resistência a insulina. Em muitas mulheres o pâncreas
consegue produzir uma quantidade adicional de insulina
compensando o efeito resistente. Quando, o pâncreas
atinge o máximo de sua produção de insulina e esta quan-
tidade continua sendo insuficiente par reverter os efeitos
dos hormônios placentários, resulta o diabetes gestacional.
Existem evidências que todas as complicações perinatais
são decorrentes da elevação dos níveis maternos de
glicemia (Oh, 1979). Pelo período de gestação em que
geralmente o diabetes se instala, os riscos de má formação

fetal estão descartados, tendo como principais alterações
fetais a macrossomia, pelo consumo excessivo de glicose
durante a gestação, resultante dos níveis elevados de gli-
cose que o feto recebe da mãe, e a hipoglicemia pós natal,
justificada pela produção aumentada de insulina pelo feto
como maneira de compensar  a quantidade elevada de gli-
cose que estava sendo utilizada em sua formação. Após o
nascimento, com a modificação da alimentação a quanti-
dade de glicose disponível é reduzida, contudo a produção
de insulina pelo feto continua nos mesmos níveis, resultan-
do a hipoglicemia. Tem sido relatado, também que cri-
anças filhas de mães com diabetes gestacional não tratado
possuem descompensações nos níveis de cálcio e magné-
sio. Contudo estas alterações são passíveis de tratamento,
sendo necessário o correto diagnóstico do diabetes gesta-
cional. Medidas terapêuticas rigorosas, durante a gestação,
que possibilitem um bom controle metabólico tem mostra-
do ser importante na redução das complicações maternas e
também da morbidade e mortalidade fetal (Karlssom &
Kjellmer, 1972; Gabble e cols., 1977; Aerts e cols., 1990).
Vários fatores  associados são relacionados com o maior
risco de desenvolver o diabetes gestacional, entre eles a
obesidade, histórico familiar de diabetes e mulheres com
idade superior a 25 anos  parecem estar mais sujeitas ao
desenvolvimento do diabetes gestacional.  Após a gravidez
as mulheres devem ser reavaliadas quanto à tolerância à
glicose. Na maioria dos casos, há um retorno à normali-
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dade, permanecendo apenas o risco de desenvolvimento
futuro do diabetes baseado nesta anormalidade prévia.
O procedimento diagnóstico mais utilizado para detecção
do diabetes gestacional é a realização do teste de tolerân-
cia à glicose (curva glicêmica), como proposto por
O’Sullivan e Mahan (1964) e recomendado pelo National
Diabetes Data Group (NDDG - 1979). Entretanto, dificul-
dades práticas que se verificam para a realização deste
teste em todas as gestantes, levaram alguns autores a pro-
por testes simplificados para o rastreamento do diabetes
nestas situações, envolvendo a análise de uma única medi-
da de glicemia, feita uma hora após a ingestão de 50 gra-
mas de glicose (o valor crítico desta determinação tem sido
estabelecido em 125 mg/dl), para só depois submeterem as
pacientes ao teste de tolerância  à glicose.
Neste trabalho avaliou-se a prevalência de diabetes gesta-
cional no município de São Joaquim- SC, a partir do rastrea-
mento  com o teste simplificado de diagnóstico, pela análise
de glicemia após a ingestão de 50 g de glicose e a confir-
mação diagnóstica pela prova clássica de tolerância à glicose.

MATERIAIS E MÉTODOS

Pacientes e testes:
Foram utilizados  482  pacientes entre 14 e 43 anos de idade
que que realizaram os exames pré-natais no Laboratório
Biodiagnóstico LTDA,  no período de junho de 1996 a junho
de 1999, para realização de pré-natal. As pacientes foram
submetidas ao teste simplificado de tolerância à glicose, e
sempre que o valor da glicemia foi igual ou superior a 125
mg/dl, as pacientes foram submetidas a prova clássica de
tolerância à glicose (curva glicêmica).

Orientações pré-teste:
Antes do teste as pacientes foram orientadas a manter uma
dieta contendo no mínimo 150 g / dia de carboidratos nos 3
dias que antecedem o teste. Realizarem um período de
jejum não inferior a 10 horas e não  superior a 16 horas
(ideal  12 horas), não fumarem e permanecerem sentadas
durante a realização dos testes. Além disto, os resultados de
pacientes que estavam utilizando medicação que compro-
vadamente interferem “in vivo” ou “in vitro” na determi-
nação de glicemia e/ou glicosúria não foram considerados. 

Teste simplificado de tolerância à glicose:
Para realização do teste, foi ofertado as pacientes 50 gramas
de glicose anidra (Biotec) dissolvidas em 250 a 300 ml de
água, com ingestão em no máximo 5 minutos. Após  1 hora,
foi coletado de 3 a 5 ml de sangue  em frasco contendo 1 gota
de anticoagulante fluoreto de sódio (Glistab-Labtest), em
seguida o sangue foi centrifugado por 5 minutos à 2500 R.P.M.
e o plasma separado do restante do material. As dosagens de
glicemia foram realizadas pela técnica de Glicose - Oxidase
(Biodiagnóstica) no máximo até às 11:00 horas do mesmo dia,
concomitantemente foi realizada dosagem de soro controle
fornecido pelo Programa Nacional de Controle de Qualidade
(PNCQ) da Sociedade Brasileira de Análises Clínicas, estando
os resultados em concordância com os programas de controle
de qualidade interno e externo (PNCQ No 00686). 

Prova clássica de tolerância à glicose (curva glicêmica):
Esta prova consiste em ofertar 100 gramas de glicose
anidra as pacientes, com as mesmas orientações  e os  mes-
mos procedimentos técnicos de coleta e análise do teste
simplificado de tolerância à glicose, como descritos acima,
variando a freqüência das coletas de sangue (0, 30, 60, 90

e 120 minutos) acompanhados de coleta de urina que, após
coletas permaneceram em geladeira até 30 minutos ates da
determinação de glicosúria pelo método de Benedict. As
curvas glicêmicas foram analisadas segundo critério do
NDDG, para a confirmação do diabetes gestacional.

ANÁLISE DOS RESULTADOS

1. Teste simplificado de tolerância à glicose: Os resultados
foram divididos em 2 grupos:
A: Glicemia até 125 mg/dl;
B: Glicemia superior a 125 mg/dl

2. Prova clássica de tolerância à glicose: Os resultados
foram divididos em 2 grupos:
A: Diagnóstico de diabetes gestacional;
B: Não diagnóstico de diabetes gestacional.

3. Relevância da idade na prevalência de diabetes gesta-
cional: Os resultados foram divididos em 2 grupos:
A: Idade até 25 anos;
B: Idade igual ou superior a 25 anos.

RESULTADOS

Das 482 dosagens do teste simplificado de tolerância à gli-
cose, observou-se 32 (6.64 %) com valores superiores a 125
mg/dl e 450 (93.36 %) com valores de glicemia abaixo de
125 mg/dl 

Estas 32 pacientes  foram submetidas a prova clássica de
tolerância à glicose, e observou-se 27, com resultados de
glicemia em conformidade com os critérios do NNDG,
sendo diagnosticado o diabetes gestacional.

Nas pacientes em que foi diagnosticado o diabetes gesta-
cional avaliamos se o fator idade poderia ser relevante na
prevalência do diabetes gestacional, observamos 12
pacientes (44.44 %) com idade inferior a 25 anos e 15
pacientes (55.56 %) com idade igual ou superior a 25 anos
de idade, demonstrando que o fator idade, isoladamente,
não pode ser considerado como risco aumentado de desen-
volvimento do diabetes gestacional, nestas condições
experimentais.

TABELA I
Triagem de diabetes gestacional pelo teste simplificado de
tolerância à   glicose no  município de São Joaquim – SC

Glicemia  Número Absoluto Percentual (%) 
Até 125 mg/dl                     450 93.36   
Superior a 125 mg/dl                       32 6.64 
Total                      482 100.00 

Valores de glicemia referem-se a dosagem 1 hora após a ingestão de 50 grs. de Glicose

TABELA II
Prevalência de diabetes gestacional no município de 

São Joaquim – SC, diagnosticado pela prova clássica de
tolerância à glicose, após triagem pelo teste simplificado

de tolerância à glicose.

Prova clássica de 
tolerância   

Número Absoluto Percentual (%) 

Não diabetes 
gestacional 

                      455 94.40 

Diabetes Gestacional                         27 5.60 
Total                        482 100.00 
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DISCUSSÃO    

Os resultados obtidos mostram que a prevalência de dia-
betes gestacional, no município de São Joaquim – SC, foi de
5.60 % está acima da média de 2 a 5 %  observadano Brasil
pelo Ministério da Saúde. Estes resultados reforçam a
necessidade de estrito acompanhamento das gestantes no
intuito de diagnosticar o diabetes gestacional minimizando
os efeitos danosos ao feto, como a mocrossomia, a
hipoglicemia neo-natal, além das descompensações nos
níveis séricos de cálcio e magnésio. As complicações decor-
rentes do diabetes gestacional são controláveis e podem ser
prevenidas, sendo o ponto fundamental o controle eficiente
dos níveis de glicemia da gestante, após o diagnóstico do
diabetes gestacional. Para que o diagnóstico do diabetes
gestacional seja realizado é fundamental o acompa-
nhamento das gestantes com a realização periódica de
exames pré – natais, segundo orientações médicas indivi-
duais. Nas pacientes com diagnóstico de diabetes gesta-
cional, a orientação sobre o correto monitoramento dos
níveis séricos de glicemia, exercícios físicos e necessidade
de administração de insulina exógena deve ser tratado
como ponto fundamental para a efetiva redução dos danos
ao feto. Outro fator que deve receber especial atenção na
gestante diabética é o esclarecimento sobre pontos que
geralmente estes pacientes desconhecem e preocupam-se
fortemente, como: O bebê terá problemas de saúde em vir-
tude do diabetes da mãe?; Qual a dieta recomendada?;
Quem apresenta diabetes gestacional será sempre diabéti-
ca? Meu Filho nascerá com diabetes?; Poderei desenvolver
diabetes no futuro? Nas pacientes com diagnóstico de dia-
betes gestacional é fundamental a orientação e acompa-
nhamento, em virtude da perspectiva de risco aumentado
de desenvolvimento futuro de diabetes, baseado nesta
anormalidade prévia. Estes dados são úteis ainda para o
planejamento de ações de saúde na esfera municipal,
visando a identificação e acompanhamento das gestantes,
na que tange ao diabetes gestacional.
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MEDICAMENTOS QUE PODEM INTERFERIR NA
TOLERÂNCIA À GLICOSE

Diuréticos e anti-hipertensivos:
Clortalidona, furosemida, tiazídicos, diazóxido, metalo-
zona, propanolol, bumetamida, ácido etacrínico, clonidina,
bloqueadores de cálcio.

Hormônios:
Corticóides, acth, glucagon, contraceptivos orais, hor-
mônios tireoidianos (em doses tirotóxicas).
Agentes psicoativos:
Haloperidol, carbonato de lítio, antidepressivos tricíclicos
(amitripilina, desipramina, doxepina, imipramina, nortrip-
tilina), fenotiazidas, marijuana. 

Catecolaminas e outros agentes neurologicamente ativos:
Fenitoína, epinefrina, isoproterenol, levodopa, norepine-
frina.

Agentes antineoplásicos:
Aloxane, estreptozotocina, L-asparaginase, ciclofosfamida.

Outros:
Indometacina, ácido nicotínico, acetaminofeno, morfina,
cimetidina, encainida, pentamidina.
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TABELA III
Idade como fator relevante na prevalência do diabetes

gestacional no município de São Joaquim – SC

Idade Número Absoluto Percentual (%) 
Até 25 anos                          12 44.44 
25 ou mais anos                          15  55.56 
Total                           27 100.00 
Não foi observada significância estatística entre os grupos 
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INTRODUÇÃO

Alguns dos mais importantes exames realizados na rotina
laboratorial envolvem os líquidos biológicos produzidos

pelo nosso organismo, entre eles, destacam-se o líquido
cefalorraquidiano, pleural, peritoneal e pericárdico (13).
Descoberto em 1764, por Cotugno, o Líquido
Cefalorraquidiano (LCR) é o terceiro principal fluído biológi-
co do organismo. Cerca de 70% do LCR, contido nas cavi-
dades ventriculares do sistema nervoso central (SNC),
espaços subaracnóides, espinhal, perivasculares, perineurais
e no canal central da medula, origina-se nos plexos coróides
ventriculares por processos combinados de secreção ativa e
ultrafiltração do plasma, e o restante é formado como líquido
intersticial, elaborado dentro dos espaços intercelulares do
cérebro e medula espinhal (10, 13).
O LCR desempenha funções muito específicas e fundamen-
tais no organismo. Auxilia na proteção contra traumatismos
e movimentos bruscos, lubrifica, isolando os grandes órgãos
nervosos, nutri estabelecendo trocas de várias substâncias
com o sangue e serve como veículo para secreções da hipó-
fise. Pode ser obtido através de punção lombar, punção cis-
ternal, punção cervical lateral ou através de cânulas ventri-
culares. As indicações para uma punção lombar podem ser
divididas em quatro categorias principais de doenças, como
infecção meníngea, hemorragia subaracnóide, processos
malignos do SNC e doenças desmielinizantes (4, 6).
O exame do LCR fornece informações importantes em

relação ao diagnóstico etiológico e ao acompanhamento de
processos inflamatórios, infecciosos ou neoplásicos dos
órgãos que são envolvidos por esse líquido. Esse exame
compreende a análise dos aspectos físicos, bioquímicos e
citológicos do LCR (2).
Atualmente, a análise citológica é feita de forma manual,
utilizando-se a câmara de Fuchs–Rosenthal. Essa análise
constitui um problema nos diagnósticos de emergência,
visto que, o exame de LCR é de urgência e auxilia no
fechamento do diagnóstico clínico. Com isso, o exame torna
– se demorado e com grande possibilidade de erros, devido
à falta de atenção ou prática do analisador. 
Outras análises citológicas, contudo, podem ser realizadas
facilmente através de contadores automáticos de células, por
exemplo, na análise de amostras de sangue e urina, garanti-
ndo uma análise mais rápida e confiável (1, 16). A inclusão de
métodos automatizados na rotina laboratorial tem contribuí-
do significativamente auxiliando aos médicos na decisão
diagnóstica rápida e precisa.  O efeito da automação garante
resultados mais confiáveis, com melhor organização e mani-
pulação das amostras, melhor acuração no levantamento de
dados, além de otimizar tempo, recursos humanos, espaço e
material, enfocando o custo benefício (5, 7).
Os contadores hematológicos são muito comuns nos labo-
ratórios de análises clínicas, pela sua praticidade durante a
rotina laboratorial. Esses equipamentos realizam a contagem
celular através de diferentes métodos e princípios. O conta-
dor hematológico Pentra? 60 (ABX) realiza a contagem das

Comparação entre a contagem manual e automatizada
de células no líquido cefalorraquidiano

Comparison between the count manual and automatizated of cells in cerebrospinal fluid

Andrei Gustavo Bonavigo, Vanessa Gelinski, Gislaine Franco de Moura Costa, Jacqueline Plewka
& Marco Antônio Costa

RESUMO - Atualmente, a análise citológica deste líquido é feita de forma manual, utilizando a câmara de Fuchs-Rosenthal, o que
torna o exame demorado e com grande possibilidade de erros. Entretanto, outras análises citológicas podem ser realizadas através de
contadores automáticos, garantindo uma análise mais rápida e confiável. O objetivo do trabalho é a comparação entre a contagem
manual e automatizada de células no LCR, para verificação da possibilidade de ser realizada na automação. Para tanto, foram ana-
lisadas 100 amostras de LCR, sendo que 50 amostras foram analisadas no contador hematológico Pentra® 60 (ABX) e 50 amostras ana-
lisadas no contador hematológico CellDyn® 3200, em comparação com a contagem manual de referência. Os resultados demons-
traram que 62 amostras não reproduziram adequadamente os dados na contagem automatizada, o que nos leva a imaginar que o LCR
não deve ser analisado em automação. Assim, é importante a realização de novos trabalhos, com números maiores de amostras e apa-
relhos para definirmos a possibilidade do uso da automação na contagem citológica de LCR.
PALAVRAS-CHAVE - Análise citológica, líquido cefalorraquidiano, contadores hematológicos.

SUMMARY - Currently, the cytological examination of the cerebrospinal fluid (CSF) is carried out manually, using the camera to Fuchs-
Rosenthal, which makes the examination time and with great possibility of mistakes. Meanwhile, other cytological tests can be per-
formed through automatic counters, ensuring a more rapid and reliable analysis. The goal of the work is a comparison between ma-
nual and automated counting of cells in CSF, to verify the possibility of being held in automation. For both, were analyzed 100 sam-
ples of CSF, and that 50 samples were analyzed in blood meter Pentra® 60 (ABX) and 50 samples analyzed in blood meter CellDyn®
3200, as compared to the manual counting of reference. The results showed that 62 samples do not adequately reproduced the data
in the automated counting, which leads us to imagine that the CRL should not be considered in automation. Thus it is important to
hold further work, with larger numbers of samples and equipment to determine the possibility of the use of automation in the coun-
ting of cytological CRL.    
KEYWORDS - Cytological analysis, cerebrospinal fluid, blood counters.
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células pelo método de impendância elétrica, que consiste na
contagem dos pulsos de condutividade causados pelas célu-
las ao cruzarem um orifício pelo qual flui uma corrente elétri-
ca. Já o contador hematológico CellDyn® 3200, usa a técni-
ca de citometria de fluxo para analisar as populações de
leucócitos e hemácias. Assim, as células são passadas através
de um feixe de luz e um sensor mede, por meio da perda ou
dispersão da luz, a quantidade de células presentes (4, 8, 9).
O objetivo deste estudo é, valendo-se de métodos automati-
zados, verificar a fidelidade dos resultados obtidos quando
comparados ao método de contagem manual de referência.

MATERIAL E MÉTODOS

Para a realização deste trabalho foram utilizadas amostras
provenientes de pacientes adultos e crianças atendidos nos
postos de saúde (SUS) de Foz do Iguaçu/PR, e pacientes
atendidos no Hospital Universitário do Oeste do Paraná
(HUOP) de Cascavel/PR.  Os materiais biológicos, após
serem analisados na rotina laboratorial dos laboratórios
LABORFOZ e Laboratório de Análises Clínicas do HUOP,
foram utilizados para a realização desse trabalho. 
A coleta das amostras foi realizada por punção lombar, em
frascos estéreis, e conduzidas imediatamente ao laboratório.
Quando as análises não puderam ser realizadas imediata-
mente, as amostras foram armazenadas em geladeira em
temperatura de 2 a 8ºC, e posteriormente analisadas.
Todas as amostras passaram pelas análises físicas, químicas
e citológicas de acordo com a padronização da literatura,
considerando-se como valores normais de referência para a
citologia até 10 leucócitos/mm3 e ausência de hemácias (11).
Utilizou-se essa padronização para todas as amostras porque
muitas delas não apresentavam informações referentes ao
sexo e idade dos pacientes. 
As contagens celulares foram realizadas de forma manual,
com o LCR não diluído, na câmara de Fuchs – Rosenthal, e
após, submetidas à análise nos contadores hematológicos
Pentra® 60 (ABX) fabricante ABX diagnostics, 1999 e
CellDyn® 3200 fabricante Abott Laboratories, 1997, para com-
paração. 
Foram analisadas 100 amostras de LCR durante o período de
Janeiro de 2006 a Agosto de 2007, sendo que 50 amostras
foram analisadas no contador hematológico Pentra® 60
(ABX) e 50 amostras analisadas no contador hematológico
CellDyn® 3200. Após a análise, os dados foram tabulados e
analisados comparativamente para o desenvolvimento das
hipóteses prováveis.
A pesquisa foi aprovada pela Comissão de Ética e
Biossegurança da Universidade Estadual do Oeste do Paraná.

RESULTADOS

Em nosso trabalho das 100 amostras analisadas foram
encontradas 27 amostras (27% do total) que apresentaram
contagem manual de células dentro da normalidade, mas
não apresentaram contagem quando analisadas na
automação. Apenas 2 amostras (2% do total) mostraram
contagem de leucócitos alterada quando comparada com a
contagem manual. As tabelas 1 e 2 fornecem os valores
encontrados na contagem manual e automatizada de LCR
com contagem de células dentro do limite de referência.

Um número grande de amostras (53 amostras – 53% do
total), com contagem alterada de células, não mostrou con-
cordância quando analisadas na automação, ou seja, tanto
leucócitos quanto hemácias foram detectados na contagem
manual, mas não na contagem automatizada (Tabelas 3 e 4).

TABELA I
Comparação entre as contagens manual e automatizada

de células, utilizando somente o contador Pentra® 60
(ABX), em LCR normais

Contagem Manual Contagem Automatizada (Pentra® 60 ABX) 
Nº  leucócitos/mm3 Nº hemácias/mm3 Nº leucócitos/mm3 Nº hemácias/mm3 

1  0 0 0 
2 0 0 0 
1 0 0 0 
1 0 0 0 
1 0 0 0 
1 0 0 0 
1 0 0 0 
1 0 0 0 
1 0 0 0 
0,6 0 0 0 
10 0 0 0 
7 0 0 0 
1 0 0 0 
5 0 100 0 
1 0 100 0 

TABELA II
Comparação entre as contagens manual e automatizada
de células, utilizando somente o contador CellDyn® 3200,

em LCR normais
Contagem Manual Contagem Automatizada (CellDyn® 3200) 
Nº  leucócitos/mm3 Nº hemácias/mm3 Nº leucócitos/mm3 Nº hemácias/mm3 

0,6  0 0 0 
0,6 0 0 0 
0 0 0 0 
0 0 0 0 
0 0 0 0 
0 0 0 0 
0 0 0 0 
0 0 0 0 
0,3 0 0 0 
0,6 0 0 0 
0,3 0 0 0 
8 0 0 0 

TABELA III
Comparação entre as contagens manual e automatizada

de células, utilizando somente o contador Pentra® 60
(ABX), em LCR com contagem alterada de células, detec-

tada somente pelo método manual
Contagem Manual Contagem Automatizada (Pentra® 60 ABX) 
Nº  leucócitos/mm3 Nº hemácias/mm3 Nº leucócitos/mm3 Nº hemácias/mm3 

105 10 0 0 
30 460 0 0 
52 280 0 0 
4000 0 0 0 
60 0 0 0 
1 100 0 0 
25 100 0 0 
1 605 0 0 
2,8 1,55 0 0 
1 2 0 0 
1 3 0 0 
80 0 0 0 
5 71 0 0 
30 0 0 0 
1 5 0 0 



Na análise de 7 amostras (7% do total), a contagem auto-
matizada detectou a presença de um ou outro elemento
celular, falhando principalmente, na detecção de hemácias
(Tabela 5 e Gráfico 1). Neste caso, as amostras com esses
resultados eram provenientes somente da contagem no
contador hematológico Pentra® 60 (ABX). 

