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Implantacao de um protocolo laboratorial para o
diagnéstico de Mucopolissacaridoses VI e VII*

Evaluation of a laboratorial protocol for Mucopolysaccharidosis VI and VII

Gustavo Monteiro VIANA'; Camila de Britto Pontes Rodrigues PARA';: Clebson Pantoja
PIMENTEL'; Isabel Cristina Neves de SOUZA?; Luiz Carlos SANTANA-DA-SILVA®

/RESUMO - As Mucopolissacaridoses (MPS) correspondem a um grupo de doencas genéticas raras caracterizadas pela\
deficiéncia/auséncia de enzimas lisossomais responsaveis pela degradacao de glicosaminoglicanos (GAG). Uma vez ndo degradados,
0os GAG se acumulam em diversos tecidos do organismo, causando uma série de complicacoes patolégicas, que iniciam desde o perio-
do fetal até a fase infantil. Foi realizada a implantacao de um protocolo laboratorial para o diagnéstico de pacientes com MPS, através
da mensuracao da atividade de duas enzimas lisossomais: beta-glicuronidase e arilsulfatase B, deficientes nas MPS VII e VI, respec-
tivamente. Os valores encontrados em individuos normais corresponderam aos valores de referéncia descritos para a doenca. Um
paciente com suspeita clinica de MPS demonstrou niveis normais de ambas as enzimas, o que exclui a possibilidade do mesmo pos-
suir MPS VI ou VII. A implantacao de protocolos laboratoriais de mensuracdo enzimatica na investigacao de MPS permite a realiza-
cao de diagnésticos mais rapidos e, dessa forma, pode contribuir para as condutas clinicas mais apropriadas.

PALAVRAS-CHAVE - Mucopolissacaridoses, Beta-glicuronidase, Arilsulfatase B, Diagnéstico enzimatico. /

/SUMMARY - Mucopolysaccharidosis (MPS) are a group of genetic diseases caused by a deficiency of some specific lysossomal hydrolx
yses, which promote the glycosaminoglycans (GAG) degradation. Since they were not degradated, it leads to a cellular/organic com-
plication due to the storage of these molecules which are responsible for the majority of pathologic alterations from birth to young age.
The aim of this study was to establish two enzymatic activity measurement protocols [arylsulfatase B (ARSB) and beta-glucuronidase
(GUSB)] to the diagnosis of Mucopolysaccharidosis VI and VII, respectively. The GUSB activity was determinated on plasma and
leukocytes by the synthetic 4-metilumbelyferil-B-D-glucuronide substrate assay and the ARSB leukocyte activity by 4-nitrocathecol
photocolorimetric assay. The leukocyte enzyme values encountered in healthy controls were according to the normal range (GUSB:
23 to 151 nmoles/h/mg prot; ARSB: 72 to 176 nmoles/h/mg prot). Plasma values are also in the normal range (GUSB: 30 to 300
nmoles/h/mg prot). One patient with suspect of MPS has shown normal values of both enzymes. The evaluation of laboratorial proto-
cols of lysossomal enzymes measurements allows faster and costless diagnostics and, consequently, appropriated clinical procedures.
KEYWORDS - Mucopolysaccharidosis; Arylsulphatase B; Beta-glucoronidase; Enzymatic diagnosis. J

INTRODUGAO

s Mucopolissacaridoses (MPS) constituem um grupo de

doencas lisossomicas de depésito (DLD), causadas pela
deficiéncia de enzimas lisossomais essenciais para o meta-
bolismo de componentes da matriz extracelular como os gli-
cosaminoglicanos (GAG). Uma vez nao degradados, os
GAG sao estocados nos compartimentos lisossomicos das
células, promovendo uma série de complicacdes patologi-
cas que iniciam desde o periodo fetal, até a intensa progres-
sao dos sintomas na fase infantil (Scriver et al., 2001).
Apesar de apresentarem, em comum, caracteristicas croni-
cas e progressivas, os sintomas apresentados por pacientes
de MPS variam de acordo com o tipo. Dentre os sintomas
descritos estdo organomegalia, disostose multipla, hepa-
toesplenomegalia, mao em garra e facies grosseiras. A
audicao, visao, respiracao, funcoes cardiovasculares e a
mobilidade podem, também, estar eventualmente compro-
metidas. A deficiéncia mental profunda é caracteristica de
pacientes com MPS IH (Sindrome de Hurler), com a forma
grave da MPS II (Sindrome de Hunter) e de todos os tipos
de MPS III (Sindrome de Sanfilippo). J& as MPS VI
(Sindrome de Maroteaux-Lamy) e MPS II (forma moderada)
nao possuem, geralmente, comprometimento mental.
Problemas 6sseos sao mais comumente descritos na MPS IV
ou Sindrome de Moérquio (Neufeld & Muenzer, 2001).
As MPS possuem uma incidéncia estimada em 1:10000 e
1:25000 recém-nascidos. As MPS I e II sdo consideradas as
mais freqlientes, enquanto a MPS III parece ser o tipo mais
raro. Todas as MPS, com excecao da MPS II sao herdadas

de forma autossomica recessiva. A MPS II possui heranca
ligada ao X (Solion, 1996; Nelson, 1997; Meikle et al., 1999).
Em funcdo da escassez de centros de referéncia para a
investigacdo de doencas genéticas raras e a falta de infor-
macao dos médicos, as MPS ainda sdo pouco diagnostica-
das. Entretanto, a partir de 1990, com a implantacao de
novos centros de referéncia, esse retrospecto vem mudan-
do gradativamente. Schwartz et al. (2002) verificaram, no
Brasil, uma variacdo na freqiiéncia dos tipos de MPS de
acordo com a regiao do pais, com casos de MPS I aparen-
temente mais freqlientes e casos de MPS VII mais raros.
O diagnéstico laboratorial das MPS é realizado, inicialmen-
te, através de testes de triagem, como o brometo de cetil tri-
metil-amonio (BCTMA) e o teste do Azul de Toluidina, os
quais permitem avaliar, qualitativamente, uma possivel
excrecao de GAG na urina. Caso seja observada positivida-
de nestes testes, protocolos mais especificos, como a croma-
tografia e a dosagem de GAG, sao realizados para identifi-
cacao dos grupos de GAG excretados e, assim, verificar
qual a MPS possivelmente relacionada. O diagnéstico labo-
ratorial definitivo é fornecido através da mensuracao da ati-
vidade de enzimas lisossomais a partir de leucécitos e/ou
fibroblastos do paciente (Wajner et al., 2001).

O presente estudo teve como objetivo implantar, no
Laboratério de Erros Inatos do Metabolismo da
Universidade Federal do Pard (LEIM/UFPa), um protocolo
laboratorial para o diagnéstico das MPS VI e VII, através
da mensuracao da atividade das enzimas arilsulfatase B
(ARSB; E.C.: 3.1.6.12) e beta-glicuronidase (GUSB; E.C.
3.2.1.31 ), respectivamente.
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MATERIAL E METODOS

Amostras estudadas

Para a padronizacao dos ensaios enzimaticos, foram utiliza-
das amostras de sangue periférico de 30 individuos sadios
voluntarios, homens e mulheres, com faixa etaria de 18 a 50
anos e de um paciente com suspeita clinica de MPS.

Coleta do sangue periférico

Foram coletados 10 mL de sangue periférico de cada indi-
viduo voluntdrio através de puncéao venosa. Apés a coleta,
o sangue foi homogeneizado com anticoagulante heparina
e armazenado a 4° C.

Separacao do plasma (GUSB)

Do volume total de sangue coletado (10 mL), foram retira-
dos 3 mL para separacao do plasma através de centrifuga-
¢do a 3000 rpm por 5 minutos. Apdés esse tempo, o plasma
foi retirado e armazenado a -20°C para posterior andlise.

Separacao de leucécitos (GUSB e ARSB)
A separacao de leucdcitos foi realizada segundo a metodo-
logia descrita por Skoog et al. (1956).

Determinacao da concentracao de proteinas
A dosagem de proteina foi realizada segundo a metodolo-
gia descrita por Lowry et al. (1951).

Determinacao das atividades enzimaticas (GUSB e ARSB)
As atividades enziméticas das enzimas GUSB e ARSB
foram avaliadas através dos métodos fluorimétrico
(Beaudet et al., 1975) e fotocolorimétrico (Kresse et al.,
1982), respectivamente.

Analise Estatistica

Para verificar possiveis diferencas significativas entre os
niveis das enzimas GUSB e ARSB em cada amostra, foi uti-
lizada como ferramenta estatistica o teste “t" de Student
através do programa BioStat 4.0. O nivel de significancia
adotado foi de p < 0,05.

RESULTADOS

As figuras 1 e 2 mostram, respectivamente, as variacoes
dos niveis plasméticos e leucocitarios da GUSB. Em relacao
aos niveis plasmaticos, os valores de atividade enziméatica
variaram entre 16,6 a 147,14 nmoles/h/mL, com uma
média de 43+23,8 nmoles/h/mL. A atividade enzimatica
leucocitaria da GUSB variou entre 23 a 113 nmoles/h/mg
prot., com um valor médio de 51,8+21,2 nmoles/h/mg prot.
Em relacdao a ARSB, os niveis enzimaticos leucocitarios
variaram entre 32,3 a 258,79 nmoles/h/mg de proteina,
(média: 104,12+66,8), como demonstrado na figura 03.

A variacdo dos niveis de atividade enzimética entre os
individuos pertencentes aos grupos controles das enzimas
GUSB e ARSB nao foi significante, correspondendo aos
valores de referéncias previamente obtidos por outros cen-
tros de diagnéstico (p > 0,05).

Os valores de atividade enzimatica da GUSB e da ARSB
encontrados na amostra do paciente com suspeita clinica
de MPS foram considerados dentro dos valores de referén-
cia (GUSB: 181,23 nmoles/h/mg prot; ARSB: 178,91 nmo-
les/h/mg prot), nao havendo, portanto, diferenca significa-
tiva entre estes valores e os encontrados no grupo controle
de ambas as enzimas (quadro 1).
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DISCUSSAO

O diagnéstico de MPS é caracterizado através da avaliacao cli-
nica, baseada na investigacao de possiveis comprometimentos
organicos e da avaliacdo laboratorial. A avaliacao laboratorial
consiste em uma seqiiéncia de protocolos de investigacao bio-
quimica, os quais compreendem desde teste de triagem
(BCTMA, Teste do Azul de Toluidina, cromatografia de GAG
em camada delgada e dosagem de GAG urindrios) até testes
mais especificos como dosagens enzimaticas. Mais especifica-
mente, para o diagnoéstico de MPS VI e VII, sdo utilizados pro-
tocolos de dosagem das enzimas ARSB e GUSB, respectiva-
mente, em diversos tecidos e fluidos biolégicos.