Somente 13 amostras (13% do total) mostraram concordân-
cia na contagem automatizada, revelando pelos dois méto-
dos a presença ou ausência dos elementos celulares. Neste
caso, as amostras com esses resultados eram provenientes
somente da contagem no contador hematológico Pentra®
60 (ABX). Quando o aparelho detectou a presença de ele-
mentos celulares, demonstrou contagem maior do que a
encontrada na contagem manual (Tabela 6 e Gráfico 2).

DISCUSSÃO

A contagem manual de células em líquidos biológicos
ainda é uma prática comum na maioria dos laboratórios em
nosso país, sendo, porém, paulatinamente substituída por
contadores automatizados, principalmente nos exames de
sangue (hemograma) e urina. Alguns fatores podem justi-
ficar este quadro, como a contagem manual, apesar de
mais demorada e depender da prática de observação do
analista, ser o método mais econômico, ao contrário da
automação, a qual nem todos os laboratórios têm poder
aquisitivo para implantá-los.
Com o incremento da automação, alguns autores têm com-
parado a reprodutibilidade dos aparelhos em relação à
contagem manual, para observar se realmente os apare-
lhos podem agilizar a rotina com qualidade e precisão nos
resultados (3, 15).
Sendo o exame do líquido cefalorraquidiano, um exame de
urgência e extremamente importante para a conclusão
diagnóstica de patologias graves envolvendo o encéfalo e
a medula, é de suma importância encontrar metodologias
práticas que agilizem o exame e aumentem a qualidade e
a reprodutibilidade dos resultados (14). Assim, aparelhos
automatizados poderão contribuir muito para a rapidez
diagnóstica e conseqüentemente para um tratamento mais
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TABELA V
Comparação entre as contagens manual e automatizada

de células, utilizando somente o contador Pentra® 60
(ABX), em LCR alterados detectada pelo método manual,

mas nem sempre pelo método automatizado
Contagem Manual Contagem Automatizada (Pentra® 60 ABX) 
Nº  leucócitos/mm3 Nº hemácias/mm3 Nº leucócitos/mm3 Nº hemácias/mm3 

17 35000 0 60000 
65 85 100 0 
235 165 300 0 
170 240 300 0 
3670 85 350000 0 
505 2 700 0 
30 12 200 0 

TABELA IV
Comparação entre as contagens manual e automatizada
de células, utilizando somente o contador CellDyn® 3200,

em LCR com contagem alterada de células, detectada
somente pelo método manual

Contagem Manual Contagem Automatizada (CellDyn® 3200) 
Nº  leucócitos/mm3 Nº hemácias/mm3 Nº leucócitos/mm3 Nº hemácias/mm3 

0 1,6 0 0 
2,6 3,3 0 0 
3 1,3 0 0 
1,3 0,3 0 0 
1,3 0,3 0 0 
6 1,6 0 0 
2 0,3 0 0 
4,3 1,3 0 0 
9 1,6 0 0 
2,3 0,3 0 0 
1,6 3 0 0 
1,6 3,6 0 0 
84,3 4 0 0 
3,6 2 0 0 
3,3 2 0 0 
Incontáveis 0 0 0 
1 3,3 0 0 
3,6 8,3 0 0 
1 0,3 0 0 
27,3 Incontáveis 0 0 
0 0,3 0 0 
6 2,3 0 0 
1 1 0 0 
1,3 0,6 0 0 
1,3 0,6 0 0 
1,3 720 0 0 
22,6 725,3 0 0 
1,6 277,3 0 0 
1 0,3 0 0 
3 0,3 0 0 
1,3 2,3 0 0 
1 1 0 0 
3,6 1,6 0 0 
1,3 1,3 0 0 
2,6 9,3 0 0 
0,6 0,3 0 0 
2 1,3 0 0 
3 0,3 0 0 

Gráfico 1: Comparação entre as contagens manual e automatizada
de células, utilizando somente o contador hematológico Pentra®
60 (ABX), em LCR alterados, detectada pelo método manual, mas
nem sempre pelo método automatizado (escala logarítmica).
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TABELA VI
Comparação entre as contagens manual e automatizada

de células, utilizando somente o contador Pentra® 60
(ABX), em LCR alterados, detectada pelos dois métodos

Contagem Manual Contagem Automatizada (Pentra® 60 ABX) 
Nº  leucócitos/mm3 Nº hemácias/mm3 Nº leucócitos/mm3 Nº hemácias/mm3 

2080 12000 3600 40000 
25 Incontáveis 100 50000 
150 Incontáveis 900 130000 
30 0 100 0 
125 0 200 0 
105 0 200 0 
695 0 600 0 
365 16000 1400 11300 
800 0 1100 0 
825 0 1000 0 
5360 0 5100 0 
2800 160 2800 20000 
468 73 771 990 

Gráfico 2: Comparação entre as contagens manual e automatizada
de leucócitos, utilizando somente o contador hematológico
Pentra® 60 (ABX), em LCR alterados, detectada pelos dois méto-
dos (escala logarítmica).
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adequado e um melhor prognóstico de recuperação do
paciente (12).
Em nosso trabalho, das 100 amostras de LCR analisadas, 27
(27%) apresentaram-se normais pela contagem manual,
tanto para a contagem de leucócitos quanto para hemácias.
A grande maioria destas amostras não apresentou con-
tagem quando realizadas no aparelho, o que pode ser justi-
ficado pelo pequeno número de células, insuficientes para
serem captadas pela automação (Tabelas 1 e 2). Contudo,
não há interferência no resultado final, pois não alteraria a
interpretação dos resultados. Somente duas amostras
mostraram contagem de leucócitos alterada quando com-
parada com a contagem manual (7,4% das amostras nor-
mais). Este resultado pode revelar a possibilidade do apa-
relho apresentar resultado falso-positivo para os leucócitos
em comparação com a contagem manual de referência.
Quando comparamos a contagem entre LCR alterados,
com número de células aumentadas (73% das amostras),
observamos algumas situações especiais.
Um número elevado (53 amostras) não mostrou reprodutibi-
lidade quando analisadas na automação, ou seja, os elemen-
tos, tanto leucócitos como hemácias, foram identificados na
contagem manual, mas não nos aparelhos (Tabela 3 e 4).
Como demonstrado pela tabela 5 e, em outras amostras (7 %
do total) a contagem automatizada detectou um ou outro
elemento, falhando principalmente na detecção das hemá-
cias (gráfico1). Estes resultados são preocupantes, pois
mostram falso-negativos, prejudicando a interpretação diag-
nóstica e consequentemente o tratamento.
Entretanto, Ziebig et al (2000) realizaram contagens em
outros dois tipos de aparelhos e obtiveram resultados
semelhantes, indicando que podem levar a resultados
falso-positivos ou falso-negativos.
Somente 13 amostras mostraram reprodutibilidade na con-
tagem automatizada, revelando pelos dois métodos a pre-
sença ou a ausência dos elementos celulares (Tabela 6).
Quando o aparelho detectou a presença, mostrou na maio-
ria das comparações, uma contagem maior do que a encon-
trada na contagem manual (gráfico 2). Isto demonstra que
a automação pode ser mais eficiente em revelar a intensi-
dade do processo do que a contagem manual.
Importante destacar que, quando ocorreu a concordância
ou a detecção do elemento apontado pela contagem ma-
nual, ocorreu no aparelho Pentra® 60 (ABX) que realiza a
contagem das células pelo método de impendância elétri-
ca, onde as células são detectadas através da produção de
pulsos de condutividade. Já o contador CellDyn® 3200,
que usa a técnica de citometria de fluxo, onde as células
são analisadas através de um feixe de luz, não ocorreu a
detecção das alterações.
Neste sentido, sugerimos que novos trabalhos sejam feitos,
com um número maior de amostras e com o uso de outros
aparelhos, principalmente que utilizam o método de
impendância elétrica, para que possamos ter uma con-
clusão definitiva. Sugerimos também que outros líquidos
biológicos também sejam testados em relação à contagem
citológica em automação.

CONCLUSÃO

Assim, nossos resultados demonstraram que 62 amostras
(62%) não reproduziram adequadamente os dados na con-
tagem automatizada, o que nos leva a deduzir que o LCR
não deva ser contado em aparelhos, mas sim continuar a
ser contado em câmara de hemocitômetro. Contudo, a
amostragem de nosso trabalho é pequena, sendo impor-

tante, a realização de novos trabalhos, com números
maiores de amostras e aparelhos para definirmos a possi-
bilidade do uso de automação para a contagem citológica
de líquido cefalorraquidiano.
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INTRODUÇÃO

Nocardiose é uma infecção localizada ou disseminada,
oportunista, incidindo principalmente em pacientes

com depressão da imunidade celular. Em geral, é adquiri-
da por inalação, podendo disseminar-se por via
hematogênica a outros órgãos, como sistema nervoso cen-
tral e pele1, 5, 7. 
O envolvimento pulmonar pode ser autolimitado ou sub-
clínico, com formas agudas, subagudas ou crônicas que
simulam tuberculose, infecção fúngica invasiva ou neopla-
sia2, 15. Infecção cutânea primária pode ocorrer por inocu-
lação direta da bactéria após trauma ou cirurgia1, 14. 
Os autores relatam um caso de portador de leucemia lin-
fóide crônica em tratamento para a doença de base com
clorambucil, que desenvolveu quadro de nocardiose dis-
seminada, após vários episódios de pneumonia, refratários
ao tratamento antibacteriano convencional.

RELATO DO CASO

Paciente masculino, de 79 anos, branco, procedente de Recife,
Pernambuco, apresentava diagnóstico de leucemia linfóide
crônica há dois anos. Foram prescritas seis sessões de pulsote-
rapia com clorambucil a intervalos de 30 dias. Após a primeira
sessão, o paciente foi internado com pneumonia grave e imu-
nodepressão. Oito meses depois, reiniciou a pulsoterapia e
desenvolveu novo quadro de pneumonia, sem plena recupe-
ração, continuando com febres cíclicas e perda de peso,
mesmo em uso de antibacteriano linezolida. Ocorreu novo
episódio de pneumonia com a mesma localização pulmonar
dos anteriores e agravamento do quadro, tendo sido também
detectados nódulos em nádega e panturrilha.
O paciente foi submetido à radiografia do tórax (Figura 1) e
tomografia computadorizada (Figura 2) que demonstraram
abscesso pulmonar comprometendo o segmento lingular infe-
rior. Ao mesmo tempo, foram observados, após exame ul-
trassonográfico, nódulos flutuantes em nádega esquerda e pan-
turrilha direita. Realizou-se punção aspirativa percutânea do

tórax, guiada por tomografia computadorizada, e drenagem do
nódulo da panturilha e da nádega para exame microbiológico.
Os exudatos foram processados para exame direto, utilizando-
se as colorações de Gram, Giemsa e Ziehl-Nielsen. As
amostras foram semeadas nos meios de Ágar Sangue, Ágar
Chocolate, Ágar de Sabouraud acrescido de cloranfenicol
(100mg/l) e Ágar Mycosel®. O exame direto dos exudatos
demonstrou a presença de numerosos filamentos bacterianos
finos e ramificados (Figura 3). Em Ágar de Sabouraud, ocorreu
crescimento de colônias inicialmente brancas, com “odor de
terra molhada”, que se tornaram alaranjadas e secas (Figura 4)
e, à microscopia, foram visualizados filamentos Gram posi-
tivos. Após provas bioquímicas, seguindo os critérios adotados
por Koneman et al9, foi identificada Nocardia brasiliensis.
Iniciou-se sulfametoxazol-trimetoprim, na dose 15mg/kg/dia,
com melhora da sintomatologia pulmonar, regressão das alte-
rações radiológicas e das lesões nodulares. O paciente recebeu
alta hospitalar, continuou com tratamento de manutenção
(10mg/kg/dia) por 6 meses, sendo monitorado por um ano,
período no qual não foi observada qualquer evidência de
recorrência da nocardiose.

Nocardiose disseminada em paciente leucêmico*
Disseminated nocardiosis in leucemic patient

Rossana Sette de Melo Rêgo1, Norma Suely Sobral da Silveira2, Kedma de Magalhães Lima3 &
Francisco Montenegro Melo4

RESUMO - Portador de leucemia linfóide crônica em uso de imunossupressor desenvolveu nocardiose disseminada. O diagnóstico
microbiológico de aspirados de abscesso pulmonar e cutâneos revelou Nocardia brasiliensis. Instituído tratamento com sulfametoxa-
zol-trimetoprim, ocorreu melhora do paciente. Após terapia de manutenção e monitoramento por um ano, não foi observada recorrên-
cia da nocardiose.
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SUMMARY - Patient with chronic lymphocytic leukemia using immunossupressor developed disseminated nocardiosis. Examing the
aspirated from the abscess was isolated Nocardia brasiliensis. After treatment with sulfametoxazol-trimetoprim the patient improved
and was discharged from the hospital with no relapse in one year of observation.   
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Figura 1 – Radiografia do tórax evidenciando consolidação na área
lingular inferior.
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DISCUSSÃO

A nocardiose é infecção rara, localizada ou disseminada, de
diagnóstico difícil, uma vez que não apresenta aspectos clíni-
cos, laboratoriais ou radiográficos específicos16. Pode acometer
indivíduos saudáveis, mas sua freqüência é maior em porta-
dores de deficiência de imunidade celular, como leucemia,
AIDS, ou uso de terapia imunossupressora2. O paciente
descrito neste caso encontrava-se em uso de imunossupressor
para tratamento de leucemia linfóide crônica, apresentando,
desta forma, fatores predisponentes para desenvolvimento
dessa patologia bacteriana. 

As espécies mais freqüentemente envolvidas em nocardiose
são Nocardia asteróides, N. brasiliensis, N. farcinia, N. nova,
N. otitidiscaviarum e N. transvalensis3, 12, 14 sendo N. asteroides
considerada o principal agente com predileção pulmonar (70-
90% dos casos)1, 5, 11, 13. A espécie N. brasiliensis tem sido rela-
cionada mais freqüentemente a infecções cutâneas e sub-
cutâneas localizadas, com formação de necrose e abscessos,
podendo, no entanto, afetar o pulmão, onde produz lesões
idênticas às causadas por N. asteroide11, porém com menor
número de casos relatados (5-14%)8, 13. No presente caso, foi
identificada N. brasiliensis, demonstrando, desta forma, a
capacidade deste patógeno em promover infecção dissemina-
da. Vários autores relacionam a alta taxa, de 26% a 63% de
mortalidade da nocardiose, à capacidade de disseminação
deste organismo e ao estabelecimento tardio do diagnóstico
desta doença10. 
Na nocardiose pulmonar, os achados radiográficos e tomográ-
ficos do tórax são variáveis, tais como, derrame pleural, múlti-
plos nódulos pulmonares e consolidações do espaço aéreo,
com ou sem cavitações17. Despertou atenção neste caso, a pre-
sença de opacidade consolidativa, comprometendo o segmen-
to lingular inferior, tendo base pleural e determinando espes-
samento do tecido intercostal adjacente. Outras opacidades
semelhantes também foram vistas nos lobos superior, médio e
inferior direitos. Derrame pleural e linfonodomegalias não
foram observados. Devido à inespecificidade sob o ponto de
vista de imagem, foi sugerida a realização de broncoscopia
para melhor caracterização dos achados.
Para o diagnóstico definitivo de nocardiose, há necessidade de
isolamento e identificação do organismo a partir de biópsia ou
aspirado dos locais acometidos ou de secreção respiratória3, 12, 14.
Culturas de escarro são positivas em 90% dos pacientes, chegan-
do a 100%, quando o lavado broncoalveolar é realizado6. Neste
paciente, após os exames radiográficos, foi feita broncoscopia
para coleta de lavado brônquico e realização de exames micro-
biológicos, os quais não se revelaram diagnósticos. 
Geralmente, nesse tipo de nocardiose, a maior parte das
amostras é obtida por meio de procedimentos invasivos, como
biópsia transtorácica com agulha fina, naqueles pacientes que
apresentam lesões pulmonares focais, ou biópsia pulmonar a
céu aberto6. Para elucidação diagnóstica deste caso, foi rea-
lizada punção aspirativa percutânea do tórax, guiada por
tomografia computadorizada, assim como drenagem dos
nódulos de nádega e panturrilha, resultando material de
aspecto fluido, purulento, inodoro. 
Muitas vezes o diagnóstico é retardado pela dificuldade de cul-
tivo da bactéria12, bem como pelo fato de se utilizar, rotineira-
mente, nos exames microbiológicos, meios de cultivo seletivos
que podem inibir o crescimento de Nocardia spp4, quando são
pesquisados agentes específicos como, por exemplo, bacilo de
Koch e Legionella spp. Ao exame direto, Nocardia spp carac-
teriza-se por ser um bacilo ramificado, Gram positivo e pela
positividade à coloração de Ziehl-Neelsen (bacilo álcool-ácido
resistente fracamente positivo). A característica álcool-ácido
resistente do bacilo de Koch e o quadro clínico inespecífico
podem levar a uma confusão diagnóstica, particularmente, nas
regiões onde a tuberculose é uma doença prevalente15. Na cul-
tura, o crescimento ocorre, geralmente, entre dois a cinco dias;
entretanto, a incubação deve ser mantida por pelo menos três
semanas para exclusão do diagnóstico1.
A nocardiose em sua forma pulmonar pode estar sendo sub-
diagnosticada em vista da inespecificidade das manifestações
clinico-radiológicas e da baixa suspeita clínica. Convém
ressaltar que, neste paciente, a suspeita de Nocardia só foi le-
vantada após o exame direto em coloração de Giemsa, dos
exudatos obtidos por aspiração das lesões pulmonar e sub-

Figura 2 – Tomografia computadorizada do tórax demonstrando a
presença de opacidade consolidativa

Figura 3 – Exame direto de exserdato obtido por drenagem de
abscesso pulmonar. Coloração Griemsa 1000k.

Figura 4 – Aspectos macroscópicos do cultivo de Nocardia brasiliense
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cutânea, uma vez que o paciente não vinha respondendo aos
esquemas convencionais de antimicrobianos para o tratamen-
to das pneumonias. 
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Alterações hematológicas e morfocitológicas em 
fluidos biológicos de trabalhadores do distrito 

industrial de Erechim, RS*
Hematologic and Morphocytologic alterations in biologic fluids of workers of the industrial 

district of Erechim, RS

Daniele Paula Simon1, Lucila Ludmila Paula Gutierrez2, Sandra Manoela Dias Macedo3 & 
Vanusa Manfredini3

RESUMO - Com o crescimento industrial crescem também as doenças ocupacionais causadas pelos efeitos nocivos das substâncias
químicas utilizadas ou produzidas em processos industriais. Este trabalho tem como objetivo avaliar as alterações hematológicas e
morfocitológicas em amostras de fluidos biológicos de trabalhadores que se encontram sob estas condições. Para tanto, foram ana-
lisadas 23 amostras de sangue e líquido seminal de trabalhadores dos setores de solda, galvanoplastia, pintura e colagem de uma
empresa do Distrito Industrial de Erechim (RS). O hemograma foi realizado através do contador eletrônico ABX MICROS 60; já as
amostras de líquido seminal foram analisadas através de exames macroscópicos (como aparência e cor, volume, consistência e viscosi-
dade e pH) e microscópicos (como contagem do número de espermatozóides, motilidade espermática e vitalidade). A faixa etária va-
riou entre 18 e 45 anos, hemoglobina média de 15,78 g/dL, e hematócrito médio de 45%. A análise espermática também se manteve
em níveis normais, sendo que somente uma das amostras apresentou quadro de azoospermia, o que, devido à idade e tempo de
exposição, concluiu-se ser inerente a problemas na coleta, porém, para confirmar tal resultado, seria necessária uma nova
amostragem. A monitorização biológica dos trabalhadores e do ambiente de trabalho, associada com o uso correto dos equipamentos
de proteção individual, além da conscientização de empregados e empregadores é eficaz no que diz respeito à prevenção de possíveis
intoxicações.
PALAVRAS-CHAVE - trabalhadores, hemograma, espermograma, substâncias químicas.