Os valores de atividade enzimética encontrados no plasma
e em leucocitos dos individuos controle corresponderam
aos valores de referéncia descritos pela literatura (Beaudet
et al., 1975; Kresse et al., 1982). Apesar de algumas discre-
péancias entre os valores, a média geral permaneceu dentro
do intervalo de referéncia. Tais diferencas podem estar
relacionadas a muitas varidveis, uma vez que ensaios enzi-
maticos apresentam muitas variagoes, por fatores ambien-
tais, sensibilidade da técnica, calibracdo dos aparelhos uti-
lizados entre outros (Scriver et al., 2001).

Em funcao da reduzida quantidade de amostra coletada do
paciente com suspeita de MPS, s6 foi possivel realizar a men-
suracao da atividade leucocitdria das enzimas GUSB e ARSB.
Através do protocolo de dosagem enzimatica, foi possivel
descartar a hipétese de MPS VI e MPS VII para o paciente
com suspeita de MPS, uma vez que as enzimas responsaveis
por essas duas doencas (ARSB E GUSB, respectivamente)
foram encontradas com niveis de atividade dentro dos valo-
res de referéncia. Entretanto, o mesmo paciente demonstrou
um alta taxa de excrecao de GAG na urina (25,64 ng/mmol
de creatinina; dados ndo publicados), além de resultados
positivos nos testes de BCTMA e azul de toluidina, o que nao
exclui a possibilidade da presenca de um outro tipo de MPS.
Além disso, a discreta elevacao da atividade enziméatica da
ARSB encontrada em leucécitos do paciente com suspeita
de MPS parece ser um padrao celular tipico em pacientes
com MPS, pois apesar dos mecanismos pelos quais essa
“compensacdo enzimética” ainda ndo serem totalmente
esclarecidos, estudos indicam que o aumento de tamanho
dos lisossomos ou a estabilizacao de enzimas em funcao do
acimulo de substancias intralisossomais podem refletir
numa descompensacao da atividade de outras hidrolases
lisossomais (Clarke et al., 2008).

Novos protocolos de mensuracao enzimatica que utilizam
menores quantidades de reagentes e de amostras estao
sendo desenvolvidos pelos principais centros de referéncia
para o diagnoéstico de DLD. Técnicas como a mensuragao
da atividade enzimdtica em papel filtro, descrita por
Civallero et al. (2006) surgem como novas perspectivas
para a triagem de diversas patologias, através de métodos
simples, rdpidos e de baixo custo.
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Figura 1: Atividade enzimatica da GUSB plasmatica em individuos do
grupo controle (n=30). Valores encontrados: 16 — 147 nmoles / h / mL.
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Figura 2: Atividade da enzima GUSB leucocitaria de individuos do grupo
controle (n=30). Valores encontrados: 23 — 113 nmoles / h / mg prot.
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Figura 3: Atividade da enzima ARSB leucocitaria em individuos do grupo
controle (n=30). Valores encontrados: 32 — 280 nmoles / h / mg prot.

Atividade plasmatica Atividade leucocitaria
(nmoles/h/ml) (médiatDP) (nmoles/h/mg prot) (médiatDP)
enzimas Controle WIS GED Controle EFSED
(n=30) determinada (n=30) determinada
(n=1) (n=1)
GuUsB 43+23,8 51+21,2 181,23
ARSB - - 104+66,8 178,91

Valores de referéncia: GUSB (plasma): 30 — 300 nmoles / h / mL; GUSB (leucdcitos): 23 — 151 nmoles / h/ mg prot;
ARSB (leuctcitos): 72— 176 nmoles / h/ mg prot. *p < 0,05..

QUADRO 1: Atividade enzimatica de GUSB e ARSB em individuos
do grupo controle e em um paciente com suspeita clinica de MPS.

CONCLUSOES

O diagnéstico enziméatico para MPS, além de ser definitivo,
é capaz de diferenciar qual subtipo da doenca o paciente
manifesta e, assim, fornecer uma orientacao na elaboracao
de protocolos terapéuticos adequados.

A implantacdo de um protocolo enzimatico para investiga-
cao de MPS no LEIM/ICB/UFPa tornou-se fundamental
haja vista a necessidade da realizacdo de um diagnéstico
laboratorial definitivo para pacientes com essa doenca na
regido Norte do pais.

Em funcao disso, o LEIM/ICB/UFPa consolida-se como um
centro de referéncia regional no diagnéstico para MPS,
aumentando a rede nacional de apoio na identificacao e
tratamento de doencas metabdlicas hereditarias, junta-
mente com outros centros de referéncia do pais.
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Avaliacao do tratamento da anemia em pacientes com
insuficiéncia renal cronica, em hemodialise, em uso
de eritropoetina, ferro oral e endovenoso

Evaluation of anemia treatment with epo and oral and iv iron in patients
with chronic kidney disease under hemodialysis

Carla Solange de Melo ESCORCIO’ ; Herivaldo Ferreira da SILVA?; Geraldo Bezerra da Silva
JUNIOR?; Mirian Parente MONTEIRO®; Romélia Pinheiro GONCALVES*

RESUMO - O objetivo do estudo foi avaliar comparativamente a evolucao do tratamento da anemia em pacientes com insuﬁciéncia\
renal cronica (IRC), em hemodialise, em uso de eritropoetina recombinante humana (EPO), tratados com ferro oral e ferro endovenoso
em Fortaleza, Ceard, no periodo de janeiro de 2004 a janeiro de 2005. Tratou-se de estudo observacional descritivo em duas clinicas
de hemodidlise em Fortaleza, Ceard. Os dados foram coletados a partir da consulta aos prontudrios e mapas de exames realizados
mensalmente pelos pacientes. De 165 casos selecionados, apenas 89 (54%) compuseram o banco de dados da pesquisa. Deste total 63
(71%) pacientes estavam usando exclusivamente sulfato ferroso oral, 09 (10%) faziam uso exclusivo do sacarato de hidréxido de ferro
III administrado por via endovenosa, e 17 (19%) faziam uso de ambos. Os parametros analisados durante o estudo foram: idade, sexo,
tempo de didlise, doenca de base, dosagem da hemoglobina, determinacao do hematdécrito, dosagens séricas do ferro sérico, ferritina
sérica, indice de saturacao da transferrina, capacidade latente e total de ligacao do ferro. Analisando os parametros hematolégicos
conclui-se que a anemia encontra-se bem controlada e estabilizada. Porém, a maioria dos pacientes apresentou ferritina sérica <
400ng/mL e indice de saturacao da transferrina (IST) < 20%. Constatou-se que houve melhora da anemia nos pacientes com IRC em
hemodialise, tratados com EPO e ferro oral. Todavia, para otimizar o tratamento da anemia na IRC deve-se levar em consideracao as
complicacoes da doenca de base, o grau da anemia, os estoques de ferro e os efeitos adversos relacionados a ferroterapia.

PALAVRAS-CHAVE - anemia, didlise renal, insuficiéncia renal cronica /

/SUMMARY - Background: The aim of this study is to evaluate comparatively anemia treatment in patients with chronic kidney disease\
(CKD) under hemodialysis, with human recombinant erythropoietin (EPO), oral iron supplements and/or intravenous iron in Fortaleza,
Ceara, Brazil. Methods: It is an observational descriptive study. Data were gathered from medical records of patients followed in two
hemodialysis centers in Fortaleza, Ceard, Brazil from January 2004 to January 2005. From 165 selected cases only 89 (564%) were
included in the study due to available data. The majority of patients 62 (70%) were using exclusively oral ferrous sulfate, 9 (10%) were
using only ferric hydroxide saccharate III conducted by intravenous route, and 18 (20%) were using both. The analyzed variables dur-
ing the study were: age, sex, time of maintenance dialysis, morbidities, hemoglobin (Hb), hematocrit (Ht), determinations of plasma
iron level (FeS), serum ferritin (FS), transferrin saturation index (IST), total and latent capacity of iron binding (CTLFe). Results: the
results showed that the majority of patients presented diminished serum iron, normal serum ferritin and reduced transferrin satura-
tion index (IST). In the comparative analysis it was verified, through ANOVA test, that there were no statically significant differences
of Ht and Hb among the groups (p> 0.05). The chi-square test showed that there was no association of FS and IST between the groups
(p > 0.05). Conclusion: it was verified that there was an improvement of anemia in patients with CKD under hemodialysis treated with
EPO and oral iron supplements. However, to improve anemia treatment in CKD it is necessary to consider the complications of the

baseline disease, the anemia level, iron stores and the adverse effects linked to iron therapy.
\KEYWORDS - hemodialysis, chronic kidney disease, anemia treatment. /

INTRODUCAO

insuficiéncia renal cronica (IRC) denota um estado de

disfun¢do com perda progressiva e irreversivel da fun-
cdo renal (glomerular, tubular e enddécrina). No estdgio
mais avancado, fase terminal da insuficiéncia renal créni-
ca, os rins ndo conseguem excretar os residuos nitrogena-
dos produzidos diariamente no organismo e/ou excretar ou
reter 4gua e eletrélitos necessdrios a manutencao do equi-
librio, surgindo hiperazotemia, acidose e anemia'®**.
A anemia da IRC é normocitica e normocroémica, segundo
a classificacdo morfolégica, que utiliza os indices hemati-
meétricos cldssicos, volume globular médio (VCM) e hemo-
globina globular média (HCM), além de ser hipoprolifera-
tiva de acordo com a classificacao fisiopatologica que utili-
za o indice de producao dos reticulécitos (IPR)*%7%.
A disponibilidade da eritropoetina recombinante humana
(EPO) para tratamento da anemia do renal créonico melhorou
substancialmente a qualidade de vida desses pacientes®. No
entanto, na maioria das vezes, a anemia € parcialmente corri-

gida, sendo responsavel por sintomas como fadiga, diminui-
¢ao da tolerancia ao exercicio e faléncia cardiovascular "'***,
Na IRC, a via subcutanea deve ser considerada a primeira
escolha para administracao da EPO durante a fase pré-dia-
lise, por apresentar melhor relagao custo/beneficio, reque-
rendo uma dose até 40% menor do farmaco. Por outro lado,
nos pacientes mantidos em hemodidlise pode-se optar
tanto pela via subcutdnea quanto pela intravenosa '**°.

A suplementacgdo com o ferro oral tem sido recomendada a
todos os pacientes em uso de EPO, exceto para pacientes
com sobrecarga de ferro.

A disponibilidade de ferro é fundamental para o sucesso do
tratamento da anemia em pacientes com IRC em hemodia-
lise. Para otimizacao do tratamento, no entanto, torna-se
imprescindivel monitorar os estoques de ferro rotineira-
mente e tratar adequadamente sua deficiéncia®.

O objetivo do estudo foi de descrever e avaliar comparativa-
mente a evolucao do tratamento da anemia em pacientes com
IRC, em uso de EPO, tratados com ferro oral e ferro endove-
noso em duas clinicas de hemodialise em Fortaleza, Ceara.
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MATERIAIS E METODOS

Pacientes: no periodo de janeiro de 2004 a janeiro de 2005
foram estudados 89 pacientes atendidos em duas clinicas de
hemodialise, em Fortaleza, Ceard. Os critérios de inclusao
foram pacientes com insuficiéncia renal croénica, em hemo-
didlise, que faziam uso de eritropoetina recombinante huma-
na associada ao sacarato de hidréxido de ferro e/ou combina-
da com sulfato ferroso. Os critérios de exclusao foram pacien-
tes com dados incompletos ou quando se recusaram a parti-
cipar do estudo nao assinando o termo de consentimento. De
165 casos selecionados, apenas 89 (54%) compuseram o
banco de dados da pesquisa. Considerou-se como principal
fonte de dados o prontudrio. Quando o mesmo nao apresen-
tava todas as informacgoes necessdrias a pesquisa, a consulta
estendia-se ao mapa mensal de resumo dos resultados dos
exames laboratoriais. As variaveis foram: idade, sexo, doen-
ca pré-existente, tempo de dialise, hemoglobina, hematécri-
to, ferro sérico (FeS), ferritina e indice de saturacao da trans-
ferrina (IST), capacidade latente de ligacao do ferro (CLLFe)
e capacidade total de ligacao do ferro (CTLFe):

Estudo da Anemia: a dosagem da hemoglobina e a deter-
minacao do hematdécrito foram obtidas por metodologia
automatizada, ABOTT modelo CELL_DYN 3000. O trata-
mento da anemia foi estabelecido de acordo com os proto-
colos clinicos e terapéuticos adotados pela Secretaria de
Satude do Estado do Ceard (SESA).

Estudo do ferro: ferro sérico (Goodwin modificado), ferriti-
na (Goodwin modificado), Capacidade latente de ligagao
do ferro (CLLFe) e capacidade total de ligacao do ferro
(CTLFe) e indice de saturacao da transferrina (IST). Os
valores de referéncia usados no estudo foram: ferro sérico
60-180 p/dL, ferritina 10 a 80 ng/dL, CTLFe de 250-
450p/dL CLLFe de 140 a 280 pg /dL e IST 20-50% *.
Aspecto Etico: a pesquisa foi aprovada pelo comite de
Etica em pesquisa da Universidade Federal do Ceara.
Anadlises Estatistica: os dados foram analisados em pro-
gramma SPSS versao 10.0 e planilha Excel 2000. Os resul-
tados foram expressos através de média = SD. A associa-
¢do dos testes de qui-quadrado com nivel de significancia
de 5% e ANOVA foram usados na andlise estatistica.

RESULTADOS

Um total de 89 pacientes com IRC em hemodialise foram
investigados em relacao ao relacao ao tratamento da ane-
mia, sendo 33 (37,1%) mulheres e 56 (62,9%) homens. A
maioria 62 (70%) foi tratada com suplementacao de ferro
oral (Grupo I), 9 (10%) com ferro endovenoso e 18 (20%)
pacientes com ferro oral e endovenoso (Grupo III).

Os niveis de ferro estavam abaixo dos limites normais na
maioria dos pacientes (Tabela 1), mas CLLFe aparece
acima dos valores de referéncia em 20,7% dos pacientes
(Tabela 2). Para dois pacientes do estudo foi impossivel
mensurar os valores para estes parametros clinicos, CLLFe
e CTLFe (Tabela 2 e 3). A maioria dos pacientes apresen-
tou valores de CTLFe no nivel normal. (Tabela 3).

TABELA |
Valores do Ferro sérico
NO %
Ferro sérico (ug/dL) <60 68 76.4
60 - 180 21 23.6
TOTAL 89 100.0

Média: 49.11 + 19.66
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TABELA 11
Valores da capacidade latente de ligacao do ferro
n° %
CLLFe (ug/dL) <140 3 35
140 - 280 66 75.9
> 280 18 20.7
TOTAL 87 100.0

Média: 234.73 + 52.09

TABELA il
Valores da capacidade total de ligacao do ferro
n° %
CTLFe (ug/dL) <250 27 31.0
250 - 450 60 69.0
TOTAL 87 100.0

Média: 280. 1 + 56.49

Os dados laboratoriais de 62 pacientes em tratamento com
suplementacao de ferro oral mostraram valores médios de:
Hb = 10.7g/dL, Ht = 32,7%, ferritina = 206,1 ng/dL e IST =
18,0% (Tabela 4). A idade média no primeiro grupo foi
50.71 anos e o tempo de didlise de 49.58 meses. Os para-
metros laboratoriais de 9 pacientes em tratamento com
ferro endovenoso mostraram valores médios de: Hb = 10.3
g/dL, Ht = 31,5%, ferritina = 168.7 ng/dL e IST = 14.8%
(tabela 4). A idade média no segundo grupo foi 40.24 anos
e o tempo de didlise de 30.45 meses. Os parametros labo-
ratoriais de 18 pacientes em tratamento com suplementa-
cao de ferro oral e ferro intravenoso mostraram valores
médios de: Hb = 9. 9 g/dL, Ht = 30.6%, ferritina = 271.5
ng/dL e IST = 18.7% (tabela 4). A idade média no terceiro
grupo foi 53.56 anos e o tempo de didlise de 37.63 meses.

TABELA IV
Parametros laboratoriais dos 89 pacientes

VARIAVES GRUPO | GRUPO Il GRUPO Il Valor do p*
Hemoglobina (Hb)
10.7+1.54 10.3+1.45 9.9+1.37 >0.005
(g/dL)**
Hematocrito (Ht)
32.7+4.27 31.5+4.26 30.6+£3.72 >0.005
%)
Ferritina (ng/dL)* 206.1+218.73 168.7+179.43 271.5+184.89 >0.007
indice de Saturagéo
da Transferrina 18.0£7.12 14.8+5.57 18.7+#11.72 >0.006
(IST) (%)*
**ANOVA,; *qui- quadrado; Média (+ desvio padréo)
DISCUSSAO

O presente estudo é do tipo observacional descritivo de
abordagem quantitativa com o objetivo de descrever o tra-
tamento da anemia em pacientes com IRC, em hemodiéli-
se. A anemia é o principal fator limitante da capacidade
fisica, intelectual e profissional do paciente com IRC, em
hemodidlise. Acomete moderada ou gravemente 75% dos
pacientes adultos e a quase totalidade das criancas.
Embora a associacao entre anemia e IRC tenha sido descri-
ta por Richard Bright hd mais de 150 anos, somente com o
advento da EPO tornou-se possivel entender o papel do
rim e da EPO na sua fisiopatogenia. Ao longo destes ulti-
mos anos, a EPO vem sendo amplamente utilizada, mos-
trando-se eficaz em aproximadamente de 95% dos casos.
Todavia, a deficiéncia de ferro é a principal causa de res-
posta inadequada a terapia com EPO. Assim, o tratamento
com ferro tem sido recomendado para todos os pacientes
tratados com EPO, exceto aqueles que apresentarem
sobrecarga de ferro.
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Neste estudo pdéde-se constatar que as doencas de base
que apresentaram maior prevaléncia em ordem decrescen-
te foram: hipertensao arterial sistémica, diabetes mellitus e
glomerulonefrite. A hipertensao arterial sistémica e o dia-
betes mellitus sao exemplos de doencas sistémicas que
direta ou indiretamente podem comprometer a funcao
renal. Por outro lado, a glomerulonefrite consiste em doen-
ca propria dos rins, podendo ter origem imunolégica, con-
génita ou infecciosa.

Aproximadamente 70% dos pacientes avaliados faziam uso
de sulfato ferroso oral. Alguns estudos sugerem que no
renal cronico a absorcao do ferro oral poderd estar normal
ou diminuida. De fato, a suplementacdao oral apresenta
absorcao limitada em decorréncia de determinados fatores
gastrintestinais, tais como: azia, nduseas e diarréia, cuja
incidéncia é 25% *°. Apenas 10% dos pacientes avaliados
faziam uso do sacarato de hidréxido de ferro III. Estudo
comparativo com ferro oral e endovenoso mostrou que ape-
nas o ferro endovenoso foi capaz de fornecer quantidades
adequadas de ferro durante o tratamento com EPO. Singh
et al. (2002) mostraram que mais de 30% do ferro endove-
noso administrado ao paciente com IRC fica estocado nas
células do sistema reticuloendotelial, tornando-o indisponi-
vel para a eritropoese. Assim, o paciente tratado com ferro
endovenoso pode apresentar durante avaliacao laboratorial
deficiéncia de ferro, apesar de possuir ferro em estoque.
Em adicao, cerca de 20% dos integrantes do estudo usaram
ambas as formas de tratamento com ferro. Os pacientes
deste grupo comecaram tomando ferro oral e depois houve
necessidade de substituicao para o tratamento com ferro
endovenoso. A intolerancia gastrintestinal foi referida em
cerca de 30% destes pacientes. Enquanto que 70% muda-
ram o tratamento devido ao fato de serem hiporresponsivos
ao ferro oral, tendo que receber terapia endovenosa.