SUMMARY - The occupational diseases also grow with the industrial increase that are caused by harmful effects of chemical subs-
tances used or produced in industrial processes. The purpose of this work is to assess hematological and morphocytologic changes in
biological fluid samples of workers that are found in these conditions. Because of this, 23 blood samples and seminal liquid of wor-
kers of welding, galvanizing, painting and pasting sectors at a company at the Industrial District of Erechim (RS) have been analyzed
at URI School Laboratory – Erechim Campus. The hemogram was accomplished through the electronic counter ABX MICROS 60;
although the seminal liquid samples were analyzed through macroscopic exams (as appearance and color, volume, consistency and
viscosity and pH) and microscopic (as counting of spermatozoons number, spermatic motility and vitality). The age group has ranged
from 18 to 45 years old. After these samples analysis, it was found out that there aren´t contamination indications by occupational
exposure, since the hemogram result has presented itself normal with average hemoglobin 15,78 g/dL, and average hematocrit of
45%. The spermatic analysis has also continued in normal levels where only one of the samples has presented an azoospermia fea-
ture and because of the age and time exposure, we have concluded it was due to a collecting problem, but to confirm such result it
would be necessary a new sampling. The biological monitoring of workers and work environment associated with the correct use of
individual protection equipments besides the employers and employes consciousness is effective concerning the prevention of possi-
ble intoxications.   
KEYWORDS - workers, hemogram, spermiogram, chemical substances.
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INTRODUÇÃO

Apresença de substâncias potencialmente tóxicas no
ambiente de trabalho impõe que a exposição à qual os

trabalhadores estão sujeitos seja avaliada de uma forma
periódica, a fim de monitorar ou prevenir uma possível
intoxicação (MILITÃO & RAFAELI1).
Define-se a monitorização biológica, como “a medida e
avaliação de agentes químicos ou seus produtos de bio-
transformação em tecidos, secreções, excreções, ar exalado
ou alguma combinação destes, para estimar a exposição ou
risco à saúde quando comparado a uma referência apropri-
ada” (BERLIN et al. apud CORDEIRO et al.2).
O principal objetivo da toxicologia ocupacional é a pre-
venção das alterações da saúde dos trabalhadores expostos
a estas substâncias. Este objetivo não pode ser atingido, se

os níveis de exposição são mantidos em valores que pos-
sam constituir-se em risco inaceitável para a saúde ou a
vida. Para assumir que um risco seja aceitável, deve-se
identificá-lo e quantificá-lo. Para tanto, é necessário um
conhecimento fundamental em toxicologia, que é da
relação dose/efeito e/ou dose/resposta, isto é, com a
prevalência de indivíduos que apresentam esse efeito
determinado (GOYER3).
As alterações do estado de saúde (que podem conduzir a
formas clinicamente detectáveis das doenças relacionadas
com o ambiente de trabalho) reconhecem causas precisas
na sua etiologia e, desta forma, podem ser prevenidas
através de medidas preventivas que incluem a substituição
da substância nociva responsável pelo efeito tóxico.
Quando não é possível remover completamente a causa
potencialmente responsável pela alteração do estado de
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saúde, é necessário reduzir a exposição para tais substân-
cias, de modo a limitar a probabilidade de que esta
exposição exerça um efeito nocivo sobre a saúde das pes-
soas expostas; e, ao mesmo tempo, controlar a exposição
através da monitorização tanto do ambiente de trabalho
quanto biologicamente (DELLA ROSA4).
A presença de substâncias potencialmente tóxicas no
ambiente de trabalho impõe que a exposição à qual os tra-
balhadores estão sujeitos seja avaliada sistematicamente.
Programas de segurança e saúde no trabalho, bem como
legislações específicas que visem à redução de exposições
ocupacionais a agentes tóxicos têm importante função de
garantir que o trabalhador tenha condições saudáveis e
seguras de exercer sua profissão (MILITÃO e RAFAELI1).
Assim sendo, este trabalho tem como objetivo investi-
gar possíveis alterações sanguíneas e citológicas no esper-
mograma de trabalhadores ocupacionalmente expostos a
substâncias químicas do Distrito Industrial de Erechim/RS. 

MATERIAL E MÉTODOS

Amostras clínicas
Foram coletadas vinte e três amostras de sangue e líquido
seminal de trabalhadores de uma Empresa do Distrito
Industrial de Erechim e quinze amostras de indivíduos não
expostos utilizados como grupo controle.
O trabalho desenvolvido caracteriza-se como uma pesquisa
descritiva quanto aos seus objetivos. Em relação aos pro-
cedimentos técnicos, trata-se de uma pesquisa bibliográfica
e experimental.
O presente trabalho seguiu as normas éticas regulamenta-
doras de pesquisa envolvendo seres humanos do Comitê
de Ética em Pesquisa da Universidade Regional Integrada,
Campus de Erechim.
Os quatro setores avaliados foram: colagem, galvanoplas-
tia, onde entram em contato com zinco, cobre, cromo, ácido
sulfúrico e ácido crômico; o setor de solda, onde são utiliza-
dos: chumbo, estanho, cádmio e alumínio, e o setor de pin-
tura (ÁVILA-CAMPOS 18).

Procedimentos metodológicos
O hemograma foi realizado através do Contador Eletrônico
ABX MICROS 60. O anticoagulante utilizado foi o EDTA.
Para este trabalho os pacientes foram instruídos a respeito da
importância da abstinência sexual de 2 a 5 dias e da higiene
das mãos e do pênis no momento da coleta do sêmen.
Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS5), para os
exames macroscópicos do líquido seminal são utilizados os
seguintes procedimentos: a) aparência e cor: a amostra deve
ser imediatamente analisada após liquefação, sendo que
uma amostra normal tem uma aparência homogênea, aspec-
to gelatinoso e uma cor que pode variar de branco a cinza
opalescente; b) volume: representa a somatória das
secreções das glândulas anexas do trato genital masculino,
como o líquido seminal vesicular, líquido prostático, das
glândulas de Cowper, fluido epididimário, testicular e das
ampolas. O valor normal para o volume espermático varia
de 2 a 5 mL, com volume médio de 3,2 mL; c) viscosidade:
para detectá-la foram utilizados métodos semiquantitativos.
Com uma pipeta de 0,1 mL com 11 cm de coluna de líquido
seminal, acionou-se o cronômetro e deixou-se pingar três
gotas: (1) de 4,8 a 5,2 segundos: normal; (2) maior que 5,2
segundos: viscosidade elevada; (3) menor que 4,8 segundos:
baixa viscosidade e d) pH: é determinado pelas secreções da
próstata (ácida) e vesícula seminal (alcalina). Pode variar de
7,2 a 8, quando medido uma hora após a ejaculação.
Já os exames microscópicos também padronizados pela

OMS5 são os mais importantes, porque complementam os
achados macroscópicos. A análise microscópica inicial da
amostra de sêmen consta do estudo da citologia, motili-
dade, morfologia e vitalidade. 
O número de espermatozóides por mililitro varia entre 60 e
120 milhões. Números maiores (polizoospermia) não são
patogênicos. Números inferiores (oligozoospermia) são
anormais. A contagem foi feita em Câmara de Neubauer e
a diluição dependeu da concentração espermática. 
A avaliação da motilidade foi realizada imediatamente
após a liquefação. No espermograma avaliou-se a motili-
dade espermática através de técnica padronizada pela
OMS, que classifica o movimento dos espermatozóides em
4 graus: grau A: motilidade rápida e progressiva linear
(direcionais rápidos); grau B: motilidade lenta e/ou não li-
near (direcionais lentos); grau C: motilidade não progressi-
va (in situ) (erráticos) e grau D: imobilidade (imóveis). A
amostra de sêmen foi considerada normal, se mais de 50%
dos espermatozóides forem do tipo A e B, ou se pelo menos
25% dos espermatozóides encontrados forem grau A.
A morfologia foi determinada, sendo que os esperma-
tozóides atípicos podem atingir até 30% dos esperma-
tozóides analisados. Dentre os defeitos, devem ser ana-
lisadas as seguintes categorias: a) defeitos na cabeça: sem
cabeça, dupla cabeça, cabeça gigante e cabeça de alfinete;
b) defeitos na peça intermediária: peça intermediária com
presença de restos citoplasmáticos ou mostrando uma
angulação entre a cabeça e a cauda e c) defeitos na cauda
ou flagelo: cauda dupla, espessa ou sem cauda.
Para a avaliação da vitalidade, esperou-se a liquefação
total do sêmen, pois este é o ponto de equilíbrio ideal, no
qual a concentração de substratos energéticos e o pH se-
minal favorecem a capacidade máxima de mobilização
espermática. Para isso, foram usados os corantes eosina-
nigrosina, onde foram contados 100 espermatozóides, e o
resultado foi expresso em porcentagem.

RESULTADOS

Dos trabalhadores estudados, 48% encontravam-se no
setor de solda, 22% no de galvanoplastia, 17% no de pin-
tura, e os 13% restantes, no setor de colagem, como pode
ser observado na Figura 1.
Quanto ao tempo de trabalho, no setor de solda os 11 fun-
cionários encontram-se trabalhando nesta área, de 48 a
168 meses. Os cinco trabalhadores da galvanoplastia
encontram-se ali de 1 a 120 meses. Já os quatro emprega-
dos do setor de pintura encontram-se neste setor de 2 a 120
meses. Por fim, no setor de colagem, os três funcionários
estão trabalhando de 8 a 84 meses (Figura 2).
Os dados do hemograma não demonstraram nenhuma
alteração quando comparados com os valores de referência
(Tabela 1).
Quanto às características físico-químicas das amostras
obtidas, pode-se observar que o volume e pH médio
encontram-se em níveis normais, como mostra a Figura 3.
De acordo com a OMS5, o volume, para ser considerado
normal, precisa estar acima de 2 mL. E o pH médio, em
amostras normais é de 7,2 a 8,0. Porém, como o intervalo
de tempo entre a coleta da amostra e a entrega do materi-
al na empresa foi superior a 60 minutos, fator que eleva o
pH do líquido seminal, considera-se que este resultado
está em níveis satisfatórios e dentro da normalidade.
Considerando ainda as características físico-químicas, o
líquido seminal tem aspecto gelatinoso, cor branca opales-
cente. Porém, sua aparência pode ser menos opaca, se a



57RBAC, vol. 41(1): 55-59, 2009

concentração de espermatozóides for muito baixa, ou de
cor castanha, quando células vermelhas do sangue
estiverem presentes. Todas as amostras apresentaram co-
loração normal e odor sui generis.
Das 23 amostras obtidas, 22 delas (96%) apresentavam a vis-
cosidade em níveis normais; e apenas uma amostra (ou 4%)
mostrou viscosidade elevada. Como se observa na Figura 4.
Considerou-se com viscosidade elevada a amostra que
demorou mais de 5,2 segundos para terminar de gotejar.
Quanto ao número de espermatozóides, 83% das amostras,
ou seja, 19 trabalhadores, mostraram números iguais ou
superiores a 20 milhões/mL. No entanto, 17%, ou 4 traba-
lhadores, apresentaram contagem espermática diminuída.
Avaliando a vitalidade (Figura 5), 74% (17) das amostras
apresentaram vitalidade acima de 70%. As amostras com
vitalidade diminuída somam 9% (2), enquanto as que apre-
sentaram necroespermia, ou seja, valores de espermatozóides
mortos superiores aos normais, encontram-se em 17% (4).
Com relação a media percentual da motilidade, 65% das
amostras apresentaram grau A, ou seja, motilidade rápida
e progressiva linear (direcionais rápidos); 12% exibiram
grau B, motilidade lenta e/ ou não linear (direcionais
lentos); 6% apresentaram grau C, motilidade não progres-
siva (erráticos) e finalmente 17% apresentaram grau D ou
imobilidade (Figura 6).
Com relação a média percentual das anomalias detectadas,
observou-se que: 44% das amostras apresentaram esperma-
tozóides de morfologia normal. Já 32% indicaram presença
de anomalias de cabeça; as anomalias de segmento somam
10% enquanto 13% apresentam anomalias de cauda.
Somente 1% apresentou gametas imaturos (Figura 7).
Pode-se constatar ainda, a presença de microrganismos
patogênicos nas amostras de líquido seminal. Trichomonas
vaginalis esteve presente em 60% das amostras analisadas,
em 30% das amostras notou-se a presença de Candida sp. e
em 10% foram observados Cocos intracelulares (Figura 8).
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Figura 4: Percentual de viscosidade das amostras
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TABELA I
Índices hematimétricos dos trabalhadores de uma empre-

sa do Distrito Industrial de Erechim:

 Caso Controle Valores de Referência* 

n 23 15 - 

Idade (anos) 30 ± 18,3 28 ±17,3 - 

Hemácias 106/mm3 4,98 ± 1,17 4,90 ±1,20 4,5 a 6,1 

Leucócitos 103/mm3 6,10 ± 4,80 5,90 ±5,60 3,60 a 11,00 

Hemoglobina (g/dL) 15,78 ± 2,05 14,5 ±2,25 12,8 a 17,8 

Hematócrito (%) 45 ± 4,94 43 ±4,90 39 a 53 

Plaquetas 103/mm3 188 ± 82,73 20 2±84 120 a 400 

VCM (fm3) 90 ± 9,89 87 ±10 80 a 98 

CHCM (g/dL) 35 ± 2,74 34 ±2,88 31 a 36 

RDW (%) 11,60 ± 1,13 11,60 ± 1,13 12 a 15 

Valores expressos em média ± DP; *FAILACE6.
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DISCUSSÃO

Um dos pontos a se destacar nos resultados dos espermo-
gramas é o de um jovem de 23 anos, que apresentou
quadro de azoospermia. Porém, o rapaz relatou em ques-
tionário não ter problemas de ordem sexual, histórico de
doença, uso de medicamento, relatou também não ter feito
vasectomia, ingerir bebidas alcoólicas e não ser tabagista.
Mencionou também fazer uso de todos os equipamentos de
proteção individual (EPIs).
A azoospermia é a ausência de espermatozóides no líquido
seminal, o que pode ocorrer por falta total de espermatogê-
nese ou pela presença de obstáculo em ambas as vias
espermáticas. Pode ainda ocorrer devido ao uso de medica-
mentos, drogas, álcool, e em alguns casos de intoxicação
por metais (PIVA 17).
Como o rapaz faz uso dos equipamentos de proteção indi-
vidual, não bebe, não fuma, não utiliza medicamentos e o
hemograma apresentou normalidade, o ideal seria realizar
uma nova coleta, porém, como foi anteriormente citado, há

uma relutância dos trabalhadores em fazê-la. Para descar-
tarmos a hipótese de problema genético, o que poderia ser
confirmado através de novas amostras, o mais provável é
que se trate de um erro de coleta.
A maior parte da população deste estudo não mostrou
alteração nos parâmetros avaliados, mas um significativo
aumento da incidência de infertilidade masculina tem sido
descrito na literatura mundial, o que gera questionamentos
sobre suas causas. Parte deste efeito pode dever-se a ação
de substâncias químicas tóxicas sobre o sistema endócrino,
sendo muitas delas utilizadas em processos laborais.
Dentre os principais interferentes endócrinos que podem
causar infertilidade masculina destacam-se agrotóxicos,
metais pesados, resíduos de processos industriais (dioxi-
nas, bifenilas policloradas, dibromoetileno, ftalatos, PVC e
etanol) (QUEIROZ & WAISSMANN7).
Os principais agrotóxicos com efeitos descritos no sistema
reprodutivo são beta-HCH (hexaclorohexano), carbaril,
clordano, dicofol, dieldrin, DDT (diclorodifeniltri-
cloroetano) e seus metabólitos, endosulfan, heptacloro e
Hepoxido, lindano (gama-HCH), malation, metomil,
metoxicloro, mirex, oxiclordano, paration, piretróides sin-
téticos, toxafeno e trans-nonacloro (QUEIROZ & WAISS-
MANN7; ALVES et al.8).
Acredita-se que os metais talvez sejam os agentes tóxicos
mais conhecidos pelo homem. Há aproximadamente 2000
anos a.C., grandes quantidades de chumbo eram obtidas
de minérios, como subproduto da fusão da prata e isso
provavelmente tenha sido o início da utilização deste metal
pelo homem (ÁVILA-CAMPOS9). 
De acordo com o estudo realizado por NOVELLI e cols10, as
células espermáticas de Paracentrotus lividus (um equino-
dermo) apresentaram alterações na presença dos metais:
prata, cobre, zinco, arsênio, cromo, cádmio chumbo e
níquel, sendo que o nível de toxicidade encontrado nas
células seguiu esta mesma ordem (prata>cobre>zinco...).
O chumbo inorgânico tem sido considerado um agente to-
xicante às células reprodutivas humanas desde a anti-
guidade. Estudo em animais e humanos observou efeitos
deletérios na função reprodutiva humana (BONDE & KOL-
STAD11). Diversos estudos relataram redução na qualidade
e quantidade de esperma em trabalhadores ocupacional-
mente expostos a chumbo (ASSENNATO, CULLEN apud
BONDE & KOLSTAD11; QUEIROZ & WAISSMANN7).
TELISMAN e cols10 observaram aumento da concentração
de células imaturas no esperma relacionadas ao chumbo
em homens expostos mesmo a baixas concentrações do
metal (49μg Pb/L sangue), além de alterações hormonais.
Efeito sinérgico é observado entre chumbo e cádmio em
humanos e efeito aditivo com decréscimo de selênio no
soro, ambos os efeitos levam a aumento sérico de testos-
terona. Estes achados podem estar envolvidos na iniciação
e desenvolvimento de câncer de próstata, pois o aumento
de testosterona no progresso do câncer de próstata acon-
tece no estágio inicial (TELISMAN et al.12,13).
A galvanoplastia (processo eletrolítico que consiste em
recobrir um metal com outro) é um dos processos industri-
ais que mais utiliza o cádmio (entre 45 a 60% da quanti-
dade produzida por ano). O homem expõe-se ocupacional-
mente na fabricação de ligas, varetas para soldagem, bate-
rias de níquel-cádmio, varetas de reatores, fabricação de
tubos para TV, pigmentos, esmaltes e tinturas têxteis,
fotografia, litografia e pirotecnia, estabilizador plástico,
fabricação de semicondutores, células solares, retificadores
e lasers (KLAASSEN14; ÁVILA-CAMPOS9). Cádmio produz
lesão testicular por dano vascular e a extensão da lesão
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determina comprometimento das células germinativas e de
Leydig. Esta lesão pode determinar tumores de células de
Leydig, degeneração tubular (em exposições a altas doses),
atrofia, ainda indução de necrose tecidual e deficiente pro-
dução de androgênio (WAALKES et al.15; WAISSMANN16).
Em adição ao sistema reprodutivo, os interferentes
endócrinos podem interferir em outros sistemas como o
imunológico e o metabólico-endócrino. Estes efeitos são
decorrentes de exposições crônicas que exigem monitor-
ização, mas requerem tempo para as manifestações ocor-
rerem. A identificação e avaliação do efeito dessas subs-
tâncias requerem esforço conjunto de pesquisadores,
industriais, legisladores e governo.
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INTRODUÇÃO

Ocâncer de colo de útero é uma doença com alta
prevalência e incidência e, dentre todos os tipos de

câncer, é o que apresenta um dos mais altos potenciais de
prevenção e cura, chegando perto de 100% quando detec-
tado precocemente1.
A estimativa do INCA para o ano de 2006 foi de 19.260
novos casos de câncer cervical no Brasil, sendo que, para o
Estado de São Paulo a taxa estimada é de 18,67 novos
casos para 100.000 mulheres2. Esta neoplasia é um impor-
tante problema de Saúde Pública, pois sua incidência pode
ser reduzida através de programas de rastreamento efi-
cientes3,4,5.
O escrutínio em grandes populações pelo método de
Papanicolaou é considerado um método efetivo para detec-
tar lesões precursoras e diminuir a incidência de lesões
invasoras e mortalidade6. Ainda que seja um exame rápido,
de baixo custo e efetivo para detecção precoce, sua técni-
ca de realização é vulnerável7.
Um dos maiores problemas que os laboratórios de citopa-
tologia enfrentam em sua rotina são as altas taxas de resul-
tados falso-negativos. Diversos estudos têm demonstrado
que resultados falso-negativos variam de 6% a 56% e as
principais causas de erros estão relacionadas à coleta, erros
de escrutínio e de interpretação dos diagnósticos, outros

relatam que 2/3 dos resultados falso-negativos são causa-
dos por erros de amostragem e o restante é causado por
erros de detecção1,8.
Equipes da Secretaria de Estado da Saúde na Rede Pública
observaram que um dos pontos críticos nos exames pre-
ventivos e detecção precoce de neoplasias de colo uterino
e de mama têm sido a falta de profissionais treinados para
a colheita do material, bem como a falta de padronização
nos procedimentos de rotina, colheita e orientação aos
profissionais envolvidos9.
Outro fator importante para a garantia do exame citopatológi-
co é a qualidade de fixação das amostras, que representa um
dos grandes problemas para o diagnóstico laboratorial. 
Segundo a Nomenclatura Brasileira adotada pelo Sistema
de Informação do Controle de Câncer de Colo Uterino –
SISCOLO, a amostra pode ser considerada insatisfatória na
fase pré-analítica por: ausência de identificação da paciente
na amostra e/ou forma de requisição; lâmina quebrada e
que não pode ser reparada ou outras causas alheias ao la-
boratório. Já na fase analítica, as causas podem ser: compo-
nente epitelial escamoso insuficiente (menos de 10% da
lâmina); presença de sangue, piócitos, superposição celular,
fixação deficiente ou artefatos de dessecamento, contami-
nação ou qualquer outro motivo que prejudique a interpre-
tação em aproximadamente 75% da lâmina.
A designação “insatisfatória” indica que a amostra não é
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Importância do controle de qualidade para a redução
das amostras insatisfatórias cérvico-vaginais

The importance of quality control to reduce unsatisfactory cervical smears

Etlinger DLR1, Ducatti C2, Gomes LP2, Pereira SMM1, Teixeira MS3, Silva VL3, Yamamoto LSU2.