De uma forma geral, os pacientes apresentaram Ht de
32,23 + 4,23% e Hb de 10,57 = 1,52 g/dL. Diante destes
valores observa-se que estes pacientes responderam satis-
fatoriamente ao tratamento com ferro e EPO, conseguindo
atingir o alvo estabelecido pelo protocolo clinico e diretri-
zes terapéuticas para tratamento de reposicao e manuten-
cao dos estoques de ferro em IRC da Secretaria Estadual de
Saude do Ceara (SESA-CE). Por conseguinte, sabe-se que
valores de Ht acima de 30% e Hb de 12 g/dL estdao estrita-
mente relacionados com a remissao dos sintomas da ane-
mia, com notdvel melhora da qualidade de vida do pacien-
te com IRC, em hemodidlise.

Os parametros utilizados para avaliar os estoques de ferro
foram Os seguintes: FeS, CLLFe, CTLFe, FS e o IST.

O FeS representa o ferro quelado a transferrina biologica-
mente disponivel para ser fixado pelo tecido eritropoético
e incorporado ao heme. Na IRC nédo é um parametro con-
fidvel, pois a interleucina-1 diminui a sintese de transferri-
na, reduzindo seus niveis. Neste estudo, 76,4 % dos pacien-
tes apresentaram FeS baixo e 23,6% normal.

A CLLFe consiste na capacidade residual da transferrina de
ligar-se ao ferro, ou seja, é a capacidade total da transferri-
na de ligar-se ao ferro, subtraida do ferro ja a ela quelado.
Em geral, 3,45% dos integrantes da pesquisa apresentaram
CLLFe diminuida, 75,86% normal e 20,69% aumentada.
Em adicédo, a CTLFe refere-se ao somatério do ferro quelado
a transferrina e da capacidade residual da transferrina de
ligar-se ao ferro. Assim, nesta pesquisa 31,03% dos partici-
pantes apresentaram CTLFe diminuida e 68,97 % aumentada.
Dois pardmetros comumente utilizados para avaliar os esto-
ques de ferro na IRC sdo a FS e o IST. Como a ferritina é
uma proteina de fase aguda do estado inflamatério, seus
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niveis podem aumentar diante uma infeccao e/ou inflama-
¢do e na uremia. Niveis de ferritina abaixo de 100 ng/mL
representam deficiéncia absoluta de ferro em pacientes
com IRC em hemodialise. Todavia, alguns estudos demons-
traram valores de Fs acima de 300 ng/mL coexistindo com
deficiéncia de ferro. Em adicdo, o IST ndo necessariamente
reflete os estoques de ferro, uma vez que estd sujeito as
grandes flutuacoes do FeS e da transferrina plasmatica.
Dos 89 participantes do estudo, 62 tomaram exclusivamen-
te ferro oral. A média do Ht foi de 32,66 + 4,27% e da Hb
foi 10,74 + 1,54 g/dL. Observa-se que estes pacientes
alcancaram os valores de Ht e Hb estabelecidos pelo pro-
tocolo da SESA-CE para o tratamento da anemia em
pacientes com IRC. Assim, pode-se constatar que para o
tratamento da anemia da IRC o ferro oral pode ser tao efe-
tivo quanto o endovenoso. Além disso, o tratamento por via
oral apresenta vantagens como baixo custo, facilidade de
administracdo e a nao ocorréncia de reacoes adversas de
hipersensibilidade. No entanto, alguns pacientes podem
apresentar intolerdncia géstrica ao ferro oral, o que pode
limitar seu uso no renal crénico. E importante destacar
ainda que, durante a ferroterapia na IRC é imprescindivel
avaliar o custo/beneficio em cada paciente. Diante do
exposto, fica claro que o ferro oral deve ser o tratamento de
escolha para os pacientes renais em hemodidlise, devendo-
se optar pela via parenteral somente na vigéncia de intole-
rancia gastrica ou diante de deficiéncia absoluta ou funcgao
de ferro confirmada através da avaliacao do ferro medular.
Metade dos pacientes do grupo I apresentaram niveis de
ferritina sérica entre 100 e 800 ng/mL. Em contraste, a
grande maioria dos pacientes deste grupo (67,21%) apre-
sentaram IST < 20%, nao satisfazendo o objetivo da ferro-
terapia, que é manter este parametro entre 20 e 50%.
Assim, observa-se que apesar dos integrantes deste grupo
terem apresentado niveis 6timos de Ht e Hb, a avaliacao
dos estoques de ferro nao revelou bons resultados.

Dos 89 participantes do estudo apenas nove fizeram uso
exclusivo de ferro endovenoso. O sacarato de hidréxido de
ferro III distribuido pelo Laboratério Althana Farma é a
Unica apresentacao de ferro endovenoso registrado e apro-
vada para uso no Brasil. As reacoes anafildticas com o uso
do sacarato ocorrem raramente e estima-se que a freqiién-
cia seja proporcional a dose administrada e dependa da
velocidade de infusao (DEFERRARI ef al. 2002).

Os valores de Ht e Hb encontrados neste grupo foram, res-
pectivamente: 31,49 + 4,26% e 10,27 + 1,45 g/dL.
Analisando-se estes parametros pode-se observar que esta
modalidade de tratamento alcancou os objetivos propostos
no protocolo clinico para o tratamento da anemia da IRC.
Por outro lado, os parametros utilizados para avaliar os
estoques de ferro nao apresentaram bons resultados, uma
vez que, o IST em cerca de 80% dos integrantes deste
grupo foi menor que 20%, ficando aquém dos valores esta-
belecidos pela SESA-CE.

Dezoito participantes desta pesquisa tomaram ferro oral e
endovenoso. Estes pacientes iniciaram o tratamento da ane-
mia com ferro oral e depois passaram a fazer uso de suple-
mentacao endovenosa. Os integrantes deste grupo apre-
sentaram 30,62 + 3,72% de Ht e 9,92 + 1,37 g/dL de Hb.
Entao, diante destas observacoes, pode-se concluir que o
ferro endovenoso foi decisivo para otimizar o tratamento da
anemia. Sabe-se, no entanto, que o ferro endovenoso é o
tratamento mais efetivo para correcao da anemia associada
a IRC em pacientes em hemodidlise. Porém, as reacoes
adversas de hipersensibilidade podem ocorrer com o uso do
ferro endovenoso, o que nao se aplica ao ferro oral.
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Por ocasidao do estudo, fez-se uma andlise comparativa e
constatou-se pelo teste ANOVA que nao houve diferencas
estatisticamente significantes do Ht e da Hb entre os gru-
pos (p>0,05). Pelo teste qui-quadrado verificou-se que nao
houve associacao do IST e da FS entre os grupos (p>0,095).
Os resultados deste estudo indicam que o uso do ferro para
a correcao da anemia em pacientes com IRC em Fortaleza,
Cearéd estd sendo efetivo independentemente da formula-
cao farmacéutica empregada. Porém, para otimizar o trata-
mento é necessdrio monitorar rotineiramente os estoques
de ferro e tratar adequadamente sua deficiéncia.
Constatou-se que o tratamento da anemia em pacientes com
IRC em hemodialise obedece aos critérios clinicos estabele-
cidos pela SESA-CE para estes pacientes. Assim, o trata-
mento da anemia vem sendo feito de maneira racional e sis-
tematica, priorizando manter niveis adequados de Ht e Hb.
Analisando-se os grupos pode-se concluir que a anemia
encontra-se bem controlada e estabilizada independente
da via de administracao do ferro.

Com este estudo descritivo péde-se observar que a grande
maioria dos pacientes foi responsiva ao tratamento com
ferro oral, contrariando um grande numero de pesquisas
que apontam esta forma de tratamento como ineficaz para
o paciente renal créonico em hemodialise.
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Papiloma Virus Humano (HPV)

Human Papillomavirus (HPV)
BRAGAGNOLO, A.L."; ELI, D'; HAAS, P*

/RESUMO - Estd estabelecido que o HPV (Human Papillomavirus) é o causador de cerca de 99% dos casos de cancer de colo de ﬁtero\
e de uma fracao variavel de cancer de vagina, vulva, pénis e anus. Este dado estd relacionado a mais de 100 tipos de HPV existentes
com diferentes seqiiéncias de DNA. A incidéncia de casos de cancer de colo de ttero atinge principalmente mulheres de 20 anos a 29
anos de idade, sendo que a morbidade nesta faixa etdria pode ser diminuida com o rastreamento de lesées do colo de ttero e células
infectadas pelo HPV, bem como, com a imunizacao através da vacina bivalente ou quadrivalente. A vacinacao preventiva deve ser
dada antes da infeccdo pelo HPV, devido a seu efeito profilatico, para que o sistema imune reconheca e evite a infeccéo viral antes da
entrada do virus na célula. Conseqlientemente, as lesdes de colo de utero classificadas como NIC II, NIC III e cancer de colo de tutero
serao impedidas de instalar-se. Existem duas vacinas desenvolvidas atualmente, a Gardasil® — Merck (quadrivalente) e a Cervarix®
— GlaxoSmithKline (bivalente), sendo que ambas utilizam particulas de L1 viral especificas contra o genétipo do HPV, evitando o
desenvolvimento de infeccdo. Estima-se que a eficdcia seja de até 5 anos, os quais ainda estdo em curso para comprovacao. A vacina
devera ser incorporada ao novo calenddrio brasileiro de imunizacao, sendo obrigatério para pessoas com doze anos ou mais, assim
que sua eficdcia e o custo beneficio forem comprovados. Desta forma, pretende-se diminuir a estimativa de cancer de colo de ttero,
infecgOes genitais e esterilidade decorrente destas doencas. Entretanto, o preventivo da citologia cervico-vaginal continua sendo
necessario para a triagem e diagnéstico de possiveis lesoes decorrentes de outros motivos que nao o HPV.

\PALAVRAS-CHAVE - HPV, cancer de colo de ttero, vacina. /

/SUMMARY - It is known that HPV (Human Papillomavirus) is the cause of about 99% of cervical cancer cases of a variable fraction of
vagina, vulva and penis and anus cancer. This data is related to more than a 100 types of existing HPV with different sequences of
DNA. The incidence of cervical cancer affects mainly women who become sexually active in their 20s to their 30s and the morbidity
in this age group can be reduced by tracking the injury in the uterus and cervix cells infected by HPV and the immunization through
bivalent vaccine or quadrivalent. The vaccination should be given before HPV infection, because of its prophylactic effect, so that the
immune system recognizes it and avoids a viral infection before the entry of the virus in the cell. Consequently the lesions of the cer-
vical are classified as CIN II, CIN III and cervical cancer and genital warts will be prevented from installing themself. There are two
vaccines developed now, the Gardasil® - Merck and Cervarix® - GlaxoSmithKline, both use L1 viral particles directed against HPV
genotype, avoiding the infection development. It is estimated that the efficiency is up to 5 years, which are still underway. The vac-
cine should be incorporated into the new Brazilian immunization calendar, and being obliged for people with twelve years or more,
so their efficiency and cost benefits are proven. Thus, it is intended to reduce the estimate of cervical cancer, genital infections and
sterility caused by such diseases. However the prevention of cervical - vaginal cytology remains necessary for the triage and diagno-

sis of possible injuries resulting from other reasons than HPV.
KEYWORDS - HPV, cervical cancer, vaccine.
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INTRODUCAO

m dos descobrimentos mais importantes da investiga-

¢ao etiol6égica do cancer nos ultimos 25 anos é a rela-
cdo causal entre a infecgao pelo virus de papiloma huma-
no (HPV) e o cancer de colo de ttero (1). Atualmente, estd
amplamente estabelecido que o HPV seja o causador de
cerca de 99% dos casos de cancer de colo de utero e de
uma fracdo varidvel de cancer de vagina, vulva, pénis e
anus (20). Outros fatores que contribuem para a etiologia
deste tumor sao o tabagismo, baixa ingesta de vitaminas,
multiplicidade de parceiros sexuais, iniciacao sexual pre-
coce e uso de contraceptivos orais (4).
Estimativas indicam que infec¢des por algum tipo de HPV
ocorrem em até 75% das pessoas com vida sexual ativa.
Atualmente, existem mais de 100 tipos de HPV identifica-
dos, com diferentes seqiiéncias de DNA, e 30 destes ja
foram encontrados em infecg¢ées da mucosa anogenital (1).
Sao divididos em baixo-risco (HPVs tipo 6, 11, 40, 42, 43,
44, 54, 61, 70, 72, 81, e CP6108), encontrados geralmente
em pacientes com verrugas genitais, e de alto-risco (16,18,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68, 73 e 82), sendo
os tipos HPV 16 e 18, relacionados com aproximadamente
70% dos casos de cancer cervical invasivo e mais de 90 %
das lesdes intra-epiteliais graves (8; 22; 27).
Com aproximadamente 500 mil casos novos por ano no mundo

(29), o cancer do colo do ttero é o segundo tipo de cancer mais
comum entre as mulheres, sendo responsavel pelo 6bito de
aproximadamente 230 mil mulheres por ano. Mais de 80% dos
casos ocorrem em paises em desenvolvimento, onde a popula-
¢do nao tem acesso facil ao exame do preventivo do cancer de
colo de ttero e nem a tratamento adequado (12).

A incidéncia por cancer do colo do tutero torna-se evidente
na faixa etdria de 20 anos a 29 anos de idade e o risco
aumenta na faixa etdria de 45 anos a 49 anos de idade. Em
paises desenvolvidos, a sobrevida média em cinco anos
varia de 59% a 69%. Nos paises em desenvolvimento, os
casos sdo encontrados em estagios relativamente avanca-
dos e, conseqiientemente, a sobrevida média é de aproxi-
madamente 49% ap6s cinco anos. A média mundial esti-
mada também é de 49%. O nimero de novos casos de can-
cer de colo de ttero estimados para o Brasil em 2008 foi de
18.680 casos, com um risco estimado de 19 casos a cada
100 mil mulheres. Na regidao sul do Brasil, estima-se 24
casos em 100 mil mulheres (22).

O diagnéstico do cancer de colo uterino tem, nos ultimos 50
anos, agregado ferramentas para a prevencao deste tipo de
cancer, incluindo métodos de baixa tecnologia como o
exame visual com &cido acético e o acido acético amplifi-
cado, além de intervencdes mais desenvolvidas. Estudos
tém demonstrado importantes avancos alternativos a técni-
ca do Papanicolau convencional, como a citologia de base
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liquida e biomarcadores, bem como novas e potentes téc-
nicas diagnosticas (provas de deteccdo genérica ou especi-
fica do HPV) (7). No Brasil, o Ministério da Satide recomen-
da o exame de colo de ttero (Papanicolau) a cada trés anos
para todas as mulheres entre 25 anos e 59 anos de idade
que apresentaram citologia normal no dltimo exame (5).

E estimado que uma reducao de cerca de 80% da mortali-
dade por este cancer pode ser alcancada através do ras-
treamento de mulheres na faixa etaria de 25 anos a 65 anos
de idade com o teste de Papanicolau e tratamento das
lesoes precursoras com alto potencial de malignidade ou
carcinoma in situ (20).

A vacinagao é historicamente o método mais barato e efe-
tivo de se combater uma doenca infecciosa (32) e a incor-
poracao da vacina contra o HPV pode se constituir no futu-
ro, uma importante ferramenta no controle do céancer de
colo do tutero (4).

Duas vacinas contra o HPV estdo disponiveis comercial-
mente: a bivalente Cervarix® (GlaxoSmithKline) e a qua-
drivalente Gardasil® (Merck). Ambas objetivam prevenir o
HPV tipo 16 e 18 que, mundialmente, sao responsaveis por
70% dos casos de cancer cervical, 50% das lesbes pré-can-
cerosas de alto risco e 25% das lesdes de baixo risco. A
vacina quadrivalente também previne contra os tipos 6 e
11, os quais estdo associados a verrugas na regiao genital
e lesdes cervicais de baixo risco. A vacina bivalente esta
indicada para mulheres entre 10 anos e 45 anos de idade
enquanto a quadrivalente foi autorizada para mulheres
entre 9 anos e 25 anos de idade e meninos entre 10 anos e
15 anos de idade (8). No Brasil, foi autorizado em 2006,
pela Agencia Nacional de Vigilancia Sanitdria — ANVISA,
a comercializacao da vacina quadrivalente.

O diagnéstico do HPV é basicamente clinico e pode ser
confirmado por biépsia e através de citopatologia. O diag-
noéstico definitivo é feito pela a presenca do DNA viral por
meio de testes de hibridizacao molecular (hibridizacao in
situ, reacao em cadeia de polimerase [PCR] e captura hibri-
da). Relativamente a identificacdo dos vérios tipos de HPV
ainda néo estd claro seu valor na pratica clinica e as deci-
soes quanto as condutas clinicas nao devem ser feitas com
base nesses testes (9).

Este trabalho tem como objetivo realizar uma revisao siste-
matica de artigos que abordam o HPV (human papilloma-
virus), verificando as seguintes varidveis: caracteristicas e
a transmissao do HPV; patologia e epidemiologia do virus;
vacinas para a prevencao do HPV e novas perspectivas de
prevencao da infeccao.

METODOLOGIA

A metodologia utilizada no presente trabalho, para a pes-
quisa de artigos, seguiu critérios de inclusao restritos como:
virus HPV, vacinas comercialmente disponiveis, vacinas
terapéuticas e dados epidemiol6gicos no periodo de 2003 a
2008 em todos os idiomas. As bases de dados utilizadas
foram PubMed (Medline) e Bireme. Os dados epidemiol6-
gicos foram baseados em publicacoes do IARC e INCA.

Biologia do HPV (human papillomavirus)

Papiloma virus sdao virus de DNA espécie - especificos.
Muitos mamiferos diferentes abrigam este virus que infec-
ta as células do epitélio basal (pele e mucosas). Eles tam-
bém sao local-especifico dentro do epitélio de um determi-
nado organismo, significando que alguns tipos causam
apenas verrugas cutdneas em humanos e outros causam
doengas, especificamente na regiao anogenital (1).

92

O genoma do HPV foi seqlienciado e consiste de aproxima-
damente 8.000 pares de base circulares de DNA, com 8
open reading frames (ORFs) que codifica proteinas estrutu-
rais necessdrias a replicacdo e ao revestimento viral. A
expressao destes ORFs é controlada por uma regiao longa
de controle (RLC) nao-codificadora que contém fatores de
transcricao locais que originam a replicacao viral (6). Essas
proteinas sdo divididas em duas classes: early proteins e
late proteins. As early proteins regulam a replicacao do
DNA virético (E1 e E2), a transcricdo do RNA virético (E2),
a reorganizacao do citoesqueleto (E4) e a transformacao da
célula (E5, E6 e E7). As late proteins (L1 e L2) sdo compo-
nentes estruturais do capsideo virético (16). Cinco protei-
nas L1 juntas formam um pentdamero, sendo que, 72 destes
pentameros se tornam a particula viral (responsavel pela
resposta humoral e formacao de anticorpo) (11). A expres-
sao destas duas classes de proteinas é altamente regulada
e estdo associadas a diferenciacdo de células epiteliais
infectadas pelo HPV (16).

L1 protein
produced in
yeast cells

-

511
proteins

L L

Non-infectious
t HPY YLP

72 pentamers self-assemble

Fig. 1 Sequiéncia, em formacao, da particula viral utilizada na
vacina quadrivalente
Fonte: HENDRIX, 2008.

A proteina E2 tem uma importante funcao na replicacao
viral e regulacao da expressao génica do HPV. Esta protei-
na liga-se a quatro sitios da RCL do HPV e, pela interacao
proteina-proteina, aumenta a ligacao com a E1, iniciando a
replicacédo viral. Em células infectadas pelo HPV, supoe-se
que a ligacao entre RCL e E2 reprima a expressao génica
do virus e desta forma contribui para o controle de prolife-
racdo da célula pela regulacao da expressao de E6 e E7. No
entanto, em carcinomas cervicais, o genoma do HPV fre-
qlentemente é integrado ao genoma da célula hospedeira,
o que leva a diminuicao da expressao de E2. Isto conduz a
altos niveis de E6 e E7 e, conseqiientemente, a uma proli-
feracao celular aumentada (6). Além disso, estudos
demonstraram que a proteina E2 do HPV 16, independen-
te de E6 e E7, é capaz de provocar apoptose em células
infectadas (30) e, também interagir diretamente com p53
(18). No estudo de Brown e colaboradores, em 2008, obser-
va-se a comprovacao da interacao de p53 com E2, inibindo
a replicacao do HPV 16 e, também, a modulacao da ativi-
dade de transcricao desta proteina.