RESUMO - O objetivo deste estudo foi analisar as não-conformidades analíticas dos exames citopatológicos realizados no Setor de
Citologia Oncótica, da Divisão de Patologia do Instituto Adolfo Lutz (SCO-IAL), e discutir ações corretivas para minimizar essas ocor-
rências. O SCO-IAL recebeu 44.197 amostras citopatológicas cérvico-vaginais enviadas pelas Unidades de Saúde (US), de setembro
de 2005 a fevereiro de 2007, que foram coradas pelo método de Papanicolaou e classificadas segundo a Nomenclatura Brasileira
recomendada pelo Ministério da Saúde. Do total, 1.155 (2,61%) foram classificadas como insatisfatórias, sendo: 351 por artefatos de
dessecamento; 198 pela presença de piócitos; 98 por material insuficiente; 47 pela presença de sangue e 12 por superposição celular.
Em 449 casos, houve associação de duas ou mais causas; sendo o dessecamento presente em 351 casos. Das 198 amostras insatis-
fatórias pela presença de piócitos, 37 apresentaram agentes infecciosos. Observou-se também nesse mesmo período que dos 1.558
(3,52%) casos de atipias de significado indeterminado, 371 foram limitados em seu diagnóstico. Os resultados obtidos demonstram que
programas de treinamento nas US são a melhor estratégia para melhoria na qualidade das amostras. O controle de qualidade interno
e externo, desde a colheita até a emissão dos laudos, é fundamental para o sucesso dos programas de rastreamento citológico.
PALAVRAS-CHAVE - Amostras insatisfatórias, Papanicolaou, Controle de qualidade, Avaliação analítica.

SUMMARY - The purpose of this study was to analyze the analytic non-conformity of cytopathologic exams realized in Cytology
Section of the Division of Pathology of Instituto Adolfo Lutz (SCO-IAL), and to discuss corrective actions to reduce these occurrences.
The SCO-IAL received 44,197 cervical smears from Unidades de Saúde (US), from September 2005 to February 2007, stained by the
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confiável na detecção de anormalidades epiteliais cervi-
cais, no entanto, qualquer anormalidade epitelial é impor-
tante e deve ser relatada, indiferentemente da abrangên-
cia da amostra adequada. Na presença de células anor-
mais, a amostra nunca deverá ser classificada como “insa-
tisfatória”10. Por recomendação do Ministério da Saúde a
avaliação insatisfatória é realizada por mais de um obser-
vador nas amostras que apresentam limitações pela pre-
sença de sangue. Dados do Monitoramento Externo da
Qualidade realizado nos últimos 5 anos, pelo Instituto
Adolfo Lutz, mostraram a ocorrência de 1,5% de alterações
epiteliais atípicas nos casos inicialmente classificados pelos
laboratórios de origem como insatisfatórios, sendo 0,13%
re-classificados como HSIL ou lesões invasivas11.

OBJETIVO

O presente estudo propõe analisar as principais causas de
resultados insatisfatórios na fase analítica dos exames
citopatológicos e discutir as ações corretivas que podem
ser implantadas para minimizar estas ocorrências.

MATERIAL E MÉTODOS

Foram analisadas 44.197 amostras citopatológicas cérvico-
vaginais enviadas ao Setor de Citologia Oncótica, da Divisão
de Patologia do Instituto Adolfo Lutz, por quatro Unidades
de Saúde da Capital e 15 Unidades de Saúde do Interior de
São Paulo, no período de setembro de 2005 a fevereiro de
2007. As amostras foram fixadas em polietilenoglicol e/ou
propinilglicol e coradas pelo método de Papanicolaou. As
amostras foram classificadas segundo a Nomenclatura
Brasileira recomendada pelo Ministério da Saúde, e a ava-
liação dos insatisfatórios está dividida em 6 grupos: artefatos
de dessecamento, intensa quantidade de piócitos, material
escasso, intensa superposição celular, sangue e associação
de duas ou mais causas. Segundo os critérios de controle de
qualidade interno, as amostras consideradas insatisfatórias
foram revisadas por mais dois observadores.

RESULTADOS

Das 44.197 amostras, 1.152 (2,60%) foram rejeitadas para
análise na fase pré-analítica e 1.155 (2,61%) foram classifi-
cadas como insatisfatórias na fase analítica.
Dentre as amostras insatisfatórias, 351 (30,39%) foram por
artefatos de dessecamento, 198 (17,14%) por presença de
piócitos, 98 (8,48%) apresentaram material escasso, 47
(4,07%) pela presença de sangue e 12 (1,04%) por super-
posição celular (Gráfico 1).
Em 449 (38,88%) casos houve associação de mais de uma
causa, sendo que 351 (78,17%) apresentaram o dessecamen-
to como uma de suas causas. Das 198 amostras insatisfatórias
pelo obscurecimento por piócitos, 37 (18,68%) apresentaram
agentes infecciosos, sendo 22 (11,11%) Candida sp, 12
(6,06%) Trichomonas vaginalis e 3 (1,51%) bacilos supracito-
plasmáticos (sugestivos de Gardnerella/Mobiluncus).
Nos 14 (1,2%) casos inicialmente diagnosticados como
alterações epiteliais atípicas e com diagnóstico final de
insatisfatório, 12 foram células escamosas atípicas de signi-
ficado indeterminado possivelmente não neoplásicas
(ASC-US), 1 células atípicas de significado indeterminado
não se pode afastar lesão de alto grau (ASC-H) e 1 lesão
intra-epitelial de alto grau (HSIL); por outro lado, 23 casos
inicialmente classificados como insatisfatórios pelo
primeiro observador, receberam diagnóstico final de alte-

rações epiteliais atípicas, sendo 18 ASC-US, 3 ASC-H, 1
células glandulares atípicas de significado indeterminado
possivelmente não neoplásicas (AGC) e 1 lesão intra-
epitelial de baixo grau (LSIL).
A distribuição dos ASC-US e ASC-H nas 44.197 amostras
foi de 3,52% (1.558); destes, 371 foram limitados por algu-
ma causa, sendo 171 (46,10%) por artefatos de desseca-
mento, 90 (24,26%) por presença de piócitos, 37 (9,97%)
pela presença de sangue e 11 (2,96%) por superposição
celular. Em 62 (16,71%) observou-se mais de uma causa
como responsável pela limitação do diagnóstico das
amostras. Destas, 54 (87,09%) apresentaram artefatos de
dessecamento como uma das causas de limitação.

DISCUSSÃO

A implementação de procedimentos de controle de quali-
dade interno e externo nos laboratórios melhora o desem-
penho dos profissionais e a qualidade diagnóstica são pas-
sos fundamentais para o sucesso de programas de rastrea-
mento citológico.
O aprimoramento e a garantia da qualidade abrangem todas
as etapas do processo, desde a colheita dos espécimes (fase
pré-analítica) até a emissão dos laudos (fase pós-analítica)
incluindo todos os diagnósticos negativos, pré-neoplásicos e
neoplásicos e casos insatisfatórios (fase analítica).
Para a implantação do sistema de controle de qualidade, o
Setor de Citologia Oncótica realiza relatórios mensais onde
é possível analisar o desempenho de cada US. Quando
detectado mais de 2% de amostras insatisfatórias por 3
meses consecutivos, ou mais de 4% em 1 mês, é feito con-
tato com o responsável pela colheita do material citopa-
tológico para relatar as não-conformidades e sugerir pos-
síveis melhorias para a qualidade da amostra enviada. 
Sum e colaboradores relataram que houve redução de 5%
para 0,3% nas taxas de resultados insatisfatórios após
treinamento adequado aos profissionais que realizam a
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Gráfico 1. Representação da distribuição das 1.155 amostras 
insatisfatórias em 2006
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Gráfico 2. Comparação das porcentagens de casos insatisfatórios
entre o Instituto Adolfo Lutz e Goiânia
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colheita do exame de Papanicolaou12, demonstrando que os
programas de treinamento nas Unidades de Saúde são a
melhor estratégia para atingir este objetivo.
Observamos nesta análise que aproximadamente 30,13%
dos resultados insatisfatórios têm como causa artefatos de
dessecamento, estando presente também em 46,1% das
amostras que receberam diagnóstico de atipias de signifi-
cado indeterminado. Foi possível analisar a alta freqüência
de associação entre duas ou mais causas de insatisfatório,
sendo os artefatos de dessecamento a causa mais fre-
qüente. A fixação imprópria causada pela ação do po-
lietilenoglicol e/ou propinilglicol, devido a equívocos de
preparo ou quantidade insuficiente/excesso de material
são as maiores causas de dessecamento de material. No
estudo anterior realizado neste laboratório, com casuística
de 66.212 casos de esfregaços cérvico-vaginais, 4,39%
foram considerados insatisfatórios. Utilizou-se para com-
paração nesta análise, as amostras insatisfatórias por:
artefato de dessecamento (55,43%), material purulento
(20,72%) e material espesso (0,76%)13. 
Estudo realizado por Amaral e colaboradores na região de
Goiânia mostrou índices de insatisfatório de 38,19% por
material purulento, 32,73% por material espesso e 18,18%
por dessecamento (Gráfico 2). Observaram ainda que, 30%
dos esfregaços apresentavam-se dessecados (mal fixados)
limitando a análise. Os fatores obscurecedores que
tornaram as amostras insatisfatórias foram purulento e
áreas espessas, erros ocorridos na coleta que poderiam ser
evitados com uma limpeza adequada do colo e distribuição
adequada do material na lâmina8.
Os treinamentos realizados pela Fundação Oncocentro de
São Paulo, nas Unidades de Saúde, no período de novem-
bro de 2001 à março de 200314, refletiram na redução signi-
ficativa de resultados insatisfatórios de 5% em 2001, para
2,6% em 2006, sendo que em 2005, os índices de insatis-
fatório decaíram a 0,59%. Pudemos perceber que em 2006
houve um aumento da porcentagem de amostras insatis-
fatórias que haviam chegado a valores ideais no ano ante-
rior. Acreditamos que por causa da rotatividade de profis-
sionais as taxas aumentaram de um ano para o outro, o que
nos leva a concluir que os treinamentos devem ser contí-
nuos e, pelo que observamos nos nossos resultados, devem
ser realizados a cada dois anos.
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INTRODUÇÃO

Aidentificação das lesões precursoras do carcinoma
cervical invasivo é de grande importância no

prognóstico e terapêutica das pacientes. Vários exames
são utilizados na avaliação destas lesões. Dentre eles
destaca-se a utilização do exame citológico acompanhado
de colposcopia.  Dependendo do grau da lesão se faz
necessário o exame histológico1.  
Dentre as patologias do colo do útero 90% estão associadas
ao HPV. No Brasil, dentre os tumores que acometem as mu-
lheres, a mortalidade por câncer do colo de útero ocupa a
quarta posição, em 2005, com 7,01% dos óbitos. O HPV está
presente em 99% dos casos do câncer do colo de útero2. 
A infecção da mucosa genital pelo vírus se localiza normal-
mente na transição escamo colunar do epitélio ou zona de
transformação, onde as células proliferativas estão mais

expostas e leva freqüentemente ao aparecimento de uma
alteração morfológica conhecida como coilocitótica, carac-
terizada pelo amplo halo perinuclear, com as bordas deli-
mitadas e normalmente binucleação, com núcleos hiper-
cromáticos e com contornos irregulares1.
Os HPVs são classificados como de baixo, médio e alto
risco. Os de alto risco expressam proteínas com potencial
oncogênico E6 e E7, capazes de imortalizar e eventual-
mente transformar células em cultura. Estas proteínas inte-
ragem especificamente com proteínas celulares envolvidas
no controle da proliferação celular, proteína supressora de
tumor como pRB e p53. A ligação da proteína E6 dos HPVs
de alto risco à p53 causa a rápida degradação da última,
levando a perturbação do controle de crescimento celular,
assim acredita-se que o potencial oncogênico destes vírus
seja parte devida dessas interações3.
A microscopia das células cervicais no exame de
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Possíveis discrepâncias dos achados colposcópicos,
citológicos, histológicos e moleculares — relato de um

caso de pequena lesão cervical
Possible discrepancies of findings colposcopic, cytology, histológy and molecular - story of a

case of small cervical injury

FILIPPIN, Carla1; HAMADA, Fábio Massayuki.2; CHISTOFOLETTI, Larissa Duarte3; VIEIRA, Daniella
Serafin Couto4; VITURI, Cidônia de Lourdes5

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi avaliar as discrepâncias observadas nos exames colposcópicos, citológicos e histológicos em
um caso de micro-lesão cervical. Este é um estudo de acompanhamento de uma paciente com lesão cervical uterina. Os autores revi-
saram o prontuário médico da paciente quanto aos dados clínicos e exames colposcópicos de colo uterino, exame citológico de raspa-
do cervical uterino, exame histológico cervical uterino e biologia molecular para HPV de raspado cervical. Durante o acompanhamen-
to da paciente estudo encontramos discrepâncias na tríade colposcopia-citologia-histologia em várias etapas da evolução do quadro.
O diagnóstico final da paciente depois de oito avaliações durante 1 ano e meio foi de Lesão intra-epitelial escamosa de alto grau e
neoplasia intra-epitelial cervical, nos exames citológicos e histológicos respectivamente, e foi encaminhada para conização. É um caso
de micro-lesão cervical, onde a coleta mesmo orientada pela colposcopia, não foi satisfatória em algumas etapas do diagnóstico, difi-
cultando o exame histológico. A utilização da tríplice diagnóstica colposcopia-citologia-histologia bem como teste de biologia mole-
cular durante todo acompanhamento da paciente forneceu abordagem segura aos procedimentos terapêuticos, evitando desta forma
a progressão para o câncer cervical uterino invasivo.
PALAVRAS-CHAVE - Citologia, Colposcopia, Histologia, HPV.

SUMMARY - The objective of this work was to evaluate the discrepancy observed in the colposcopic, cytology and histology examina-
tions in a case of cervical micron-injury. This is a study of accompaniment of a patient with uterine cervical injury.  The authors had
revised the medical handbook of the patient how much to the clinical data and uterine examinations colposcopic, cervical scraped
cytological examination of uterine, uterine cervical histology examination and molecular biology for scraped HPV of cervical. During
the accompaniment of the patient study we find discrepancies in the triad colposco-cytology-histology in some stages of the evolution
of the picture. The final diagnosis of the patient after eight evaluations during 1,5 years it was of HSIL degree and cervical intra-
epithelial neoplasic, in the cytology and histology examinations respectively, and was directed for conization. It is a case of cervical
micron-injury, where the collection exactly guided by the colposcopia, became imperfection making it difficult the histology examina-
tion.  The use of the diagnostic triad colposcopic-cytology-histology as well as test of molecular biology during all accompaniment of
the patient supplied safe boarding the therapeutically procedures, preventing of this form the progression for the invasive uterine cer-
vical cancer.  
KEYWORDS - Cytology, Colposcopic, Histology, HPV.
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Papanicolaou é o melhor método para classificar o carcino-
ma cervical e a pré-neoplasia, embora a completa e precisa
avaliação necessite da natureza da neoplasia necessite dos
três métodos de investigação: exame citológico, histologia
e colposcopia e atualmente mais um método muito impor-
tante de grande precisão: a biologia molecular. Entretanto
o diagnóstico geralmente é sugerido pela citologia que
deve ser confirmada4.
A biopsia da amostra cervical é dependente de uma amostra
adequada para uma correta interpretação. Em circunstân-
cias ideais, a qualificação da neoplasia intraepitelial cervical
pode ser feita usando-se os três métodos e obter o mesmo
resultado5. No entanto a discrepância dos resultados nos três
métodos implica em um tratamento prejudicado.
Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar as dis-
crepâncias observadas nos exames colposcópicos, citológicos
e histológicos em um caso de micro-lesão cervical.

MATERIAL E MÉTODOS

Este é um estudo de acompanhamento de uma paciente do
Hospital de Guarnição de Florianópolis do Estado de Santa
Catarina com lesão cervical uterina que apresentou dis-
crepâncias entre os diferentes métodos diagnósticos de
câncer uterino. Esse estudo foi realizado em colaboração
com Hospital de Guarnição de Florianópolis, Instituto de
Diagnóstico Anátomo Patológico Florianópolis e
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Esse
estudo é integrante do projeto Estudo Citomorfológico de
Lesões do Colo Uterino – Análise comparativa de diversas
metodologias, aprovado pelo Comitê de Ética da UFSC em
29 de setembro de 2003.
Paciente do sexo feminino, casada, 31 anos de idade; faz
acompanhamento médico-ginecológico desde o início de
sua vida sexual aos 18 anos de idade. Os autores revisaram
o prontuário médico da paciente com atenção especial aos
dados clínicos e exames complementares (exame col-
poscópico, exame citológico de raspado cervical uterino,
exame histológico cervical uterino e biologia molecular
para HPV de raspado cervical).

Procedimentos Diagnósticos
O Diagnóstico Colposcópico foi realizado durante o exame
clínico com lente de aumento e impregnação do colo uteri-
no com ácido acético e iodo (Teste de Shiller).
O Diagnóstico Citológico foi realizado com amostra de ras-
pado cervical uterino e submetido à Coloração de
Papanicolaou.
O Diagnóstico Hitopatológico foi realizado com biópsia
dirigida coletada durante a colposcopia e os cortes foram
submetidos à coloração de hematoxilina-eosina.

RESULTADOS

Descrição do Caso
1a Avaliação- Aos 20 anos de idade apresentou lesões
iodo-claras em colo uterino, e foi adotada conduta de
acompanhamento.
2a Avaliação- Aos 30 anos de idade compareceu para
exames citológicos de rotina e obteve resultado de citolo-
gia LSIL-NIC I, colposcopia iodo positivo, Shiller negativo,
ausência de lesões aceto-brancas e vasos atípicos, e condu-
ta clínica de seguimento com teste de captura híbrida –
HPV , apresentou resultado positivo para HPV grupo B de
alto risco – entre os tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 52, 56,
58, 59 e 68; dentre estes estão 99% dos tipos de papiloma

oncogênicos. Quantificação da carga viral 163,36 (valor de
referência < 1.0). Iniciou-se tratamento com ciclo de ácido
tricloroacético (TCA) 85% semanal.
3a Avaliação- Após 6 meses a paciente retorna para con-
sulta de acompanhamento obtendo resultado  citológico de
NIC II, colposcopia apresenta lesões aceto-brancas e
mosaico, histopatologia com resultado de cervicite crônica.
4a Avaliação- Após 1 mês retorna para consulta de acom-
panhamento com resultado de citologia  inflamatório acen-
tuado, colposcopia –ausência de lesões aceto-brancas.
5a Avaliação- Após 6 meses – citologia com resultado ASCUS;
e conduta clínica de  repetição do tratamento com ácido tri-
cloroacético 85%; histopatologia com resultado NIC I/HPV.
6a Avaliação- Após 6 meses – citologia – NIC II, col-
poscopia demonstrando lesões aceto-brancas, procede-se
nova coleta para captura híbrida para HPV com resultado
de 89% grupo B, e histologia com resultado de NIC II.
7a Avaliação- Após 4 meses retorna para consulta para
seguimento pré-cirúrgico e nova coleta de citologia com
resultado NIC III/HSIL.
8a Avaliação- Seguimento com conização e resultado anáto-
mo-patológico da peça – HSIL/NIC III com adendo ao laudo
de que as alterações eram retidas em pequeno ponto da peça.

DISCUSSÃO

O interesse atual pelo HPV denota, sobretudo dos traba-
lhos pioneiros de Koss6, em 1989, em fazer o diagnóstico
precoce ou levantar a suspeita de infecção pelo HPV.
A presença do “papilomavírus humano” (HPV), principal-
mente dos tipos 16 e 18, está intimamente ligada ao apare-
cimento e desenvolvimento do câncer de colo uterino e para
que este se desenvolva é necessário não somente a presença
do vírus, mas, alta carga viral, persistência da infecção,
fatores imunológicos, hormonais e comportamentais 7.
O HPV é um organismo exclusivamente intracelular que
infecta as células ativas para se estabelecer no epitélio,
esta infecção pode se tornar latente, na qual o DNA expos-
to reside no núcleo e a replicação viral fica ligada ao ciclo
celular, e as células infectadas têm aparência normal8.
Esta infecção latente pode converter-se em infecção ativa
por mecanismos ainda desconhecidos. Sabe-se, no entan-
to, que a imunodepressão fisiológica ou patológica pode
levar a este quadro. Quando inicia um estado replicativo,
poucos vírus são encontrados nas células basais e paraba-
sais, mas o número de partículas virais aumenta progressi-
vamente quando o processo de maturação celular ocorre,
até que, na superfície epitelial, o núcleo é substituído em
grande parte pelas partículas do virion completo9.
A doença ativamente revelada resultará numa expressão
morfológica em células escamosas diferenciadas. Ocorre
uma pronunciada alteração no crescimento da camada
basal, replicação nas camadas intermediárias e manifes-
tação de efeitos citopáticos virais nas células superficiais e,
campos subclínicos de acetobranqueamento que contem
graus variados de displasia ou formação de papilas ma-
croscopicamente aparentes9. 
As principais alterações que caracterizam a Neoplasia
Intraepitelial Cervical (NIC) incluem mudanças na organi-
zação dentro do epitélio e na citomorfologia das células.
Essas mudanças parecem ser iniciadas pela infecção por
HPV e representam efeitos citopáticos do vírus em seu ciclo
reprodutor, demonstrando presença de coilócito10.
A presença de células atípicas superficiais e intermediárias
discarióticas no esfregaço significa que existe esfoliação da
lesão na qual a diferenciação está preservada, determinan-
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do uma lesão de baixo grau.  Enquanto que, quando surgem
na superfície epitelial do esfregaço células basais atípicas
discarióticas, significam que existe uma diferenciação celu-
lar desordenada, caracterizando uma lesão de alto grau 11.
Colposcopicamente, o epitélio escamoso antes da apli-
cação do ácido acético é translúcido, normal, reflete o teci-
do conjuntivo vascular subjacente. Uma vez que o ácido
acético é aplicado e a coagulação das proteínas celulares
ocorre, o epitélio escamoso torna-se progressivamente
opaco, desenvolvendo principalmente uma aparência
plana e opaca que mascara o reflexo do tecido conjuntivo
subjacente, como o encontrado nas lesões NIC de alto
grau, então a opacidade é grande e a lesão torna-se pro-
gressivamente mais branca. Pelo fato de faltar glicogênio
neste tecido, a aplicação de iodo resultará em uma área
cada vez mais branca dentro do epitélio; isto forma a base
para o teste de iodo ou Shiller10.
No epitélio normal há uma quantidade mínima de proteína
e uma grande quantidade de glicogênio, especialmente
dentro do citoplasma, enquanto que no epitélio anormal ou
atípico existe proteína na membrana celular, núcleos e
citoplasma, mas muito pouco glicogênio. Nessas lesões
com quantidade menores de glicogênio mas com pequenas
elevações de proteínas, como é encontrado nas lesões NIC
de baixo grau, o ácido acético produzirá apenas uma leve
brancura e opacidade no epitélio. Assim, a aplicação do
iodo mostrará uma coloração fraca e desigual 12.
SINGER e MONAGHAN10 em 2002, relatam que em
vários estudos sobre a história natural das NIC, o espectro
de regressão das NIC I chega a um índice de 60% e enfa-
tiza a necessidade de além dos métodos morfológicos a
necessidade de outros fatores para determinar o prognósti-
co individual de cada paciente. Já as NIC de alto grau
devem ser tratadas, pois estas lesões são precursoras de
câncer invasivo, e se, não tratadas, podem progredir para a
invasão em mais de 50% dos casos 11.
Em muitos casos, no entanto, existe uma falta de correlação
entre os métodos diagnósticos, pois muitas vezes existe
uma lesão de alto grau que é pequena e somente pode ser
devidamente identificada através de colposcopia meticu-
losa com biópsia dirigida 10.
O objetivo principal dos esfregaços cervicais não é
somente diagnosticar o câncer clínico, como também
detectar pequenos carcinomas ocultos e anormalidades
pré-cancerosas, que podem levar ao câncer invasivo 6.
Na necessidade de solicitar uma nova coleta é singularmente
difícil manter a reprodutibilidade do diagnóstico citológico,
seja para confirmar os resultados anteriores seja para esclare-
cer o diagnóstico em casos atípicos. A segunda amostra pode
ser completamente negativa em aproximadamente 60% dos
casos com lesões neoplásicas significativas 6.
O caso clínico em questão, com diagnostico de lesão intra-
epitelial cervical, apresentou citologia negativa, ou infla-
matória apenas na quarta avaliação. Provavelmente essa
discordância é devida ao intervalo de um mês entre as
coletas. A literatura refere que um intervalo muito próximo
entre as coletas pode resultar em um falso negativo 13.
No caso em estudo a lesão de alto grau, embora pequena,
foi detectada principalmente porque a citologia, repetida-
mente demonstrava alterações. A citologia faz parte da
tríade diagnóstica (colposcopia, citologia, histologia), e
neste caso demonstrou ser o método de rastreamento mais
conveniente, rápido, econômico, sensível e de ampla
análise de toda área do colo uterino.
Nos casos de lesão mínima ou micro-lesão o processo
desenvolve-se no sentido vertical no tecido, dificultando