Os canceres cervicais estdo principalmente, associados aos
subtipos de alto risco (por exemplo os tipos 16 e 18) que
expressam as oncoproteinas E6 e E7, que atuam na indu-
¢do e manutencao do fenétipo transformado, regulando o
ciclo de vida viral na célula. Estas oncoproteinas associam-
se com fatores supressores de tumor; E6 associa-se a niveis
celulares de p53 e E7 relaciona-se com a proteina retino-
blastoma (pRb), também supressora de tumor (6; 14). A
proteina E6 de HPV de alto risco liga-se a p53 que é, entdo,
degradada por agao do proteossoma. Com a funcao de p53
diminuida, ocorre descontrole do ciclo celular (aumentan-
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do a proliferacao), diminuicao da apoptose e do reparo no
DNA. Este defeito pode servir de forca motriz para a pro-
gressao de uma displasia ou cancer. A oncoproteina E7,
entre muitas outras funcodes, liga-se a pRb e aumenta a pro-
liferacao celular desfazendo o complexo pRb-E2F e a seg-
mentacao pRB para a degradacao do proteassoma. Com
isso, também, ocorre perda do controle do ciclo celular. A
perda combinada de p53 e da funcao de Rb parece agir
sinergicamente para a formacao de um processo maligno
(1; 6). Estudos recentes, como de Mellone e colaboradores,
confirmam a atuacdo destas oncoproteinas na diminuicao
da funcdo de p53 e pRb. H4 pesquisas que também
demonstram a variabilidade genética entre E6 e E7, onde
E6 mostra-se mais varidvel enquanto E7 mais conservado
geneticamente (24).

Fig. 2 Esquema da regiao longa de controle (RLC): early proteins
(E1 - E7) e late proteins (L1 e L2).
Fonte: MS, 2008.

A aquisicao do HPV no trato genital ocorre rapidamente
apos o ato sexual e, na maioria das infec¢des, incluindo os
tipos de alto risco, nédo leva a displasia. A cura espontanea
pode ocorrer dentro de 2 anos, nao sendo detectado
nenhum residuo de DNA do virus. As mulheres que desen-
volvem lesbdes cervicais, citologicamente ou histologica-
mente detectaveis, em resposta a infecgoes pelo HPV, terao
uma efetiva resposta imune mediada por células com con-
sequente regressao da lesao. Em uma pequena proporcao
de mulheres, a infeccao persistente continua podendo
levar ao desenvolvimento de lesdes cervicais de alto-grau
e cancer cervical. Uma resposta imune sistémica conside-
ravel, com neutralizacao de anticorpos anti HPV tipo-espe-
cifico, acontece em apenas 50% a 60% das mulheres infec-
tadas. Esta resposta é considerada fraca e lenta, ocorrendo
varios meses apo6s a infeccao inicial. Estudos da histéria
natural da doenca provéem evidéncias contraditérias para
a protecao por anticorpos naturalmente adquiridos contra
reinfeccdo com o mesmo gendtipo, embora exista evidén-
cia de protecao a nivel celular, do qual pode ser até mesmo
pertinente na auséncia de anticorpos. Em alguns indivi-
duos, o virus pode permanecer durante muitos anos em
estado inativado, nas células do epitélio basal, mas pode
ser reativado com supressao da imunidade (26).

Vacina do HPV

A descoberta de que as verrugas genitais e o cancer cervi-
cal estao relacionados com a etiologia do HPV levou ao
desenvolvimento de vacinas que podem prevenir o cancer
de colo do tutero. A vacinacdao preventiva deve ser dada
antes da infeccao pelo HPV, a fim de ajudar o sistema
imune a reconhecer e evitar a infecgao viral antes da entra-
da do virus na célula, ou antes que a doenca se estabeleca.
O conhecimento da biologia viral é essencial para o desen-
volvimento destas vacinas que contém o virus atenuado,
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gerando anticorpos neutralizantes dirigidos as proteinas L1
e L2 do capsideo, a qual tem papel importante na entrada
do virus na célula (29;16).

Estas vacinas, que tem efeito profildtico sobre o HPV, sao
constituidas pelo virus recombinante monoinfeccioso,
como a particula L1 do capsideo, induzindo a ativacao do
sistema imune pela fagocitose das particulas e formacao de
anticorpo contra o tipo especifico de particula do capsideo
viral recombinante. Logo, a vacina bivalente induz a for-
macao de anticorpo contra HPV 16 e 18 (responsaveis por
70% dos casos de cancer cervical), enquanto que a quadri-
valente leva a producao de anticorpo anti- HPV 6, 11, 16 e
18 (responsdaveis por 90% dos casos de cancer cervical).
Desta forma, supde-se que a vacina quadrivalente evite
lesoes de colo de utero classificadas como NIC II, NIC III,
cancer de colo de utero e verrugas genitais, sendo que este
ultimo nao é evitado pela vacina bivalente (19). Em estu-
do recente, Hildesheim e colaboradores, avaliaram a efica-
cia terapéutica da vacina contendo particulas virais contra
HPV 16 e 18 (Cervarix®) em mulheres com lesdes pré-can-
cerosas causadas HPV 16 e/ou 18. Essas mulheres foram
avaliadas por um periodo de 12 meses e ficou demonstra-
do que a vacina nao acelera a liberacao viral e nao deveria
ser usada com propésito de tratar infecgoes.

As proteinas L1 e L2 nao sao expressas no interior da célu-
la basal infectadas pelo HPV, diferentemente das proteinas
E6 e E7 que sdo expressas, nas infeccbes virdticas, em
todos os niveis do epitélio infetado. Desta maneira, vacinas
contendo proteinas E6 e E7 auxiliam também na progres-
sdo da doenca, gerando células T mediando a resposta
imune contra estas proteinas. Existem varios estudos visan-
do o desenvolvimento da vacina terapéutica tendo como
alvo as proteinas E6 e E7, ja com testes pré-clinicos e clini-
cos como as vacinas utilizando peptideos ou base protéica,
vacinas com vetor atenuado, vacinas de base celular e
vacinas de DNA. Entre as diferentes formas de vacina tera-
péutica contra o HPV, as que utilizam DNA tornaram-se
atrativas e potencialmente efetivas para imunoterapias
antigeno-especificas. A molécula de DNA é relativamente
segura, estdvel e de facil producao, podendo ser usada
para sustentar niveis altos da expressao de antigenos em
células. Além disso, desde que a vacina de DNA nao esti-
mule anticorpos contra o préoprio DNA do paciente, ela
poderé ser continuamente administrada. Vacinas de DNA,
no entanto, sao pouco imunogénicas em funcao da especi-
ficidade celular (DNA), além de ter habilidade intrinseca
para amplificar ou espalhar-se ao redor das células in vivo.
O potencial destas vacinas pode ser melhorado pela seg-
mentacao do DNA ou pela codificacao de antigenos e, tam-
bém, pela modificacdo da propriedade na expressdo anti-
génica, tendo em vista impulsionar a resposta imune pro-
vocada pela vacina (16).

As duas vacinas desenvolvidas recentemente (Gardasil® —
Merck e Cervarix® — GlaxoSmithKline) utilizam particulas
de L1 viral especificas contra o genétipo do HPV, evitando
o desenvolvimento de infeccdao. Gardasil®, vacina profilati-
ca quadrivalente, aprovada pelo Food and Drug
Administration (FDA) em 2006, foi avaliada em estudo pros-
pectivo de fase II e IlI, randomizado, double-blind, com pla-
cebo como controle, com 20.541 mulheres entre 15 anos e
26 anos de idade, em 13 paises (15; 3). Esta vacina contém
particulas virais inativadas do HPV tipo 6, 11, 16 e 18 e
hidréxido de aluminio como adjuvante, com a funcao de
impulsionar a resposta imune. Para a producao da vacina
foi utilizado tecnologia de DNA recombinante para produ-
cao das particulas virais L1 em levedo de Saccharomyces
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cerevisiae (23; 29). As mulheres avaliadas, que atendiam as
exigéncias de nao estarem gravidas, ndo apresentarem his-
térico de exame Papanicolau com anormalidades, apresen-
tarem nao mais que 4 parceiros sexuais, receberam a vaci-
na Gardasil® ou placebo, que foram administradas em 3
doses, em intervalos de 0, 2 e 6 meses. O resultado prima-
rio mostrou a incidéncia de neoplasia intraepitelial cervical
(NIC) grau II ou III, adenocarcinoma in situ, ou carcinoma
cervical invasivo relacionados com HPV 16 e 18. Resultados
secundarios incluiam a incidéncia de cada tipo de lesao
individualmente e lesdoes que continham HPV, indiferente
do tipo (HPV 16 e/ou HPV 18). Os resultados foram avalia-
dos em mulheres suscetiveis ao HPV 16 e 18 (por exemplo,
mulheres nao infectadas pelo HPV 16 ou 18 por 1 més apoés
a ultima dose), que receberam 3 doses da vacina (pelo pro-
tocolo da populacao susceptivel). Também, em mulheres
suscetiveis ao HPV tipo 16 e 18 e que receberam ao menos
1 dose da vacina (populacao susceptivel irrestrita) e em
mulheres que apesar de infectadas pelo HPV ou do estado
da neoplasia cervical, no comeco do estudo aderiram ao
protocolo de estudo (populacdao com intencao de tratamen-
to). As mulheres foram acompanhadas com exame gineco-
16gico no primeiro e sexto més apds a ultima injecao e apods
24, 36 e 48 meses. Mulheres com mais de uma lesao histo-
légica foram consideradas apenas na primeira avaliacao,
como eram as mulheres com ambos os tipos de HPV, ou
seja, tipos 16 e 18. Os resultados foram apresentados como
taxa de eficdcia da vacina, correspondente a reducao do
risco relativo (3; 15).