sua visualização na análise colposcópica, invariavelmente
a coleta de material para análise histológica pode ser obti-
da de um foco fora da lesão, provocando discordância com
o resultado da citologia, onde a coleta é mais abrangente e
a possibilidade de obtenção de material da lesão é maior14.
Loreto et al, 1997, demonstrou em seus estudos a importân-
cia da correlação cito-histológica para o diagnóstico das
lesões do colo uterino e, que um dos fatores de discrepân-
cia diagnóstica é a coleta de material.
Apesar da necessidade de material histológico para esta-
belecer o diagnóstico definitivo, esta situação ideal nem
sempre é alcançada através de biópsia dirigida devido a
ocasional impossibilidade de se detectar colposcopicamente
áreas representativas da real lesão que acomete o colo 14. 
No caso analisado as várias discordâncias encontradas nos
resultados das diferentes metodologias empregadas, resul-
taram em um agravamento do quadro, que somente quan-
do evoluiu para HSIL foi definitivamente diagnosticado.
Observou-se que mesmo empregando-se protocolo de
tratamento adequado inicialmente para sanar a lesão, não
se obteve as respostas esperadas, necessitando finalmente
de uma intervenção mais agressiva, com a conização.
Salientamos, entretanto que a paciente somente
prosseguiu com acompanhamento semestral devido à
citologia repetidamente mostrar alterações e, portanto ca-
racterizar um quadro de acompanhamento clínico. Quando
o quadro definiu-se e pode ser detectados colposcopica-
mente e histologicamente a lesão já estava em uma fase
mais avançada, embora ainda proporcionando condutas
adequadas, evitando que a lesão prosseguisse culminando
em um carcinoma invasivo. 
SINGER e MONAGHAN10, em 2002, comentam que desde
as observações de DONNÉ em 1938, vem-se buscando o
reconhecimento de que a citologia constitui método auxi-liar
infalível no diagnóstico de alterações fisiológicas e patoló-
gicas do colo uterino. Ainda nos dias atuais a concordância
dos diversos diagnósticos é assunto de estudo, Bondan
Tuon4 , em 2002, em estudo com 80 pacientes, em Curitiba,
com diversos graus de lesão cervical, mostrou que, o exame
citológico apresentou alta especificidade enquanto que o
exame colposcópico alta sensibilidade e que citologia asso-
ciada à colposcopia aumentou a acurácia do diagnóstico das
lesões precursoras do carcinoma do colo uterino.  
A escolha do tratamento a ser utilizado em cada caso deve
levar em consideração o tipo de lesão. Segundo Lee5, em
1998, é importante estar atento aos achados colposcópicos
e também aos relatos citológicos em cada caso investigado
devido o resultado de biópsias mal orientadas apre-
sentarem resultados não concordantes. O autor refere que
em pacientes com lesão de baixo grau, cerca 5% progride
para lesão de alto grau e que recidivas são freqüentes
mesmo utilizando tratamento adequado5.

CONCLUSÃO

Em nosso estudo encontramos discrepâncias na tríade col-
poscopia-citologia-histologia durante a evolução do
quadro. Este é um caso de micro-lesão cervical, onde a
biópsia mesmo orientada pela colposcopia não foi total-
mente satisfatória, dificultando o exame histológico em
algumas etapas do diagnóstico. 
A utilização da tríplice diagnóstica colposcopia-citologia-
histologia bem como teste de biologia molecular, somados
ao acompanhamento constante forneceu abordagem segu-
ra e eficaz, evitando a progressão para o câncer cervical
uterino invasivo. 
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INTRODUÇÃO

Acárie é uma doença infecciosa, crônica e transmissível,
que resulta da perda localizada e progressiva de teci-

do mineralizado dos dentes afetados, causada pela ação de
ácidos produzidos pela fermentação microbiana de car-
boidratos da dieta (8,16,37,58). Embora a prevalência da
cárie tenha diminuído muito nos últimos 20 anos, ela per-
siste como um grave problema de saúde pública em todo o
mundo resultando na principal causa de perda dentária
para adultos e crianças (16,44).
A instalação do processo cariogênico resulta da presença de
quatro fatores essenciais: o hospedeiro representado pelos
dentes e pela saliva, a microbiota da cavidade oral, a dieta e
o tempo. A cárie ocorre quando estes fatores de risco inte-
ragem em níveis críticos, i.e., um dente suscetível em um
paciente colonizado por uma microbiota cariogênica, consti-
tuída principalmente por estreptococos do grupo mutans e
por lactobacilos, consumindo uma dieta rica em sacarose em
um determinado período de tempo (40,43,57,58).
Assim, devido à etiologia multifatorial da cárie, uma combi-
nação de exames, incluindo anamnese, exame clínico,
dieta, uso de flúor, testes salivares e bacteriológicos é usada
na prática odontológica para avaliar o risco de cárie dos
pacientes (7,15,40,44,57). Entre os testes salivares, o fluxo
salivar e a capacidade tampão da saliva merecem destaque
porque são de fácil execução, rápidos, de baixo custo e
apresentam uma relação inversa com a experiência de cárie
(7,13,34,35,40,44,57). No caso dos testes bacteriológicos, as
contagens de lactobacilos e de estreptococos do grupo
mutans da saliva continuam sendo as técnicas mais indi-
cadas para avaliação do risco de cárie (40,42,47,58).
No Brasil, a falta de divulgação dos testes salivares e bacte-
riológicos junto aos laboratórios de análises clínicas não
estimula a inclusão destes testes na rotina do laboratório de
modo a atender a demanda da classe odontológica. Com

objetivo de contribuir para o melhor conhecimento deste
assunto em nosso meio, apresentamos uma breve revisão
sobre os testes salivares e bacteriológicos indicados na práti-
ca odontológica para avaliar o risco de cárie, abordando os
seguintes tópicos: coleta da saliva estimulada, medida do
fluxo salivar, determinação da capacidade tampão da saliva
e contagem de lactobacilos e de estreptococos do grupo
mutans da saliva. As técnicas de preparo dos reagentes e
meios de cultura são incluídas no estudo para facilitar o
emprego dos testes no laboratório de análises clínicas.

SALIVA ESTIMULADA

A saliva é o fluido produzido pelas glândulas salivares
principais e acessórias da cavidade oral, sendo basicamente
constituída de 99,5% de água e de 0,25% de matéria orgâni-
ca, principalmente proteínas (12,28). Quando secretada na
boca a saliva é enriquecida com células descamadas,
leucócitos, anticorpos, microrganismos, restos de alimentos,
fluidos do sulco gengival, muco da cavidade nasal e faringe,
formando uma película de 10 a 100 μm de espessura, consti-
tuindo então a denominada saliva total (12,28,43,53,54).
A saliva desempenha várias funções, incluindo a produção
da enzima digestiva amilase, a lubrificação dos tecidos orais
que é importante para criar o bolo alimentar e facilitar a
deglutição, bem como facilitar a fala. Em relação ao risco de
cárie a saliva também exerce um papel relevante, devido as
funções de limpeza da cavidade oral, de tamponamento dos
ácidos produzidos pelos microrganismos cariogênicos da
placa e de remineralização dos dentes (12,28,42,51).
A saliva coletada em repouso, passivamente, sem qualquer
movimentação da língua ou dos lábios é chamada de sali-
va não estimulada. Quando obtida pela mastigação de uma
substância inerte, como p.e., parafina, goma de mascar
(sem açúcar) ou látex, é denominada de saliva estimulada
(12,13,58). Os testes salivares e bacteriológicos geralmente
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são realizados com a saliva estimulada porque ela apresen-
ta as seguintes vantagens em relação a saliva não estimu-
lada: (i) padronização e facilidade da técnica de coleta; (ii)
menor tempo de coleta; (iii) a mastigação remove os
microrganismos da placa dentária obtendo-se desta forma
um espécime representativo da saliva contaminada (13,45).
A coleta da saliva estimulada é feita utilizando-se a
seguinte técnica (32,36,40,49,52,58): (i) identificar o frasco
de coleta, previamente esterilizado, com os dados do
paciente. Nós recomendamos usar para a coleta um tubo
de ensaio de 50 mL, graduado, de plástico, com tampa de
rosca, de fundo cônico, similares aqueles da marca
“Corning” usados para centrifugação; (ii) fornecer ao
paciente um pedaço de parafina estéril (cubo com aproxi-
madamente 0,5 a 1 cm); (iii) instruir o paciente para levar
a parafina a boca e aguardar que ela atinja a temperatura
da boca tornando-se amolecida. A saliva produzida em
repouso, durante este período, é deglutida; (iv) orientar o
paciente para estimular a produção da saliva pela masti-
gação da parafina durante 5 minutos. Pedir ao paciente
para movimentar a parafina na boca, de forma que todos os
dentes sejam utilizados na mastigação. A medida que a
saliva for sendo produzida, coletá-la. Durante a coleta, o
paciente deve ter o cuidado de não colocar a parafina no
frasco com a saliva. Ao final da coleta, o paciente deve
desprezar a parafina no lixo.
Os testes salivares devem ser feitos imediatamente após a
coleta (13). Os testes bacteriológicos podem ser realizados
até 24 horas após a coleta desde que a saliva seja mantida
em refrigeração a 4ºC. A amostra de saliva pode ser cole-
tada pela manhã antes do paciente comer, beber ou esco-
var os dentes ou após duas horas da ingestão de alimentos
para evitar a interferência dos produtos da digestão nos
resultados dos testes (36,49).

FLUXO SALIVAR

A velocidade de secreção da saliva pelas glândulas sali-
vares na cavidade oral é denominada de fluxo salivar.
Indivíduos normais apresentam um fluxo salivar de 1 a 2
mililitros de saliva estimulada por minuto. O fluxo salivar é
responsável pela limpeza das superfícies orais e pelo trans-
porte de microrganismos e restos alimentares que são de-
glutidos (12,22,40,53,54).
A secreção salivar produzida em repouso ou estimulada é
menor na mulher do que no homem devido ao menor
tamanho das glândulas salivares femininas (2,18,23). O
fluxo salivar não apresenta correlação com a idade (2),
porém, depende da saúde geral, de medicamentos e de
fatores alimentares. Tensão nervosa e desidratação
reduzem a secreção e dificulta a realização dos testes sali-
vares exigindo-se uma cuidadosa padronização da coleta
da amostra de saliva (14).
O fluxo salivar deve ser avaliado no início e durante o
tratamento de cárie e como parte dos procedimentos de
diagnóstico na suspeita de hipossalivação causada, p.e.,
pela síndrome de Sjögren ou pela irradiação na região de
cabeça e pescoço (42,54).
A determinação do fluxo salivar é feita diretamente pela
leitura do volume total de saliva estimulada do paciente
obtida em cinco minutos. O resultado final é expresso em
mililitros de saliva estimulada produzida por minuto
(mL/min). A interpretação dos resultados é realizada de
acordo com os seguintes parâmetros (42,58): (i) fluxo salivar
normal: 1-2 mL/min (adultos); (ii) fluxo salivar baixo: inferi-
or a 0,7 mL/min; (iii) xerostomia: inferior a 0,1 mL/min.

CAPACIDADE TAMPÃO DA SALIVA

A capacidade tampão da saliva é, por definição, a pro-
priedade da saliva total em manter o pH dos fluidos orais
constante (43). Trata-se de um importante mecanismo de
defesa contra a cárie (17,23), porque neutraliza a produção
de ácidos formados pela placa bacteriana (13) evitando
assim a desmineralização do esmalte e a formação de cárie
(51,54). Apresenta, ainda, uma relação direta com o fluxo
salivar, isto é, uma redução no fluxo salivar resulta em uma
diminuição do efeito tamponante da saliva
(2,12,14,18,23,31,50,51).
O método considerado padrão para determinar a capaci-
dade tampão da saliva é a titulação sob pressão parcial de
gás carbônico. Apesar de acurado, a titulação é um proce-
dimento laborioso que por exigir equipamento especial
fica restrito a laboratório especializado (17). A clássica
adaptação desta técnica para uso clínico, descrita por
Ericsson (13), consiste na mistura de 1 mL de saliva esti-
mulada com 3 mL de ácido clorídrico 0,005 N. Uma gota de
álcool caprílico ou octílico é adicionada para evitar a for-
mação de espuma. A seguir, borbulha-se lentamente uma
corrente de ar sobre a mistura durante 20 minutos para
eliminar o gás carbônico. A capacidade tampão é expressa
pela leitura em potenciômetro do pH final da mistura sali-
va-ácido. Para uma faixa de pH entre 3 a 9, Ericsson (13)
encontrou uma correlação linear (r = 0,96) entre o seu
método e a técnica padrão por titulação. É importante
salientar que os testes foram realizados imediatamente
após a coleta. O armazenamento das amostras de saliva,
mesmo em refrigerador, altera os resultados aumentando
os valores da capacidade tampão (13).
Uma simplificação da técnica de Ericsson é a eliminação da
etapa de borbulhamento de ar. Assim, o tubo contendo a
mistura saliva-ácido é agitado e deixado em repouso sem
tampa durante 10 minutos para a eliminação do gás car-
bônico. A leitura do pH final é feita com auxílio de poten-
ciômetro ou papel indicador de pH (29,31,42,49,57,58).
Frostell (17) desenvolveu um teste colorimétrico, comer-
cializado com o nome de “Dentobuff®” (Orion Diagnostica
Ltd., Helsinki, Finlândia), para determinar a capacidade
tampão da saliva. O teste é realizado inoculando-se, com
auxílio de uma seringa estéril descartável, 1 mL de saliva
estimulada pela mastigação com parafina em um frasco do
tipo penicilina contendo ácido clorídrico e um sistema indi-
cador de pH. O frasco é agitado vigorosamente por 10
segundos e a seguir é deixado em repouso por 2 a 5 minu-
tos, sem a tampa de borracha para a eliminação do gás car-
bônico. A cor que aparece no frasco é comparada visual-
mente com uma escala colorida graduada em unidades de
pH, fornecida pelo fabricante. A leitura do teste é feita com
base nos seguintes parâmetros: (i) capacidade tampão
muito baixa ou baixa, pH 3,0 a 4,0; (ii) capacidade tampão
intermediária, pH 4,5 a 5,0; (iii) capacidade tampão normal
ou boa, pH igual ou superior a 5,5.
Uma simplificação do “Dentobuff®” foi descrita por
Ericson & Bratthall (15). O teste, denominado “Dentobuff
Strip®” (Orion Diagnostica), consiste basicamente em
depositar uma gota de saliva estimulada sobre a superfície
reativa de uma fita indicadora de pH impregnada com
ácido clorídrico. Após 5 minutos a cor é comparada com
uma escala colorida de pH, fornecida pelo fabricante.
A leitura do teste é feita de acordo com os seguintes
parâmetros: (i) capacidade tampão baixa, pH final ≤ 4,0; (ii)
capacidade tampão média, pH de 4,5 a 5,5; (iii) capacidade
tampão normal ou boa, pH ≥ 6,0.
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A determinação da capacidade tampão da saliva pode ser
feita de forma artesanal no laboratório utilizando-se a
seguinte técnica (31,52,57,58): Identificar com os dados do
paciente, um tubo de ensaio 16 x 150 mm com tampa de
rosca contendo 3 mL de ácido clorídrico 0,005 N.
Homogeneizar a saliva durante 15 segundos em agitador
de tubos do tipo "mixer" e transferir 1 mL da saliva para o
tubo contendo o ácido clorídrico. Fechar o tubo.
Homogeneizar a mistura cinco vezes por inversão do tubo.
Retirar a tampa do tubo e deixá-lo em uma estante a tem-
peratura ambiente durante 2 a 5 minutos para a eliminação
do gás carbônico. Com auxílio de bastão de vidro ou
pipeta, depositar uma gota da mistura saliva-ácido clorídri-
co sobre a área de teste do papel indicador de pH. A leitu-
ra é feita imediatamente comparando-se a cor desenvolvi-
da no papel indicador com a escala padrão de cor forneci-
da pelo fabricante. Os resultados são interpretados de
acordo com os seguintes parâmetros (57,58): (i) capacidade
tampão normal: pH ≥ 5,0; (ii) capacidade tampão inter-
mediária: pH em torno de 4,5; (iii) capacidade tampão
muito baixa: pH ≤ 4,0.