Esses resultados foram apresentados apds 3 anos de acom-
panhamento. A idade média das mulheres acompanhadas
foi de 20 anos e a maioria tinha vida sexual ativa. No proto-
colo da populacao suscetivel, houve 98% de eficacia das
mulheres que utilizaram a vacina quando comparadas as
que utilizaram placebo. A eficacia da vacina na populacao
suscetivel, que nado seguiu o protocolo (populacao susceti-
vel irrestrita), foi de 95%. A eficacia para ambas as popula-
¢oes suscetiveis foi de 100% para adenocarcinoma in situ.
Um percentual de 98% de todas as mulheres analisadas
recebeu ao menos uma vacina e uma visita ao médico. As
mulheres infectadas na cérvix (antes da administracao da
vacina) pelo HPV 16 (9%) e as mulheres infectadas pelo
tipo 18 (4%), tiveram anormalidades citolégicas, mesmo
tendo utilizado a vacina, ficando assim demonstrado que a
vacina nao alterou o curso das lesoes. A vacina também nao
foi eficaz para proteger contra NIC III ou adenocarcinoma
in situ quando considerados todos os tipos de HPV (HPV
tipo diferente de 16 e 18). Em um subgrupo imunogénico, a
soropositividade inicial era maior que 99% para todos os
tipos de vacina; porém, ap6s 24 meses mais de 90% das
mulheres eram soropositivas para HPV tipo 6, 11 e 16 e 68%
eram soropositivas para HPV 18. Efeitos adversos eram
semelhantes dentre ambos os grupos; porém, no grupo de
mulheres que engravidou e que a data de concepcgao calcu-
lada estaria dentro de 30 dias da data ultima injecao, havia,
estatisticamente, aumento significante do risco absoluto (5
no grupo da vacina e zero no grupo placebo) de criancgas
nascerem com alguma anomalia congénita (15).

Em 2006, Villa e colaboradores, publicaram dados sobre a
eficdcia da vacina quadrivalente a partir da segunda fase de
avaliacao dos 5 anos em curso. Neste estudo, 552 mulheres
foram incluidas nos primeiros 3 anos, sendo que um grupo de
241 foi cadastrado no inicio e, até os 2 anos seguintes, foram
incluidos mais 226 mulheres. Nesta amostragem foi verifica-
do que a vacina reduziu a incidéncia da infeccao pelo HPV
6,11, 16, e 18 em 96% (houveram 2 infectados no grupo vaci-
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nado e 46 no grupo controle), NIC e verrugas genitais foram
prevenidas em 100% nas mulheres vacinas (28).

Durante a terceira fase do estudo da vacina quadrivalente
estd sendo avaliada a eficacia em homens, para que toda a
populacao seja imunizada. Dados mais aprofundados, no
entanto, poderao ser conhecidos em aproximadamente um
ano (11). Em estudo, também, estda o tempo de eficacia da
vacina que atualmente é estimado em cinco anos (3).

A vacina bivalente Cervarix®, aprovada na Australia, para
meninas e mulheres entre 10 anos e 45 anos de idade e que
atualmente aguarda aprovacao do FDA, constitui-se tam-
bém de particula viral inativada L1, eficaz contra HPV tipo
16 e 18, e utiliza como adjuvante, para impulsionar a res-
posta imune, um sal de aluminio adicionado de um mono-
fosfolipidio (produzido pelo laboratério GlaxoSmithKline).
A vacina é produzida utilizando células de inseto infecta-
das com baculovirus e é administrada em trés doses (0, 1 e
6 meses). A fase III desta vacina foi testada com 18.644
mulheres entre 15 anos e 25 anos de idade, onde 9.258
recebem a vacina. Na andlise primdria, estudaram-se
mulheres que nao apresentavam o virus HPV e lesoes NIC
II eram utilizadas como endpoints primarios. A eficacia da
vacina foi de 90,4% para HPV tipo 16 e 18 associados a
lesdes NIC II, com 93% de eficdcia para HPV tipo 16 e 83%
para o tipo 18. Uma andlise adicional realizada com 23
mulheres com NIC II mostrou que 14 destas apresentavam
outros tipos de HPV nas lesoes. Em 3 destes casos, a causa
da lesao nao era o tipo 16, nem o tipo 18. Desta forma
pode-se ter uma eficacia de 100%. Para lesoes NIC I, a efi-
cdcia da vacina bivalente foi de 89%. Assim como a vaci-
na quadrivalente, Cervarix® apresentou reacao cruzada
contra outros tipos de HPV, como, por exemplo, HPV tipo
45 com 60% e tipo 31 com 36% (3; 29).

Um pré-requisito para a geragdo de vacinas que impede a
infeccdo por um amplo espectro de tipos de HPV é o de
conhecimentos do virus para a obtencédo de determinantes
comuns e especificos de cada tipo de resposta imune (25).
A vacina contendo particulas virais (virus-like particles -
VLPs) é estruturalmente e imunologicamente semelhante
ao virus do HPV, como determinado por microscopia ele-
tronica que tem habilidade em vincular a conformacao
dependente de anticorpos monoclonais (mAbs) (17). Niveis
altos de anticorpos neutralizantes, altamente especificos
contra a proteina L1 de cada tipo de HPV, podem ser gera-
dos ap6s a imunizacao por VLPs. A andlise dos diversos
tipos de HPV mostra um elevado grau de homologia entre
as proteinas L1 de diferentes papillomavirus; no entanto,
apesar desta semelhanca, estd bem documentado em estu-
dos de infecg¢oes genitais pelo HPV a presenca de anticor-
po especifico para cada tipo viral. Tanto a linears como a
conformacao do epitopo foram identificadas na superficie
da VLP L1 do HPV e desta forma, fica bem estabelecido
que a conformacao do epitopo seja a responsavel pela ati-
vidade neutralizante do anticorpo (31).

Estudos mostraram que a vacina contendo VLP L1 aumen-
ta a proliferacao de células T e a producao de citocinas. A
resposta mediada por citocinas mostra-se importante tanto
na inducao quanto na manutencao da resposta humoral,
enquanto que os linfécitos T citotdxicos sdo responsaveis
pela regressao do tumor (10).

As proteinas virais E6 e E7 sdo antigenos tumorais especi-
ficos que atuam nas células hospedeiras. Essas proteinas
sdo o alvo da imunoterapia, que atua através da inducgao da
proliferacao de células T de memodria (linfécitos CD8) que
reconhecem o antigeno protéico através do seu receptor,
liberando substdncias que criam um poro na membrana
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que lisa a célula hospedeira. Esta célula libera mediadores
que irao induzir a apoptose (33). Vacinas contendo E6 e E7,
no entanto, ainda estdao em fase de estudos.

No Brasil, a vacina deverd ser incorporada ao novo calen-
dario anual de imunizacao, sendo obrigatério para pessoas
com doze anos ou mais. Entretanto, o tratamento completo
apresenta um custo considerado elevado, fator este que
implica em um processo de negociacao com o laboratério a
fim de diminuir o valor do investimento e conscientizar a
populacao sobre a necessidade e os beneficios da vacina, e
assim viabilizar a incorporacao ao SUS (4).

CONCLUSAO

As vacinas disponiveis comercialmente, bivalente e qua-
drivalente sdo segundo estudos ja publicados e em anda-
mento, eficazes quando se trata de HPV 16 e 18, reduzin-
do assim, a incidéncia lesbes de alto risco de colo de utero
e até mesmo o cancer cervical.

A vacina quadrivalente protege ainda contra o HPV tipo 6
e 11 causadores de verrugas genitais. Pretende-se ainda a
realizacdo da vacinagdo em homens, objetivando protegé-
los e também evitar a disseminacao do virus. Apesar da
comprovada eficacia da vacina entre as mulheres, ainda ha
pouca adesao devido ao seu alto custo.

Atualmente, no Brasil, o Sistema Unico de Satde disponibili-
za como forma de prevencao contra o HPV, o exame de tria-
gem como o citopatolégico do cancer de colo de ttero
(Papanicolau), para detectar les6es no colo uterino. Estima-se
que em breve esteja disponivel a vacina terapéutica (a partir
das oncoproteinas E6 e E7) para as pessoas que ja tiveram
contato com o HPV e adquiriram algum tipo de lesao e pre-
ventiva para individuos ainda ndo expostos ao virus.

Com a inclusdo da vacina no calendério imunolégico, dis-
ponibilizada pelo SUS, tenderd a uma adesdo efetiva a
imunizacdao com conseqiliente menor incidéncia de lesdes
de colo de utero e de vagina. Assim, a longo prazo, sera
possivel obter gastos menores com tratamento curativo e
com subsidio a pacientes acometidas durante a idade pro-
dutiva. Com isso, a diferenca entre tratamento profilatico e
curativo serd positiva para o SUS.
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Estudo comparativo entre a prova da fosfatase
alcalina e a analise microbioldgica de leite humano
processado em banco de leite do Recife — PE

Comparative study between the test of the alkaline fosfatase and the microbiological
analysis of human milk processed at milk bank of Recife - PE

Elma Freitas do Nascimento’ & Maria do Rosario de Fatima Padilha’

/RESUMO - O leite materno pasteurizado nos Bancos de Leite Humano passa pelo controle de qualidade microbiolégico, a fim de\
disponibilizar um leite isento de contaminacao. Outro método é a prova da Fosfatase Alcalina: enzima totalmente inativada durante a
pasteurizagao. Na escolha de um novo método, algumas consideracoes devem ser seguidas, como: condicoes ideais de analise, custo,
tempo de andlise e complexidade do método. Sendo assim, este trabalho teve por objetivo comparar a eficiéncia da analise da
Fostatase Alcalina com a microbiolégica para, avaliar a qualidade do leite materno pasteurizado no Banco de Leite Humano do
Hospital Agamenon Magalhaes. Setenta e cinco amostras foram coletadas em vidros estéreis, sendo realizados ensaios em triplicata,
atingindo um total de 225 andlises: 25 amostras de leite cru para controle do teste da Fosfatase Alcalina; e 50 amostras de leite pas-
teurizado, sendo metade empregada para cultura microbiolégica e metade para andlise de deteccao da Fosfatase Alcalina em leite.
Os resultados evidenciaram, em ambas as andlises, pasteurizacao adequada. No entanto, a andlise da FA, mostrou ser um método sim-
ples, pratico, rdpido e de menor custo quando comparado a analise microbiolégica, o que facilita sua adocao pelos Bancos de Leite

Humano.