LACTOBACILOS

O gênero Lactobacillus, constituído por 44 espécies, é re-
presentado por bacilos Gram-positivos, não esporulados,
com 0,5 a 1,2 μm de largura por 1 a 10 μm de comprimen-
to. As células geralmente se apresentam na forma de baci-
los longos, algumas vezes cocóides, comumente formando
curtas cadeias. São anaeróbios facultativos, às vezes
microaerófilos, crescem com dificuldade na presença do ar
atmosférico e melhor em tensão reduzida de oxigênio,
sendo alguns anaeróbios no isolamento primário. O cresci-
mento geralmente é favorecido em atmosfera de 5% de gás
carbônico. São quimiorganotróficos, nutricionalmente exi-
gentes, requerendo meios enriquecidos e complexos para
crescimento. Em ágar nutriente apresentam colônias circu-
lares, com diâmetro de 2 a 5 mm, convexas, opacas e sem
pigmento. O metabolismo é fermentativo com produção de
ácido láctico. Os lactobacilos não reduzem nitrato, não li-
quefazem a gelatina e são catalase e citocromo oxidase
negativas. A temperatura ótima de crescimento é de 30 a
40ºC. Estão largamente distribuídos no ambiente e fazem
parte da microbiota do trato gastrintestinal e da vagina de
mamíferos. Raramente são patogênicos (25).
Os lactobacilos representam aproximadamente 1% da
microbiota oral cultivável, sendo L. casei, L. acidophilus, L.
fermentum, L. cellobiosus, L. brevis e L. buchneri as espé-
cies mais freqüentemente encontradas na cavidade oral
(28,55). Além de acidogênicos, isto é, de produzirem ácidos
pela fermentação de carboidratos, os lactobacilos são tam-
bém considerados acidúricos porque, ao contrário de ou-
tros microrganismos orais, sobrevivem na presença dos áci-
dos formados na placa bacteriana. Essas propriedades são
importantes na participação dos lactobacilos na cárie den-
tária e explicam a longa sobrevivência destes microrganis-
mos na dentina cariada (55). A determinação do número de
lactobacilos da saliva estimulada foi o primeiro método
usado em bacteriologia para avaliar o risco de cárie (8).
Rodriguez (45) descreveu um método para a quantificação
de lactobacilos da saliva baseado na técnica convencional
de contagem de colônias em placas. Amostras de saliva
estimulada foram diluídas em caldo glicosado e semeadas
na superfície de ágar nutriente contendo 10% de soro de
cavalo. As placas foram incubadas na estufa a 37,5ºC, em
atmosfera de anaerobiose contendo 10% de gás carbônico,

durante dois a três dias. As colônias dos lactobacilos foram
facilmente diferenciadas dos outros microrganismos orais
pelo maior tamanho e pela presença de um halo opaco em
volta da colônia.
Hadley (21), utilizando o ágar tomate peptona modificado,
descreveu um método para estimar o número de micror-
ganismos acidogênicos e acidúricos na saliva. Apesar deste
meio apresentar um pH em torno de cinco que favorece o
crescimento de lactobacilos, não foi totalmente seletivo
permitindo o crescimento de outros microrganismos, tais
como, leveduras, micrococos, estreptococos, bacilos Gram-
negativos e bacilos esporulados (10,46,48).
Em 1951, Rogosa e colaboradores (46) propuseram um
meio mais aprimorado para a contagem de lactobacilos
denominado meio seletivo para lactobacilos, ou meio SL
Rogosa, substituindo com vantagem o ágar tomate pep-
tona. O baixo pH (5,4) e a alta concentração de acetato
inibem o crescimento de outros microrganismos orais, com
exceção dos lactobacilos que praticamente não são afeta-
dos (8,11). Em linhas gerais o método descrito por Rogosa
et al. (46) requer a semeadura por técnica de "pour-plate"
em ágar SL Rogosa da saliva estimulada pura e das
diluições 10-1 e 10-2, incubação na estufa em aerobiose a
37ºC por 72 horas e contagem de colônias. A confirmação
das colônias suspeitas de pertencerem ao gênero
Lactobacillus é feita pela coloração de Gram.
Com base no ágar SL Rogosa, Larmas (33) desenvolveu um
teste simplificado de cultivo em lâmina, comercializado
com o nome de “Dentocult®” (Orion Diagnostica Ltd.,
Helsinki, Finlândia). Nesta técnica, uma lâmina de plástico
de 20 x 50 mm, contendo meio de Rogosa é inoculada com
a amostra de saliva estimulada. A lâmina é então recoloca-
da no estojo de plástico e incubada na estufa a 37ºC
durante quatro dias. A leitura é feita comparando-se a den-
sidade das colônias desenvolvidas na lâmina com um
padrão fornecido pelo fabricante. Devido a facilidade de
execução, este método é indicado para uso de rotina no
consultório odontológico. O resultado do teste pode ser
mostrado ao paciente motivando-o a melhorar suas
condições de higiene oral e controlar a dieta (5,29,33).
Westergren & Krasse (56) desenvolveram um micrométodo
para a contagem de lactobacilos da saliva baseado no méto-
do da contagem na gota (6,41). Esta técnica consiste basica-
mente em semear duas gotas de 25 μL das diluições 10-1 a
10-3 da amostra de saliva estimulada na superfície do ágar
SL Rogosa. Após a secagem das gotas, uma camada de ágar
SL Rogosa fundido e resfriado a 45-50ºC, é adicionada a
superfície do meio para diminuir a tensão de oxigênio. Após
a solidificação do meio, as placas são incubadas na estufa a
37ºC, em aerobiose, durante 72 horas.
Em nosso laboratório, realizou-se um estudo comparando
as adaptações das técnicas da contagem na gota (6,41,56) e
da alça calibrada (24) com o método padrão de contagem em
placa de lactobacilos da saliva. Analisamos 30 espécimes de
saliva estimulada obtidos de pacientes de alto (n = 20),
médio (n = 6) e baixo (n = 4) risco de cárie. Os resultados das
contagens obtidos com as técnicas simplificadas não
mostraram diferenças estatisticamente significativas com
aqueles obtidos com o método padrão de contagem (9).
Em resumo, a contagem dos lactobacilos da saliva estimu-
lada pode ser realizada no laboratório de análises clínicas
utilizando-se os métodos de “pour-plate”, da gota ou da
alça calibrada. Em todos os métodos, o meio de cultura uti-
lizado é o ágar SL Rogosa. A seguir faremos uma descrição
destes métodos, iniciando com a apresentação da fórmula
e da técnica de preparo do ágar SL Rogosa.
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O ágar SL Rugosa (11,46) possui a seguinte formulação:
triptose 10g; extrato de levedura 5g; dextrose 10g; arabi-
nose 5g; sacarose 5g; acetato de sódio 15g; citrato de
amônio 2g; fosfato monopotássico 6g; sulfato de magnésio
0,57g; sulfato de manganês 0,12g; sulfato ferroso 0,03g;
sorbitan monoleato (tween 80) 1g; ágar-ágar 15g; água
destilada 1000 mL. Técnica de preparo: (i) suspender 75g
do meio desidratado (Difco ? Difco Laboratories, Sparks,
MD, USA) em 1 litro de água destilada, deixar em repouso
por 10 a 15 minutos para encharcar o ágar-ágar; (ii) dis-
solver o meio em placa aquecedora magnética com agi-
tação constante; (iii) adicionar 1,32 mL de ácido acético
glacial e homogeneizar; (iv) ajustar o pH do meio para 5,4
se necessário, usando o seguinte procedimento: (a) com
auxílio de pipeta de 10 mL, transferir 10 mL do meio para
um béquer de 100 mL. Com um bastão de vidro colocar
uma gota do meio liquefeito sobre a área de teste do papel
indicador de pH e efetuar a leitura. Ajustar o pH adicio-
nando gota a gota ácido clorídrico 0,1 N à alíquota de 10
mL do meio no béquer. Calcular a quantidade de ácido
necessária para acertar o volume do meio a ser preparado.
Se o volume de ácido for elevado, utilizar ácido clorídrico 1 N
(i.e., ácido clorídrico concentrado 8,7 mL; água destilada
q.s.p. 100 mL); (v) reaquecer o meio por dois a três minutos a
90-100ºC. Para evitar o extravasamento do meio durante este
procedimento, usando luvas de proteção, suspender o frasco
da superfície da placa aquecedora de maneira que a barra
magnética mantenha a agitação do meio (homogeneização)
e a camada de bolhas formada durante a fervura não ultra-
passe a metade da capacidade do recipiente; (vi) transferir o
meio cuidadosamente para um funil de distribuição e vazar
volumes de 10 e 20 mL para tubos de ensaio 18 x 180 mm
previamente esterilizados; (vii) após a solidificação do meio,
incubar os tubos na estufa a 37ºC durante 24 horas para fazer
o controle de esterilidade. Guardar os tubos em refrigerador
a 4-8ºC; (viii) no momento do uso, fundir o meio em banho-
maria fervente e manter os tubos com o meio liquefeito em
banho-maria 45-50ºC. Observar que o ágar SL Rogosa não é
esterilizado na autoclave.
Técnica de “pour-plate” (46): (i) preparar diluições deci-
mais seriadas (10-1 e 10-2) da saliva estimulada a ser exa-
minada misturando 0,2 mL da saliva com 1,8 mL de solução
salina (cloreto de sódio 0,85%) previamente esterilizada e
distribuída em tubo de ensaio 13 x 100 mm; (ii) homo-
geneizar a saliva diluída 1:100 (diluição 10-2) em agitador
de tubos tipo "mixer" durante 30 segundos e asseptica-
mente, transferir 0,1 mL para uma placa de Petri 100 x 15
mm (placa 10-2) identificada com os dados do paciente.
Repetir o procedimento inoculando 0,1 mL da saliva diluí-
da 1:10 (diluição 10-1) para a placa 10-1 e finalmente, adi-
cionar 0,1 mL da saliva pura (não diluída) na placa 100; (iii)
adicionar a cada placa 20 mL de ágar SL Rogosa liquefeito
e resfriado em banho-maria a 45-50ºC. Homogeneizar o
material, cuidadosamente, através de movimentos circu-
lares da placa na superfície da bancada de trabalho; (iv)
após a solidificação do meio (30 minutos), inverter as pla-
cas e incubá-las na estufa a 37ºC, em aerobiose, durante 72
horas; (v) selecionar para contagem, sempre que possível,
a placa que apresentar 30 a 300 colônias. O número encon-
trado deve ter dois algarismos significativos, caso contrário
arredondá-lo. Por exemplo, 82 = 82, 137 = 140, 276 = 280.
A seguir, multiplicar o número encontrado por 10 para cor-
rigir o volume para 1,0 mL e depois pela recíproca da
diluição. O resultado final é expresso em unidades for-
madoras de colônias por mililitro (UFC/mL).
Técnica da contagem na gota (6,9,41,56): (i) usar para cada

teste uma placa de Petri 100 x 15 mm contendo 10 mL de
ágar SL Rogosa; (ii) identificar a placa com os dados do
paciente; (iii) com auxílio de marcador para retroprojetor,
dividir o fundo externo da placa em três partes; (iv) homo-
geneizar a amostra de saliva estimulada durante 30 segun-
dos em agitador de tubos ("mixer") e preparar diluições
decimais seriadas (10-1 e 10-2) misturando 0,2 mL da saliva
com 1,8 mL de solução salina estéril previamente distribuí-
da em tubos de ensaio 13 x 100 mm; (v) semear duas gotas
de 20 μL da saliva pura na primeira parte da placa. Repetir
o procedimento semeando duas gotas de 20 μL da diluição
10-1 na segunda parte e 20 μL da diluição 10-2 na terceira
parte da placa; (vi) após a secagem do inóculo, adicionar a
superfície do meio semeado 10 mL de ágar SL Rogosa,
liqüefeito e resfriado em banho-maria a 45-50ºC. Após a
solidificação da camada do meio adicionado, incubar a placa
na estufa a 37ºC, em aerobiose, durante 72 horas; (vii) a con-
tagem de colônias é feita, sempre que possível, a partir da
diluição que apresentar entre 6 a 60 UFC/gota. A confir-
mação dos lactobacilos é feita pela observação das carac-
terísticas morfotintoriais, utilizando-se a coloração de Gram
(4), de uma a duas colônias representativas de cada placa. O
resultado é calculado pela média aritmética das duas conta-
gens selecionadas, multiplicado por 50 (fator de correção
para 1 mL) e multiplicado pela recíproca da diluição. O
resultado final é expresso em UFC/mL.
Técnica da alça calibrada (9,24): (i) usar para cada teste
uma placa de Petri 100 x 15 mm contendo 10 mL de ágar
SL Rogosa; (ii) identificar a placa com os dados do
paciente; (iii) com auxílio de marcador para retroprojetor,
dividir o fundo externo da placa em duas partes iguais; (iv)
com auxílio de uma alça calibrada de 1 μL, que equivale a
uma diluição 10-3, semear a amostra da saliva pura na
metade da superfície da placa. Fazer a semeadura quatro
vezes, sem recarregar ou flambar a alça, inoculando por
estrias nos planos paralelo, perpendicular, diagonais di-
reito e esquerdo em relação ao diâmetro da placa; (v) repe-
tir esta operação na outra metade da placa utilizando,
entretanto, uma alça calibrada de 10 μL (diluição 10-2); (vi)
após a secagem do inóculo, adicionar à placa uma camada
de 10 mL de Ágar SL Rogosa liquefeito e resfriado em
banho-maria a 45-50ºC. Após a solidificação da camada do
meio adicionado, incubar as placas em aerobiose na estufa
a 37ºC por 72 horas; (vii) selecionar para contagem, sem-
pre que possível, as diluições que apresentarem entre 15 e
150 colônias. A seguir, multiplicar o número encontrado
por 100 (no caso do uso da alça de 10 μL) ou por 1000
(quando do emprego da alça de 1 μL) para corrigir o vo-
lume para 1 mL. O resultado final é expresso em UFC/mL.
Na técnica da alça calibrada, podem ser usadas alças de 1
μL e 10 μL, de plástico, descartáveis, encontradas no comér-
cio. As alças podem, também, ser confeccionadas de forma
artesanal no laboratório utilizando-se fio de niquel-cromo
número 26 Brown & Sharp (BS-26), com diâmetro interno de
1,45 mm para a alça de 1 μL ou fio BS-19, com 4 mm de
diâmetro interno, para a alça de 10 μL (24). Após a mon-
tagem no cabo de Kolle, deixar a alça com 45 a 50 mm de
comprimento. Em nosso laboratório, nós temos utilizado com
bons resultados, fio de níquel cromo da marca “Nikrothal
80” (Kanthal Brasil Ltda., Diadema, SP, Brasil), constituído
da mistura de 80% de níquel e 20% de cromo, que pode ser
encontrado em casas de comércio de materiais elétricos.
A interpretação dos resultados da contagem de lactobaci-
los da saliva estimulada é feita de acordo com os seguintes
parâmetros (46,47,58): (i) zero a 1.000 UFC/mL - negativa
a ligeira atividade cariosa; (ii) acima de 1.000 até 10.000
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UFC/mL ? ligeira a moderada atividade cariosa; (iii) acima
de 10.000 até 50.000 UFC/mL - moderada a acentuada
atividade cariosa.

ESTREPTOCOCOS DO GRUPO “MUTANS”

Os estreptococos do grupo mutans constituem um com-
plexo de espécies bacterianas do gênero Streptococcus,
estreitamente relacionadas, incluindo as espécies S.
mutans, S. sobrinus, S. cricetus, S. rattus, S. ferus, S.
downei e S. macacae, distribuídas em oito sorotipos (a-h).
Na cavidade oral humana as espécies mais freqüente-
mente encontradas são S. mutans e S. sobrinus (55).
Os estreptococos do grupo mutans apresentam forma
esférica ou ovóide, com 0,5 – 2,0 μm de diâmetro e ocorrem
aos pares ou em cadeias, quando cultivados em meio líqui-
do. São microrganismos Gram-positivos, catalase nega-
tivos, imóveis, não esporulados, anaeróbios facultativos,
porém algumas espécies crescem melhor na presença de
5% de gás carbônico ou em anaerobiose. Requerem meios
de cultura ricos em nutrientes e apresentam metabolismo
fermentativo, produzindo principalmente ácido láctico.
Seu crescimento ótimo ocorre a 37ºC, parasitam vertebra-
dos, habitam principalmente a boca e trato respiratório
superior. Poucas espécies são patogênicas para o homem e
animais (25,55).
Um dos primeiros estudos registrados na literatura sobre o
isolamento de Streptococcus mutans de lesão cariosa foi
realizado por Clarke em 1924 (8). Em 1944, Chapman for-
mulou um meio de cultivo seletivo para isolamento de
estreptococos e enterococos denominado ágar mitis sali-
varius, constituído basicamente de peptonas, carboidratos
e de telurito de potássio e cristal violeta como agentes
inibidores de bacilos Gram-negativos e bactérias Gram-
positivas, exceto os estreptococos (11).
O método tradicional de contagem de estreptococos do
grupo mutans da saliva foi facilitado na prática bacterioló-
gica com a introdução do ágar mitis salivarius bacitracina
(MSB) descrito por Gold et al. (19). Neste método, as
amostras de saliva pura e diluída 10-1 a 10-3, são semeadas na
superfície de placas contendo ágar MSB, isto é, ágar mitis
salivarius adicionado de 15% de sacarose e de 0,2
unidades/mL de bacitracina. A contagem das colônias é
feita após incubação das placas em anaerobiose (95% de
nitrogênio e 5% de gás carbônico), na estufa a 37ºC, durante
48 horas. O tempo limite de armazenagem do ágar MSB é
de uma semana devido à inativação da bacitracina (19).
Uma simplificação deste método foi o micrométodo
descrito por Westergren & Krasse (56). A técnica consiste
em inocular duas gotas de 25 μL da saliva pura e diluída à
10-1 e 10-2 na superfície do ágar MSB. Após a secagem das
gotas as placas são incubadas na estufa a 37ºC, em jarra de
anaerobiose contendo 95% de nitrogênio e 5% de gás car-
bônico, durante 48 horas. Além de ser rápido e econômico,
o micrométodo apresenta alta correlação com o método
tradicional descrito por Gold et al. (19).
Outro método simplificado para estimar o nível de S.
mutans da saliva foi desenvolvido por Köhler e Bratthall
(30). A técnica consiste em girar uma espátula de madeira
na boca dez vezes, para molhar com saliva, e pressioná-la
imediatamente contra a superfície do ágar MSB distribuí-
do em placas (tipo rodac). As placas são colocadas em
sacos plásticos, preenchidos com ar expirado, lacrados e
incubados na estufa a 37ºC por 48 horas. Os resultados
deste método são similares àqueles obtidos com o método
convencional descrito por Gold et al. (19).

Uma adaptação do método da espátula de madeira, uti-
lizando uma fita de plástico, foi descrita por Jensen e
Bratthall (26). Neste método, a fita é girada na boca dez
vezes, retirada com os lábios fechados, para remover o
excesso de saliva, e transferida para um tubo contendo 6
mL de caldo seletivo. A bacitracina (30μg) preparada ante-
riormente, em papel de filtro, é acrescentada ao caldo
antes do uso. O tubo é incubado a 37ºC por 48 horas. Os
resultados mostraram concordância de 77% com o método
convencional (19) e 80% com o da espátula de madeira
(30). A vantagem desta técnica está relacionada ao prazo
de validade do teste, uma vez que a bacitracina é adiciona-
da no momento do uso.
Um método semiquantitativo, baseado na capacidade de
aderência de S. mutans ao vidro foi desenvolvido por
Matsukubo e colaboradores (38,39). Neste método, no
momento de uso, uma fita de papel de filtro impregnada
com agentes seletivos (bacitracina, telurito de potássio e
azul de tripan) é introduzida em uma ampola contendo
caldo mitis salivarius. Após 10 minutos de imersão, a fita é
retirada e inocula-se 0,1 mL da saliva não estimulada a ser
examinada. A ampola é fechada com uma tampa de bor-
racha e mantida inclinada, em um ângulo de 60 graus,
durante a incubação em aerobiose na estufa a 37ºC, por 24
horas. O resultado é avaliado de acordo com os seguintes
parâmetros: (i) -, ausência de colônias aderidas na parede
da ampola; (ii) +, 1 a 10 colônias aderidas; (iii) ++, mais de
10 colônias aderidas; (iv) +++, mais de 20 colônias grandes
aderidas, além de numerosos pequenos depósitos. Quando
o resultado da aderência é de +++ existe equivalência com
níveis de S. mutans maiores que 105 UFC/mL, enquanto +
ou – está relacionado com níveis menores que 104 UFC/mL.
Um resultado ++ indica que o número de S. mutans está
entre 104 e 105 UFC/mL de saliva. As vantagens deste
método, além da estabilidade da bacitracina que é forneci-
da na forma desidratada, estão relacionadas ao pequeno
volume da amostra de saliva utilizada, ao curto tempo de
incubação, ao cultivo em aerobiose e por não necessitar a
diluição da saliva. Este teste é comercializado pela Showa
Yakuhin Kako Co. Ltd, Tóquio, Japão, para uso em clíni-
cas, programas comunitários e estudos epidemiológicos
(38,39,58).
Alaluusua e colaboradores (1) desenvolveram uma técnica
de contagem de estreptotococos do grupo mutans utilizan-
do uma lâmina de plástico 20 x 50 mm, contendo ágar mitis
salivarius. Após a inoculação da saliva estimulada na lâmi-
na, dois discos, com 6 mm de diâmetro, contendo 5 μg de
bacitracina são colocados sobre o ágar, observando-se uma
distância de 20 mm entre eles. As lâminas são incubadas
na estufa a 37ºC, por 48 horas, dentro de tubos com tampa
de rosca contendo tabletes geradores de gás carbônico. Os
resultados mostraram 92% de correlação com a técnica de
contagem padrão (19), não havendo diferença significativa
no número de colônias encontradas nos dois métodos.
Outro método em lâmina descrito por Jordan e colabo-
radores (27) originou um “kit”, denominado Cariescreen
SM® (APO Diagnostics, Inc., Toronto, Canadá), constituído
de dois frascos, um com uma lâmina de plástico coberta
com ágar modificado sem bacitracina e o segundo com 24
mL de salina para coleta e diluição da saliva estimulada.
Imediatamente antes do uso, um tablete com 440 unidades
de bacitracina é adicionado ao frasco de coleta. A lâmina é
imersa, por poucos segundos, na amostra de saliva diluída,
e retornada ao frasco original que contém um tablete ge-
rador de gás carbônico que é então umedecido com duas
gotas de água. O frasco é tampado e incubado por 48 horas
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a 37ºC e mais um dia a temperatura ambiente. Este méto-
do mostra boa correlação com o método tradicional de con-
tagem (19), eliminando o problema da instabilidade da
bacitracina.
Beighton (3) descreveu um método para a contagem de
estreptococos do grupo mutans no qual a coleta da amostra
da saliva é feita diretamente do dorso da língua utilizando-se
uma alça bacteriológica de 10 μL. O material é imediata-
mente suspenso em 1 mL de tampão fosfato e volumes de 0,1
mL são semeados, em duplicata, na superfície de ágar MSB.
As placas são incubadas na estufa a 37Cº, em atmosfera de
microaerofilia (10% de gás carbônico), durante 3 a 4 dias.
A técnica da alça calibrada descrita por Hoeprich (24), foi
adaptada em nosso laboratório para a contagem de S.
mutans da saliva (9). Neste método, 1 μL da amostra de
saliva estimulada é semeada na metade da superfície de
uma placa contendo o ágar MSB, inoculando-se por estrias
nos planos paralelo, perpendicular, diagonais direito e
esquerdo em relação ao diâmetro da placa. Na outra
metade da placa, a operação é repetida com a diluição 10-1

da saliva. As placas são colocadas em jarras de anaerobiose
ou em sacos plásticos com ar expirado e incubadas na es-
tufa a 37ºC, durante 48 horas (20,30).
No laboratório de análises clínicas, a quantificação de
estreptococos do grupo mutans da saliva estimulada pode
ser realizada pelo uso dos métodos de contagem padrão,
da gota ou da alça calibrada. Em todos os métodos o meio
de cultura empregado é o ágar MSB. A seguir faremos uma
descrição destes métodos, iniciando com a apresentação da
fórmula e da técnica de preparo do ágar MSB.
O ágar MSB apresenta a seguinte fórmula: triptose 10g;
proteose peptona (número 3) 5g; dextrose 1g; sacarose 50g;
fosfato di-potássico 4g; azul de tripan 0,075g; cristal viole-
ta 0,0008g; ágar-ágar 15g; água destilada 1000 mL.
Técnica de preparo: (i) suspender 90g do ágar mitis saliva-
rius (Difco) em 1 litro de água destilada e adicionar 150g de
sacarose; (ii) deixar o meio em repouso à temperatura ambi-
ente por 10 a 15 minutos para encharcar o ágar-ágar; (iii)
dissolver o meio em placa aquecedora magnética com agi-
tação constante; (iv) retirar o magneto, acondicionar o fras-
co e autoclavar a 121ºC por 15 minutos; (v) resfriar o meio
em banho-maria a 45-50ºC e adicionar assepticamente 1
mL de uma solução de telurito de potássio a 1% e 1 mL de
uma solução de bacitracina contendo 200 U/mL; (vi) dis-
tribuir assepticamente volumes de 15 a 20 mL para placas
de Petri 100 x 15 mm; (vii) após a solidificação do meio,
incubar as placas na estufa a 37ºC durante 24 horas para
controle de esterilidade; (viii) o ágar MSB, quando mantido
em refrigerador a 4-8ºC, deve ser utilizado até sete dias
após o preparo devido a inativação da bacitracina.
É importante observar os seguintes cuidados no preparo da
solução de bacitracina: (i) pesar o antibiótico, suspender
em água gelada e deixar em repouso na geladeira a 4ºC
para dissolver. Não agitar para não inativar a bacitracina;
(ii) esterilizar a solução do antibiótico por filtração em
membrana com poro de 0,45 μm de diâmetro (Millipore® -
Millipore Corp., Bedford, MA, USA). Adicionar asseptica-
mente a solução de bacitracina ao ágar MSB, fundido e
resfriado a 45-48ºC, de forma a obter uma concentração
final de 0,2 unidades de bacitracina por mililitro de meio.
Técnica da contagem padrão em superfície para a con-
tagem de estreptococos mutans da saliva (19): (i) preparar
diluições decimais seriadas (10-1 a 10-3) da saliva a ser
examinada, através da mistura de 0,2 mL da saliva com 1,8
mL de solução salina estéril; (ii) homogeneizar a saliva
diluída 1:1000 (diluição 10-3) em "mixer" por 30 segundos

e assepticamente com auxílio de uma pipeta de 1 mL,
transferir 0,1 mL para uma placa de Petri 100 x 15 mm
(placa 10-3) contendo ágar MSB. Repetir esta operação,
inoculando 0,1 mL da saliva diluida 1:100 (diluição 10-2)
para a placa 10-2 e finalmente 0,1 mL da diluição 1:10 para
a placa 10-1; (iii) fazer a semeadura na superfície utilizando
a própria pipeta. Inocular por estrias nos planos paralelo,
perpendicular e diagonal ao diâmetro da placa; (iv) colocar
o material em jarra de anaerobiose ventilada, lavar três
vezes com nitrogênio e adicionar mistura anaeróbia consti-
tuída de 80% de nitrogênio, 10% de gás carbônico e 10%
de hidrogênio; (v) Incubar as placas na estufa a 35-37ºC,
durante 48 horas; (vi) selecionar para contagem, sempre
que possível, as placas com 30 a 300 colônias. A seguir,
multiplicar o número encontrado por 10 para corrigir o vo-
lume para 1 ml e multiplicar pela recíproca da diluição. O
resultado final é expresso em UFC/mL.
Técnica da contagem na gota para a enumeração de estrep-
tococos do grupo mutans da saliva (6,9,41,56): (i) usar para
cada teste uma placa de Petri 100 x 15 mm contendo 15-20
mL de ágar MSB; (ii) identificar a placa com os dados do
paciente; (iii) com auxílio de marcador para retroprojetor,
dividir o fundo externo da placa em três partes; (iv) homo-
geneizar a amostra de saliva estimulada durante 30 segun-
dos em agitador de tubos ("mixer") e preparar diluições
decimais seriadas (10-1 a 10-3) misturando 0,2 mL da saliva
com 1,8 mL de solução salina estéril previamente distribuí-
da em tubos 13 x 100 mm; (v) semear duas gotas de 20 μL
da saliva pura na primeira parte da placa. Repetir o proce-
dimento semeando duas gotas de 20 μL da diluição 10-1 na
segunda parte e 20 μL da diluição 10-2 na terceira parte da
placa; (vi) após a secagem do inóculo colocar a placa em
jarra de anaerobiose ventilada, adicionar a mistura
anaeróbia conforme descrito anteriormente na técnica
padrão; (vii) Incubar o material na estufa a 35-37ºC durante
48 horas. Alternativamente, a placa pode ser incubada em
atmosfera de microaerofilia, utilizando-se a técnica do ar
expirado em saco plástico (20,30); (viii) selecionar para a
contagem, sempre que possível, as gotas com 6 a 60 colô-
nias. A seguir, multiplicar o número encontrado por 50 para
corrigir o volume para 1 mL e multiplicar pela recíproca da
diluição. O resultado final é expresso em UFC/mL.
Técnica da alça calibrada para a contagem de estreptoco-
cos do grupo mutans da saliva (9,24): (i) usar para cada
teste uma placa de Petri 100 x 15 mm contendo 15-20 mL
de ágar MSB; (ii) identificar a placa com os dados do
paciente; (iii) com auxílio de marcador para retroprojetor,
dividir o fundo externo da placa em duas partes iguais; (iv)
com auxílio de uma alça calibrada de 1 μL, semear a
amostra da saliva pura na metade da superfície da placa
(diluição 10-3). Fazer a semeadura quatro vezes, sem recar-
regar ou flambar a alça, inoculando por estrias nos planos
paralelo, perpendicular, diagonais direito e esquerdo em
relação ao diâmetro da placa; (v) repetir esta operação na
outra metade da placa utilizando a saliva diluida 1:10
(diluição final de 10-4); (vi) após a secagem do inóculo colo-
car a placa em jarra de anaerobiose ventilada, adicionar a
mistura anaeróbia conforme descrito anteriormente na téc-
nica padrão; (vii) Incubar o material na estufa a 35-37ºC
durante 48 horas. Alternativamente, a placa pode ser
incubada em atmosfera de microaerofilia, utilizando-se a
técnica do ar expirado em saco plástico (20,30); (viii) sele-
cionar para a contagem, sempre que possível, as diluições
que apresentarem entre 15 a 150 colônias. Multiplicar o
número encontrado por 1.000 ou 10.000 para corrigir o vo-
lume para 1 mL e multiplicar pela recíproca da diluição. O
resultado final é expresso em UFC/mL.
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A interpretação dos resultados da contagem de estreptoco-
cos do grupo mutans da saliva estimulada é feita com base
nos seguintes parâmetros (58): (i) contagens ≤ 250.000
UFC/mL - baixo risco de cárie; (ii) contagens ≥ 1.000.000
UFC/mL - alto risco de cárie.

CONSIDERAÇÕES FINAIS

Os testes salivares e bacteriológicos descritos neste estudo
vêm sendo utilizados, desde 1990, nas aulas práticas do
módulo de microbiologia das disciplinas de ciências bási-
cas patológicas e de cariologia I, do curso de Odontologia
da Universidade Estadual de Maringá. Nós temos obtidos
bons resultados com o emprego da técnica da alça calibra-
da para a contagem de lactobacilos e de estreptococos do
grupo mutans da saliva.
Há alguns anos, a Herpo Produtos Dentários Ltda (Rio de
Janeiro, RJ, Brasil) comercializava um “kit” (Sistema
Caritest®) para avaliação do fluxo salivar, capacidade tam-
pão da saliva e detecção dos níveis de Lactobacillus e de
Streptococcus mutans na saliva, que pela simplicidade de
execução era indicado para uso no consultório odontológi-
co.
Atualmente, nós não temos conhecimento da disponibili-
dade no mercado de “kits”, fabricados por empresas
brasileiras, para a avaliação do risco de cárie. Nós espe-
ramos que o presente estudo possa despertar o interesse e
contribuir para a implantação dos testes salivares e bacte-
riológicos na rotina dos laboratórios de análises clínicas.
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Editorial

Prezados colegas,

com alegria que venho convidá-los para mais um grande acontecimento, desta vez na cidade
de Porto Alegre, no belo estado do Rio Grande do Sul. Trata-se do 36º Congresso Brasileiro
de Análises Clínicas (CBAC) que se realizará no período de 14 a 18 de junho de 2009.

Estamos nos preparando para que este seja mais um grande sucesso de nossa sociedade.
Durante o congresso, contaremos com palestrantes internacionais e nacionais conceituados, além de
empresas renomadas na área laboratorial, com o objetivo de oferecer aos participantes o que há de
melhor no mercado. Para este evento, ampliamos nosso objetivo de capacitar e atualizar o profis-
sional da área laboratorial; também, estamos conversando com os expositores para que ampliem
suas ofertas de bons negócios. Acreditamos que assim realizaremos um evento que atenda às neces-
sidades atuais de todos. 
A programação está bem elaborada, com 95 eventos, dentre mesas-redondas, workshops, conferên-
cias, mini-cursos pré congresso e muito mais. Toda essa organização é para que você desfrute do que
há de mais novo no mercado e possa se atualizar de uma forma melhor e mais completa, seja estu-
dante ou profissional.
Por isso mesmo, estamos realizando em conjunto, o 4° Encontro Ibero Mercosul de Gestão de
Qualidade em Estabelecimentos de Saúde. Dando assim ao 36º Congresso Brasileiro de Análises
Clínicas o perfil internacional que Porto Alegre merece, pela importância que tem no cenário
nacional da área laboratorial.
Aproveite também para fazer passeios encantadores que a cidade oferece. Sem dúvida, esta é uma
boa oportunidade para visitar a Serra Gaúcha e outras localidades com as maravilhas de uma co-
lonização européia na arquitetura, gastronomia e vestuário. 
E na grande festa do conhecimento, você é nosso grande convidado. 
Este será, sem a menor dúvida, mais um grande congresso realizado pela SBAC para você.

Garanta já a sua inscrição, e nos veremos lá.

Um abraço,

Ulisses Tuma
Presidente da SBAC

É



Lúpus eritematoso sistêmico (les): perfil clínico-labo-
ratorial dos pacientes atendidos em um serviço priva-

do de reumatologia na cidade de Santo Ângelo-RS

INTRODUÇÃO

OLúpus Eritematoso Sistêmico (LES) é uma doença crô-
nica, remitente e recidivante, caracterizada principal-

mente por lesões na pele, articulações, rim e membranas
serosas, sendo considerada o protótipo clássico da doença
multissistêmica de origem auto-imune caracterizada por
uma gama de auto-anticorpos no soro do paciente (QUEI-
ROZ et al., 2003; KOSMINSKY et al., 2006).
A etiologia do LES ainda não está totalmente definida, mas
alguns fatores importantes compreendem fatores endócri-
no-metabólicos, ambientais e genéticos. Os achados em
pacientes com LES, sugerem alguma perturbação funda-
mental do sistema imune. As evidências de alguma desor-
dem hormonal baseiam-se principalmente na observação
de que o LES é mais freqüente em mulheres em idade fér-
til (GORDON, 2001; LIMA et al., 2005; KLEJNBERG &
MORAES, 2005; KOSMINSKY et al., 2006).
O LES é uma doença razoavelmente comum, com uma pre-
valência que pode atingir 1 a cada 10.000 habitantes, ou
até 1 a cada 2.500 em determinadas populações. À seme-
lhança da maioria das doenças auto-imunes, o LES é pre-

dominantemente uma doença feminina, com uma freqüên-
cia de 1 para cada 700  mulheres em idade fértil e uma pro-
porção entre os sexos feminino e masculino de 9:1 respec-
tivamente (ROCHA et al., 2000; GORDON, 2001; COSTA
et al., 2002; BEZERRA et al., 2005; LIMA et al., 2005; KOS-
MINSKY et al., 2006).  
O LES é uma doença auto-imune do tecido conjuntivo que
reúne manifestações articulares e cutâneas ou multissistê-
mica, podendo apresentar exuberância de auto-anticorpos.
As lesões cutâneas do LES são polimorfas e podem ser es-
pecíficas ou inespecíficas. A diversidade de manifestações
clínicas da doença reflete-se no amplo espectro de achados
laboratoriais (GORDON, 2001; CAMARGO & OLIVEIRA,
2005; LIMA et al., 2005).
Os pacientes com LES podem apresentar uma série de
anormalidades, inclusive artrite e artralgias, lesões cutâ-
neas, nefrite, manifestações no sistema nervoso central, fe-
nômeno de Raynald, pleurite, pericardite, anemia hemolí-
tica e trombocitopenia. Sintomas não específicos como fe-
bre, alopécia, fadiga, e perda de peso afetam quase todos
os pacientes lúpicos (QUEIROZ et al., 2003; KLEJNBERG &
MORAES, 2005; CAZNOCH et al., 2006).

Systemic lupus erythematosus (sle): clinical and laboratory profile of patients followed at a 
private rheumatology clinic in Santo Ângelo-RS

Ricardo de Mattos Dutra1 & Tiago Bittencourt de Oliveira2*

RESUMO - O Lúpus Eritematoso Sistêmico (LES) é uma doença inflamatória de caráter auto-imune que acomete principalmente mu-
lheres em idade reprodutiva. O objetivo deste estudo foi verificar o perfil clínico e laboratorial dos pacientes atendidos em um serviço
privado de reumatologia na cidade de Santo Ângelo-RS. Foi realizado um estudo observacional restrospectivo e transversal. As vari-
áveis analisadas foram: sexo, idade, tempo de diagnóstico, sintomas clínicos, pesquisa de fator antinuclear (FAN), pesquisa de anti-
corpos anti-DNA e as complicações relacionadas à doença. Foram analisados 17 prontuários médicos, dos quais apenas 1 (5,9%) era
do sexo masculino. A idade média dos pacientes foi de 35,4 anos e o tempo de diagnóstico da doença foi de 62,9 meses, os sintomas
mais freqüentes foram artralgia 12 (70,6%) e eritema cutâneo 8 (47,8%) e as complicações clínicas encontradas foram artrite 11
(64,7%), nefrite 6 (35,3%), vasculite 3 (17,65%) e diabetes 2 (11,8%). Os padrões de imunofluorescência indireta mais encontrados fo-
ram o nuclear homogêneo 3 (25%) e nuclear pontilhado fino 3 (25%). O LES apresentou-se como sendo uma doença predominante-
mente do sexo feminino e com achados clínicos clássicos como a presença eritema cutâneo e comprometimento articular entre os mais
freqüentes.
PALAVRAS-CHAVE - Lúpus Eritematoso Sistêmico (LES), manifestações clínicas, complicações clínicas, autoimunidade.

SUMMARY - Systemic lupus erythematosus (SLE) is an inflammatory autoimmune disease that affects mainly women in reproductive
age, the signs of SLE vary between periods of both illness and wellness. The aim of this study was to verify the clinical and laboratory
profile of patients followed at a private Rheumatology Clinic in Santo Ângelo-RS. A transversal retrospective study were performed.
The following variables were considered in the study: sex, age, time of diagnosis, Anti-Nuclear Antibodies (ANA blood test) and anti-
body anti-DNA tests, as well as routine laboratory exams and other symptoms related to the illness. Seventeen patient’s data had be-
en analyzed, of which only 1 (5.9%) was male, the average age of the patient was of 35,4 years old and 62,9 months of diagnosis time.
The most frequent symptoms were arthralgia 12 (70.6%), skin rash 8 (47.8%) and the clinical manifestations were arthritis 11 (64.7%),
nephritis 6 (35.3%), vasculitis 3 (17.65%) and diabetes 2 (11.8%). The most frequent patterns of indirect immunofluorescence found
were homogeneous nuclear 3 (25%) and speckled nuclear 3 (25%). The systemic lupus erythematosus (SLE) was confirmed as being
predominantly a female disease with classic clinical symptoms as skin rash and joint pains among the most important evidences for
diagnosis.
KEYWORDS - Systemic Lupus Erythematosus (SLE), clinical manifestations, clinic complications, autoimmune.
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As lesões cutâneas do LES incluem uma série de lesões,
especialmente nas áreas expostas ao sol. Em mais de 50%
dos pacientes ocorre fotossensibilidade, resultando em
erupções cutâneas após exposição à luz UVB (ROCHA et
al., 2000; KOSMINSKY et al., 2006).
O comprometimento renal constitui uma das mais graves

manifestações do LES. Essas anormalidades vão desde mí-
nimos traços de proteinúria e de alguns cilindros hemáticos
até a hematúria maciça, proteinúria e síndrome nefrótica
manifesta (ROCHA et al., 2000; GORDON, 2001; KOS-
MINSKY et al., 2006). 
O LES possui uma prevalência que não a torna rara em

nosso meio, com sintomas que a confundem com outras pa-
tologias, muitas vezes acaba sendo tratada erroneamente.
Nesse sentido, este trabalho se propôs a avaliar o perfil clí-
nico-laboratorial dos pacientes com LES de um serviço pri-
vado de reumatologia no município de Santo Ângelo/RS.

MATERIAL E MÉTODOS

Foi realizado um estudo observacional, retrospectivo e
transversal em uma clínica de reumatologia na cidade de
Santo Ângelo RS, a qual situa-se no noroeste do Estado do
Rio Grande do Sul, ocupando uma área de 681 Km2, com
uma população estimada de 80.117 habitantes. Foram ana-
lisados os prontuários médicos de 17 pacientes ambulatori-
ais diagnosticados com LES, que realizaram consulta médi-
ca durante o período de janeiro de 2003 à maio de 2007. 
As amostras foram constituídas pelos prontuários médicos
dos pacientes acompanhados no serviço de reumatologia.
Foram verificadas as seguintes variáveis: sexo, idade, tempo
de diagnóstico, sintomas clínicos, pesquisa de fator antinu-
clear (FAN) e pesquisa de anticorpos anti-DNA, além de
exames de rotina como hemograma, glicemia, e as compli-
cações relacionadas à doença. Os resultados foram apresen-
tados por análise descritiva dos dados e em porcentagem.
Este trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pes-
quisa da URI (Universidade Regional Integrada do Alto
Uruguai e das Missões) – Campus de Santo Ângelo, e foi
autorizado pelo responsável do serviço de reumatologia o
médico Andrei Lottermann.

RESULTADOS

Foram analisados 17 prontuários médicos, de pacientes
atendidos no serviço de reumatologia. Foi verificado que
16 (94,1%) são do sexo feminino e 1 (5,9%) é do sexo mas-
culino (tabela 1). A idade média dos pacientes foi de 35,4
anos, apresentada na figura 1. O tempo de diagnóstico da
doença de 62,9 ± 55,6 meses (figura 2).
Os sintomas clínicos avaliados são apresentados na tabela
2. A principal queixa dos pacientes foi a artralgia em 12
(70,6%), seguida por mialgia presente em 4 (23,5%) paci-
entes. A presença de eritema cutâneo foi observada em 8
(47,1%) pacientes, e rash malar em 6 (35,3%). Entre as
complicações clínicas observadas, 11 (64,7%) dos pacien-
tes apresentaram artrite, 6 (35,3%) apresentaram nefrite, 3
(17,8%) vaculite e 2 (11,8%) diabetes (figura 3). 
Na análise dos padrões de imunofluorescência indireta e
anticorpos anti DNA, foi observado que 1 (6,7%) paciente
apresentou resultado não reagente, e uma maior freqüên-
cia de padrões nuclear do tipo homogêneo e nuclear pon-
tilhado fino. A presença de anticorpos anti-DNA foi de 3
(21,4%), apresentados na tabela 3.
Os títulos da imunofluorescência indireta foram descritos
em 17 (100%) pacientes, apresentados na figura 4, os títu-
los estiveram presente na faixa de 160 à 5120, não apresen-
tando títulos de 40 e 80.

TABELA I
Distribuição de idade e sexo dos pacientes com lúpus

eritematoso sistêmico (LES) em um serviço de 
reumatologia no município de Santo Ângelo/RS.

Variáveis Pacientes com LES 
Idade média(máx-mín) 35,4 (23-60) 

Sexo  
Masculino N (%) 1 (5,9%) 
Feminino N (%) 16 (94,0%) 

Total N (%) 17 (100%) 

TABELA II
Freqüência dos sintomas nos pacientes com lúpus 

eritematoso sistêmico (LES) em um serviço de 
reumatologia no município de Santo Ângelo/RS.

Sintomas Pacientes com LES N(%) 

   Febre  2 (11,8%) 

   Alopecia   11 (64,7%) 

   Rash malar  6 (35,3%) 

   Lesões orais  6 (35,3%) 

   Eritema Cutâneo  8 (47,6%) 

   Fenômeno Raynaud  5 (29,4%) 

   Artralgia   12 (70,6%) 

   Mialgia  4 (23,5%) 

TOTAL    17 (100%) 

Figura 1 – Distribuição por faixa etária dos pacientes com lúpus
eritematoso sistêmico (LES) em um serviço de reumatologia no
município de Santo Ângelo/RS.

10-19 20-29 30-39 40-49 50-
0

2

4

6

8

Idade (anos)

 
N

º 
d

e 
p

ac
ie

n
te

s

Figura 2 – Tempo de diagnóstico dos pacientes com lúpus erite-
matoso sistêmico (LES) em um serviço de reumatologia no municí-
pio de Santo Ângelo/RS.
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Figura 3 – Freqüência (%) das complicações clínicas dos pacientes
com lúpus eritematoso sistêmico (LES) em um serviço de reuma-
tologia no município de Santo Ângelo/RS.
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DISCUSSÃO

O LES apresenta um amplo espectro de manifestações clí-
nicas, por ser uma doença multissistêmica, inflamatória do
tecido conjuntivo, possui sintomas relacionados que não
são específicos da doença (GORDON, 2001).
Com uma proporção entre os sexos feminino e masculino de
16:1 respectivamente, evidencia-se um predomínio do sexo
feminino neste estudo, o que está de acordo com dados pre-
viamente estabelecidos, em estudo realizado por BEZERRA
et al. (2005), observaram uma proporção de 20:1. Vários tra-
balhos relatam uma predominância do sexo feminino muito
diferente, com grande variação, desde 4:1 (1), até 32:1 (RO-
CHA et al., 2000).  LIMA et al. (2005) destacam que o LES
caracteriza-se como uma doença predominantemente femi-
nina, acometendo mulheres em idade fértil. A média da fai-
xa etária dos pacientes atendidos no serviço de reumatolo-
gia foi de 35,4 anos de idade, tendo variado de 16 a 60, o
que está de acordo com análise realizada por LIMA et al.
(2005), que encontraram uma média de 35 anos. 
O tempo de diagnóstico dos pacientes atendidos no serviço
de reumatologia no presente estudo, foi de 62,9 meses, ou
seja, ± 5 anos de doença ativa, que contribui para a gran-
de variedade de sintomas e complicações clínicas relata-
dos. Estes dados são semelhantes aos estudos realizados
por ROCHA et al. (2000), que encontraram uma média de
61,7 meses, e BEZERRA et al. (2005), encontraram um tem-
po de doença de 65,6 meses. 
Encontrou-se uma alta positividade de manifestações arti-
culares, com artralgias presente em 70,6% dos pacientes e
64,7% com artrite. CHAHADE et al. (1995), demonstraram
que 92% dos pacientes relataram artralgia, e que 82% dos
pacientes com LES sofrem de artrite. As queixas articula-
res em pacientes com LES estão entre os sintomas mais fre-

qüentes (CAZNOCH et al., 2006). ROCHA et al. (2000), en-
contraram 97% dos pacientes lúpicos com artralgia. No
LES todas as articulações, sejam grandes ou pequenas, po-
dem estar afetadas, no início ou no decorrer da doença, o
que ajuda a compreender a dificuldade do diagnóstico di-
ferencial entre LES e artrite reumatóide na fase inicial da
doença (CAZNOCH et al., 2006). 
No presente estudo, o comprometimento cutâneo foi freqüen-
te, com a presença de eritemas cutâneos em 47,6% e rash ma-
lar em 35,3% dos pacientes, embora esteja abaixo dos dados
descritos pela literatura. BEZERRA et al. (2005), encontraram
90,2% dos pacientes com manifestações cutâneas e, rash ma-
lar em 60,4% dos casos, esta alta incidência deve-se ao fato da
inclusão de outras manifestações cutâneas, como também ter
sido realizado na cidade de Natal RN, a qual é considerada a
cidade do sol, o que contribui pela alta incidência de raios UV
e aumento da fotossensibilidade.
Neste estudo o fenômeno de Raynaud e alopécia foram en-
contradas em 29,4% e 64,7% respectivamente, o que está
abaixo se comparada a 49% dos doentes com a presença do
fenômeno de Raynaud dos estudos de CHAHADE et al.
(1995) e ROCHA et al. (2000), porém ZIMMERMANN et al.
(1997) relataram 14% dos pacientes com fenômeno de Ray-
naud. A alopécia teve uma incidência de 86% (ROCHA et al.,
2000), e em outro estudo obteve 42% (ZIMMERMANN et al.,
1997). O que revela uma grande oscilação nas freqüências do
fenômeno de Raynaud e alopécia, que são justificadas pela
diferença entre os critérios utilizados pelos diferentes autores
na caracterização dessas alterações (ROCHA et al., 2000).
As outras manifestações clínicas encontradas foram febre
com 11,8%, lesões orais com 35,3% e mialgia com 23,5%.
Estes dados conferem com LIMA et al. (2005) que relataram
lesões de mucosa em 30,5% e febre em 29,3% dos pacien-
tes. As úlceras orais também apareceram em 44% dos casos
segundo ROCHA et al. (2000), já BEZERRA et al. (2005),
apresentaram 21,3% de lesões orais em 156 pacientes.
Dentre as complicações clínicas do presente estudo, a artri-
te teve a maior incidência, com 64,7% dos pacientes o que
vem a complementar o fato de artralgia ser a queixa mais
comum dos pacientes lúpicos, seguida pela vasculite com
35,3%, e nefrite com 35,2%, alguns estudos relatam 35%
de vasculite (ROCHA et al., 2000), e 28% de nefrite (BE-
ZERRA et al., 2005). As alterações hematológicas que com-
preendem a anemia hemolítica e trombocitopenia são co-
muns em pacientes com LES, estando presente neste tra-
balho em 11,8% e 17,6% respectivamente. A anemia he-
molítica e a trombocitopenia foram encontrados em 9,8% e
14% (BEZERRA et al., 2005) e outro estudo em 4% e 7%
(ROCHA et al., 2000), respectivamente.
De acordo com os critérios da Associação Americana de Reu-
matologia, uma das complicações não infecciosas do LES é a
diabetes (BALBI et al., 2001). DUBOIS et al. (1987) mostraram
que entre 207 pacientes lúpicos, 3,5% apresentaram diabetes.
Este estudo apresentou incidência 11,8% de diabetes.
A detecção dos auto-anticorpos tem prestado uma grande
contribuição pela sua utilização: como marcadores de diag-
nóstico, indicadores de prognóstico e na monitorização da
atividade do LES. No entanto, estes auto-anticorpos só tem
significado clínico quando estão associados a outras mani-
festações da doença, e apesar de um teste de FAN ser po-
sitivo, não necessariamente indica um estado patológico
(LORA et al., 2007). Neste estudo o padrão nuclear ponti-
lhado esteve presente em 50% e o padrão nuclear homo-
gêneo em 41% dentre os padrões de imunofluorescência.
QUEIROZ et al. (2003) demonstraram em seu trabalho que
estes são os principais padrões no diagnóstico do LES, e

TABELA III
Padrões de imunofluorescência indireta e presença de

anticorpos anti-DNA nos pacientes com lúpus eritematoso
sistêmico (LES) em um serviço de reumatologia no 

município de Santo Ângelo/RS.

Padrões de imunofluorescência do FAN Pacientes com LES N (%) 
 Nuclear homogênio 3 (25%) 

 Nuclear pontilhado grosso                          1 (8%) 

 Nuclear pontilhado fino 3 (25%) 

 Nuclear pontilhado fino denso 2 (16%) 

 Nuclear homogênio e pontilhado fino 2 (16%) 

 Não reagente                          1 (8%) 

        Total    12 (100%) 

          Teste anti-DNA  

 Reagente 3 (21,4%) 

 Não reagente 11 (78,6%) 

         Total 14 (100%) 

Figura 4 – Percentual de títulos da imunofluorescência indireta nos
pacientes com lúpus eritematoso sistêmico (LES) em um serviço de
reumatologia no município de Santo Ângelo/RS.
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que o tipo de padrão sugere o acometimento de determina-
dos órgãos, por exemplo, o padrão nuclear homogêneo su-
gere uma predisposição a nefrite lúpica. Também foi obser-
vado que 1 paciente, apresentou resultado não reagente,
ou seja, FAN negativo e classificado como LES positivo de
acordo com os achados clínicos, é possível tal situação,
apesar de a sensibilidade do FAN para LES ser de 95-100%
(LORA et al., 2007). QUEIROZ et al., (2003), relataram fato
semelhante, já que isto ocorre devido ao paciente estar em
tratamento com corticosteróides ou imunossupressores, o
que pode reduzir ou negativar os títulos do teste, ou ainda,
à presença de outros auto-anticorpos. 
Os títulos dos auto-anticorpos observados estavam com-
preendidos entre 160 e 5120, com uma incidência maior
nas diluições 320 (33,3%) e 5120 (26,7%), não apresentan-
do títulos em 40 e 80. Os títulos altos são mais preditivos
para a doença (GORDON, 2001), porém, QUEIROZ et al.
(2003), encontraram um maior predomínio da diluição de
40 devido aos pacientes estarem em uso de imunossupres-
sores e corticosteróide. 
Três (21,4%) pacientes apresentaram teste anti-DNA posi-
tivo. Os pacientes portadores de LES têm principalmente
anticorpos contra diversos antígenos nucleares. Níveis de
anticorpos anti-DNA significantes confirmam o diagnóstico
clínico de LES e são detectáveis em altas concentrações
durante a doença ativa, entretanto, níveis baixos podem
ser detectados nas seguintes condições: artrite reumatóide,
doença de Hashimoto, doença de Graves, esclerose sistê-
mica, doença hepática auto-imune e síndrome de Sjögren
(OLIVEIRA, 2003).

CONCLUSÃO

Os resultados estão de acordo com a literatura que enfati-
za que o LES é uma doença que ocorre predominantemen-
te em mulheres em idade fértil, com achados clínicos clás-
sicos os quais demonstrados neste estudo, como a presença
de eritema cutâneo e um alto índice de comprometimento
das articulações. A imunofluorescência indireta possui um
papel fundamental, pois além de auxiliar no diagnóstico, é
útil no prognóstico e no reconhecimento da doença ativa, o
que implica em decisões terapêuticas. 
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INTRODUÇÃO

Um dos maiores problemas de Saúde Pública enfrenta-
do nas últimas décadas foi o agravamento da resistên-

cia a antimicrobianos em populações bacterianas, princi-
palmente de origem hospitalar.  A qual está aumentando
em todo o mundo, devido à facilidade de disseminação de
patógenos resistentes TENOVER (24).
O primeiro relato de resistência a uma droga antimicrobia-
na data de 1907, e foi feito por Paul Ehrlich, registrou o apa-
recimento de tripanossomatídeos resistentes ao quimioterá-
pico "rosanilina" tão logo este foi desenvolvido LOWY (15).
No período pré-antibiótico os principais micro-organismos
causadores de infecção hospitalar eram os cocos Gram po-
sitivos, e a mortalidade de pacientes com bacteremia por
Staphylococcus aureus, era em torno de 80,0% dos infecta-
dos VILELA (26).
As bactérias são consideradas resistentes quando seu cres-
cimento não é afetado pelo nível máximo de antibacteria-
no tolerado pelo hospedeiro. CHAMPE & HARVEY (5). Um
fator importante no desenvolvimento de cepas de micro-or-
ganismos resistentes a drogas é que muitos antibióticos são
bacteriostáticos em vez de bactericidas; e os micróbios com

maior capacidade de recuperação escapam das defesas e
desenvolvem resistência aos antibióticos BLACK (2).
Um dos micro-organismos com maior índice de resistência é o
Staphylococcus aureus, e também um dos mais antigos, o iso-
lamento de estafilococos resistentes às penicilinas pôde ser
observado logo após os primeiros experimentos com a intro-
dução da penicilina G na clínica em 1941, registrando-se em
1944 e 1945 índices de resistência de 12 a 22% TAVARES (23).
As primeiras cepas de Staphylococcus aureus resistente à
oxacilina (ORSA) foram descritas na década de 60, porém
este micro-organismo tornou-se importante causa de in-
fecção hospitalar no início da década de 70, quando co-
meçaram a ser descritos os primeiros surtos MOREIRA (19).
Há basicamente dois mecanismos responsáveis pela resistên-
cia de S. aureus aos agentes antimicrobianos que possuem
anel ß-lactâmico. Um mecanismo é a produção de ß-lactama-
ses, que são enzimas responsáveis pelo desenvolvimento da
resistência à penicilina e que levaram ao desenvolvimento de
penicilinas antiestafilocócicas, resistentes às ß-lactamases,
como a meticilina; outro mecanismo é uma alteração nas pro-
teína fixadoras de penicilinas (PBPs) UENO (25).
Nos estafilococos, chamados MRSA ou ORSA (siglas em
inglês indicando Staphylococcus aureus meticilina ou oxa-
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Seleção de cepas de Staphylococcus aureus‚
β-lactamase positiva portadoras do gene mecA*

Selection of Staphylococcus aureus‚ β-lactamase-positive strains with mecA gene

Daiani Cristina Savi , Ana Paula de Col1 & Sideney Becker Onofre2

RESUMO - Um dos maiores problemas de Saúde Pública das últimas décadas foi o agravamento da resistência a antimicrobianos; a
qual em estafilococos é resultado de genes cromossômicos que codificam modificações no receptor de ação dos ‚-lactâmicos, as pro-
teínas ligadoras de penicilinas (PBPs), havendo a produção PBPs a, essa modificação é devido ao gene mecA, onde uma seqüência de
DNA de origem não estafilocócica é incorporado ao cromossomo. O objetivo do presente estudo foi avaliar o perfil de resistência dos
Staphylococcus aureus a ‚β-lactâmicos em uruculturas, devido a presença do gene mecA. A metodologia consistiu, em semear a urina
no meio BP. Após o crescimento realizou-se provas bioquímicas para identificação de S. aureus (Gram, catalase e coagulase); após a
confirmação, realizou-se o antibiograma com oxacilina 1μg, considerando resistentes halos menores que 13 mm, para confirmar o gene
mecA, inoculou-se as colônias resistentes em meio MH, com oxacilina à 6μg/mL. foi considerado positivo o crescimento microbiano.
Com os resultados foi possível isolar 388 colônias, sendo 36 ‚β-lactamases positiva, resistentes a oxacilina, ou seja, 9,27%, dessas
69,44% (26 colônias) foram identificadas como portadoras do gene mecA, a qual sugere a probabilidade de transferência horizontal
de genes entre espécies distintas.
PALAVRAS-CHAVE - S. aureus, β-lactâmicos e gene mecA

SUMMARY - One of the major Public Health problems of the last decades was the worsening of the resistance to antimicrobials, which
in Staphylococcus is the result of chromosomal genes that codify modifications in the receptor of the ‚β-lactamics, the penicillin-bind-
ing proteins (PBPs), resulting in the production of PBPs a. This modification is due to the mecA gene, where a sequence of non-
Staphylococcus DNA is incorporated to its chromosome. The objective of the present study was to evaluate the resistance profile of
Staphylococcus aureus to ‚β-lactamics in urinary cultures due to the presence of the mecA gene. The methodology consisted in sow-
ing urine in BP medium. After the growth, biochemical assays were carried out for the identification of S. aureus (Gram, catalase and
coagulase); after the confirmation, antibiogram with oxacillin 1μg was made, where halos less than 13mm were considered resistant.
To confirm the mecA gene, the resistant colonies in MH medium were inoculated with oxacillin 6 μg/mL. Microbial growth was con-
sidered positive. With the results it was possible to isolate 388 colonies, being 36 ‚-lactamase positive resistant to oxacillin, that is,
9.27%; of these 69.44% (26 colonies) were identified as carrying the mecA gene, which suggests the probability of horizontal transfer-
ence of genes between distinct species.
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cilina resistentes) a resistência é resultado de genes cro-
mossômicos que codificam modificações no receptor de
ação dos beta-lactâmicos, as proteínas ligadoras de penici-
linas (PBPs), havendo a produção de novas PBPs (PBP 2' ou
PBP 2a) com pequena afinidade pelos beta-lactâmicos. Es-
sa modificação das proteínas ligantes de penicilina (PBP's),
é sintetizada pelo gene mecA, onde uma seqüência de
2130 pb do DNA de origem não estafilocócica é incorpora-
do ao seu cromossomo, sendo um dos principais mecanis-
mos de resistência descritos COELHO (6). 
As PLP são enzimas responsáveis pela estabilidade e inte-
gridade da parede celular durante o crescimento bacteriano
e processo de divisão, atuando na síntese dos peptideoglica-
nos. A ligação das penicilinas às PLP impede a ação dessas
enzimas, provocando a lise bacteriana, mas com a ação do
gene mecA a PLP consegue manter sua função mesmo em
contato com a meticilina ou oxacilina MONTE (18) 
O gene mecA e seu produto gênico não são exclusivos no
controle do fenótipo de resistência, uma vez que as cepas
isoladas, independente de sua concentração inibitória mí-
nima, contêm quantidades comparáveis de PBP 2a, suge-
rindo que outros fatores, alheios ao produto gênico do me-
cA, exercem um papel essencial na expressão fenotípica
da resistência UENO (25).
Além de tudo, estudos vêem demonstrando que o ORSA
apresenta letalidade maior que os Staphylococcus aureus
sensível à oxacilina MOREIRA (19).
Neste contexto é que este trabalho isolou cepas de Staphylo-
coccus aureus coagulase positivas portadoras do gene mecA
de uroculturas de pacientescom infecção do trato urinário.

MATERIAL E MÉTODOS

As amostras avaliadas foram fornecidas pelo Laboratório de
análises clínicas Biocenter, localizado na cidade de Pato Bran-
co, Estado do Paraná. A coleta foi realizada seguindo os proce-
dimentos padrões de forma que a amostra seja representativa
e com o menor índice de flora normal possível CATTEL (3).
As amostras foram semeadas pelo método de contagem de
colônias no meio de cultura Baird-Parker (BP), e incubadas
a 37oC durante 24 horas.  As colônias com características
de S. aureus foram submetidas a provas bioquímicas de
identificação, Gram, catalase e coagulase.
O método utilizado para o teste de resistência a Meticilina /
Oxacilina foi o método de difusão em disco simples. Três a cin-
co colônias com morfologia similar foram selecionadas e foram
suspensas em solução de NaCl 0,85%, obtendo-se turbidez de
0,5 na escala de Mc Farland, correspondendo a aproximada-
mente 1,5 x 108 unidades formadoras de colônias (UFC).
A partir desta suspensão, foi realizado semeadura em meio
Agar Mueller-Hinton (Merck) MAZA (19). Depois disso, discos
de papel contendo oxacilina 1 μg, foram depositados sobre a
superfície do ágar. As placas foram incubadas a 350 C por 24
horas. A leitura da sensibilidade à oxacilina foi feita medindo-
se a zona de inibição de crescimento em mm NCCLS (20).
A oxacilina foi usada por ser mais resistente à degradação
durante a armazenagem e também por possibilitar a de-
tecção de hetero-resistência CHAMBERS (4).
Os resultados foram interpretados segundo as Normas do
National Committee for Clinical Laboratory Standards
NCCLS (20), que considera Staphylococcus aureus coagu-
lase-positivo sensível à oxacilina quando o diâmetro do ha-
lo for de 13mm e resistente quando < 12mm. 
Cada colônia resistente, foi avaliada em relação a presença
e ausência de ß-lactamases pelo método iodométrico, o
qual consiste em fitas contendo iodo, as quais na presença
de beta-lactamase, ficam com coloração clara.

Para detectar e confirmar a presença do gene mecA, foi uti-
lizado o ágar Müeller Hinton com discos modificados de
oxacilina 6Ìg. Para isso preparou-se o inóculo na escala 0,5
Mc Farland, o qual foi incubado durante  24 horas a 35º C.
A ausência de halo de inibição indicou a presença do gene
mecA NCCLS (20). Todas as atividades foram realizadas
em triplicata.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os resultados obtidos com a análise do perfil de resistência
das cepas de Staphylococcus aureus isolados de amostras
de urina, coletadas no Laboratório de Análises Clínicas Bi-
ocenter da cidade de Pato Branco, Estado do Paraná, no
período de fevereiro a junho do ano de 2007, estão sumari-
zados na Tabela 1.

Os resultados demonstraram que 36 colônias isoladas e
identificadas, isto é, 9,27% foram a resistência oxacilina,
corroborando com resultados de trabalhos desenvolvidos
por SHUHAIBAR & FALKINER; TAHNKIWALE et al e
KASZANYITZKY (21,22,14). 
Do total de 36 colônias resistentes a oxacilina, 26 (72,22%),
foram positivas para o gene mecA. Em trabalhos desenvol-
vidos por DUIJKEREN et al, GORTEL et al e GRISOLD et
al (7,11,12), foram encontrados os seguintes percentuais
para presença do gene mecA em estafilococos resistentes à
oxacilina (57,6%; 54,0% e 99,0%, respectivamente). A pre-
sença do gene mecA em S. aureus proveniente de amostras
humanas sugere a probabilidade de transferência horizon-
tal de genes entre espécies distintas. WIELDERS et al (27)
apresentaram dados moleculares que suportam a teoria de
que a transferência do gene mecA entre linhagens de
Staphylococcus spp ocorre, permitindo o aparecimento de
clones de S. aureus resistentes à meticilina (MRSA) disse-
minados pelo mundo, e de que essa disseminação pode ser
favorecida pela pressão seletiva oriunda do uso indiscrimi-
nado de antimicrobianos. ANTHONISEN (1) avaliou, atra-
vés das técnicas de PCR e de hibridação, seqüências de
DNA de extraídos de S. haemolyticous isolados de diferen-
tes espécies animais e de amostras humanas e concluíram
que as seqüências apresentaram 100% de similaridade, su-
gerindo que a transferência horizontal pode ocorrer entre
esses clones, além de ocorrer entre cepas que colonizam
hospedeiros humanos e animais.
Um total de 10 colônias (27,78%) dos isolados foram resisten-
te em pelo menos um teste de suscetibilidade à oxacilina, (di-
fusão em disco e fita de ‚β-lactamase) sendo, porém, negati-
vos para o gene mecA. Estas cepas podem ter desenvolvido
resistência através de um outro mecanismo, como o da hiper-
produção de β-lactamase GEHA et al (8). Esses resultados
contribuem com resultados obtidos por GENTLEMAN &
GENTLEMAN; KAMPF et al e GERBERDING et al (9, 13, 10).
O uso incorreto, associado à seleção natural dos micro-or-
ganismos, provavelmente, resultou no fenômeno da resis-
tência. Segundo MENG (17), a resistência às drogas está
relacionada, principalmente, com o uso excessivo de anti-
bióticos e às aplicações sub-terapêuticas de antimicrobia-
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TABELA I
Perfil de resistência a oxacilina em colônias de 

S. aureus portadoras do gene mecA.

No de colônias Colônias R. gene mecA 

388 36 26 
R. Colônias resistentes a Oxacilina.



nos para a prevenção de doenças e para a promoção do
crescimento e da eficiência alimentar em animais de pro-
dução. 

CONCLUSÕES

Os isolados clínicos de Staphylococcus aureus provenientes
de amostras de urina, apresentaram resistência a oxacilina,
ao nível de 9,27% das amostras, sendo considerando β-lac-
tamese positivas. As cepas de S. aureus resistentes à oxaci-
lina, quando avaliados, em concentrações de 6μg de oxaci-
lina, que continuaram mostrando resistência a oxacilina, fo-
ram com isso consideradas portadoras do gene mecA.
A presença do gene mecA em S. aureus proveniente de
amostras humanas sugere a possibilidade de transferência
horizontal de genes entre espécies distintas.
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