PALAVRAS-CHAVE - Banco de Leite, Pasteurizacao, Fosfatase Alcalina, Leite Humano. /

SUMMARY - The pasteurized mother milk in the Human Milk Banks passes for the microbiological quality control, in order to dispose\
a milk exempt of contamination. Another method is the test of the Alkaline Fosfatase: enzyme totality inactivated during the pasteur-
ization. In the choice of a method some considerations must be followed, as: ideal conditions of analysis, cost, time of analysis and
complexity of the method. Being thus, this work had for objective to compare the efficiency of the analysis of the Alkaline Fosfatase
with the microbiological one to evaluate the quality of pasteurized mother milk in the Human Milk Bank of the Hospital Agamenon
Magalhdes. Seventy and five samples had been collected in barren glasses, being realized assays in third copy, reaching a total of 225
analyses: 25 of raw milk for control of the test of the Alkaline Fosfatase; and 50 of pasteurized milk, being half for microbiological cul-
ture and half for analysis with piece for detention of Alkaline Fosfatase in milk. The results evidenced in both analyses adequate pas-
teurization. However, the analysis of the FA showed to be a simple method, practical, fast e of lesser cost when compared with the
microbiological analysis, what it facilitates its adoption for the Human Milk Banks.

KEYWORDS - Milk bank, Pasteurizagdo, Alkaline Fosfatase, Human Milk. Y,

INTRODUCAO

amamentacao, além de aumentar o vinculo afetivo

mae-filho, evita a contaminacao do leite materno, pois
o produto vai direto da fonte, o peito, ao consumidor, o
bebé”. No entanto, alguns recém-nascidos, geralmente
prematuros e/ou baixo peso, podem estar impossibilitados
clinicamente de mamarem; entao, se faz necessaria a orde-
nha deste leite. Para oferecer uma melhor qualidade do
leite ordenhado oferecido a estes bebés foram criados os
Bancos de Leite Humanos — BLH™.
A Rede Nacional de Banco de Leite Humano — REDE BLH" -
define BLH como “responsavel pela promocéao e incentivo ao
aleitamento materno e execucao das atividades de coleta,
processamento e controle da qualidade do colostro, leite de
transicao e leite humano maduro, para posterior distribuicao”.
Hoje, o Brasil comporta 175 Bancos de Leite Humano, sendo
34 destes localizados no Nordeste, dos quais apenas 9 estao
em Pernambuco, que compreende: Hospital Agamenon
Magalhaes (HAM), Hospital Barao de Lucena (HBL),
Hospital de Avila, Hospital das Clinicas de Pernambuco
(HC), Hospital Dom Malan, Hospital Esperanca, Hospital
Jesus Nazareno, Instituto Materno Infantil (IMIP) e
Maternidade Professor Monteiro de Morais (CISAM)™.
Dentre os servicos acima citados, destacam-se o IMIP, que
é um Centro de Referéncia Nacional em Aleitamento e pri-

meiro do Brasil a receber o titulo de Hospital Amigo da
Crianca em 1992 e 0 HAM que, além de possuir o titulo
de Hospital Amigo da Crianca desde 1995, é responsavel
pelo processamento do leite ordenhado in loco, como tam-
bém de amostras do Hospital Bandeira Filho e da
Maternidade Barros Lima. Estes dois tltimos hospitais nao
possuem BLH, apenas Postos de Coleta de Leite Materno.
Nos Bancos de Leite, o leite materno, apés ordenha assép-
tica e num prazo maximo de 15 dias a partir de sua coleta,
deve ser pasteurizado e passar por um rigoroso controle da
qualidade, a fim de disponibilizar um produto com alto
valor nutritivo e isento de contaminacgao”.

Segundo Costa®™, a pasteurizacao é o tratamento aplicado
ao leite humano, que visa a inativacao térmica de 100% das
bactérias patogénicas e 90% de sua flora saproéfita, através
do bindémio temperatura/tempo de 62,5°C durante 30 minu-
tos, baseado na inativacao térmica da Coxiella burnetti.

No que se refere a andlise do leite pasteurizado, segundo a
Rede BLH12, "o cultivo dos indicadores deve ser simples,
economicamente vidvel e seguro, minimizando a possibili-
dade de resultados falso-positivos”. Por este motivo, novos
métodos sao propostos e alguns aceitos ao se enquadrarem
nestas exigéncias.

Atualmente, o controle da qualidade do leite humano é
realizado através da andlise microbiolégica proposta por
Novak e Almeida', utilizada, desde entao na rotina dos
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Bancos de Leite do pais, que verifica a presenca ou ausén-
cia de coliformes totais no leite pasteurizado através de
cultura em Caldo Verde Bile Brilhante Lactose por 48 horas
em estufa. Anteriormente a esta, o método usado era do
Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes™. Por outro
lado, Behmer® sugeriu outra andlise para garantir a quali-
dade do leite em escala industrial: a prova da enzima
Fosfatase Alcalina.

As enzimas sao substancias capazes de acelerar reacoes
quimicas sem serem consumidas nem compor no produto
final da reacao, sendo inativadas ou decompostas pela
acao de acidos e bases fortes, certos téxicos ou pelo calor®.
A Fosfatase Alcalina, enzima termossensivel, estd presente
em praticamente todos os tecidos do organismo, sendo a
Ossea e a hepdtica muito conhecidas clinicamente®!. Esta
enzima catalisa a hidrélise de ésteres fosféricos que, den-
tre outras fungoes, auxiliam na mineralizacao 6ssea®'.

No leite cru, a fosfatase alcalina esta sempre presente e é
totalmente destruida em aquecimento e temperaturas oti-
mas®®1%  Com base nesta informacao, em 1933, Kay e
Graham sugeriram a primeira reacao de fosfatase no leite® '
para verificar a eficiéncia da pasteurizacdao. Segundo estes
autores e VARNAM e SUTHERLAND?, ela é totalmente ina-
tivada a uma temperatura de 62°C por 30 minutos.

A primeira prova de Fosfatase Alcalina baseava-se em
incubar o leite com “fenil fosfato dissédico”, liberando
fenol e a cor produzida era comparada com o comparador
de Lovibond, que nao poderia exceder 2,3 unidades azuis
de Lovibond™".

Segundo Vilas', até 1960 a prova de Kay e Graham foi uti-
lizada como a prova oficial de fosfatase, sendo depois subs-
tituida pela reacao, mais rapida, de Aschaffenburg e
Mullen — modificada por Tramer e Wight em 1963 — usada
oficialmente para leite pasteurizado em escala industrial.
Esta reacao consiste em incubar de 1 a 5 mL de leite em
para-nitrofenil-fosfato diss6dico, devidamente tamponado,
por 2 horas em 37/38°C. Se houver fosfatase, a solugao
apresentard uma cor amarela, devido a formacao de nitro-
fenol, que deve ser comparada ao disco de Lovibond, gra-
duado em pg de para-nitrofenol/mL de leite. O resultado
deve ser menor ou igual a 10 ng de para-nitrofenol/mL.
Por outro lado, Behmer” enfatiza que esta prova pode
durar de 30 minutos, prova rapida, a 24 horas, prova lenta.
Atualmente, existem métodos bem mais rdpidos e seguros,
como, por exemplo, as tiras de Fosfatase Alcalina (grafico 1).
Essas tiras utilizam o mesmo principio da reacéo oficial para a
industria de leite, sendo mais réapidas e faceis de visualizacéao.
Varnam e Sutherland” descrevem as andlises realizadas
nos diversos tipos de leites de vaca em escala industrial e
os testes enzimaticos, inclusive a prova da fosfatase alcali-
na, € obrigatéria para estes leites.

Segundo Schonherr®, qualquer tipo de pasteurizacao des-
tréi a fosfatase lactea e, por isso, a andlise por esta enzima,
pode ser utilizada para verificar a higiene do leite subme-
tido a este processo.

Como caracteriza Torre", a prova da fosfatase alcalina, pela
sua facilidade e rapida execucao, constitui um elemento
fundamental de andlise precoce de uma boa pasteurizacao.
Mesmo com vantagens de execucdao rapida e eficaz, a
prova da fosfatase alcalina, ainda néao é aplicada na avalia-
cao do leite humano. Diante do exposto, surgiu a necessi-
dade de comparar a andlise microbiolégica e a prova da
fosfatase, cujo objetivo comum, visa verificar a eficiéncia
da pasteurizacao e avaliar as vantagens deste novo méto-
do para a qualidade do leite humano oferecido em Banco
de Leite Humano do Recife.
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MATERIAL E METODOS

Amostras de 200 mL de leite materno foram coletadas em
vidros estéreis, no Banco de Leite Humano do Hospital
Agamenon Magalhaes, de nutrizes doadoras, com no
maximo dez dias de pés-parto, durante o periodo de setem-
bro de 2005 a abril de 2006.

Para a selecao fisico-quimica dos leites, foram usados
os padrdes de acidez e crematécrito afixados nas normas
da ANVISA®: com acidez menor ou igual a 8°D (graus
Dornic) e com crematécrito maior ou igual a 250Kcal/L,
respectivamente.

O tamanho amostral foi de 75 amostras, nas quais foram
realizadas em triplicata, num total de 225 anélises, distri-
buidas em trés grupos: Grupo A (controle), com 25 amos-
tras de leite cru para testar a eficiéncia do kit da Fosfatase
Alcalina (tiras) e provar que as amostras cruas continham
Fosfatase Alcalina; Grupo B, constituido de 25 amostras de
leite pasteurizado para andlise microbiolégica e Grupo C,
com 25 amostras de leite pasteurizado para andlise da
Fosfatase Alcalina.

As amostras de leite cru foram submetidas a selecdo inicial
recomendada e, ap6s, colhidas aliquotas de 5 mL em tubos
de ensaio estéreis com o auxilio de pipetas estéreis. A
seqguir, as amostras do Grupo A foram pasteurizadas no
Banco de Leite, conforme normas do Ministério da Saude??,
sendo, em seguida, colhidas duas amostras: uma para o
Grupo B e a outra para o Grupo C.

Do total de amostras do Grupo B, 50 foram enviadas
ao Laboratorio Central Julido e as 25 restantes, ao
Laboratério Central do Estado (LACEN), conforme prética
usual neste hospital.

1. Determinacao microbiolégica

A andlise microbiolégica de leite humano utilizando Caldo
Verde Brilhante segue as normas afixadas pela ANVISA™,
baseada no estudo de Novak e Almeida', o qual consiste
em incubar 4 mL de leite pasteurizado em meio de cultivo
com Caldo Verde Bile Brilhante Lactose.

O Caldo Verde Bile Brilhante Lactose foi preparado na
concentracao de 50g para cada litro de dgua recém-desti-
lada, distribuido em tubos de ensaio contendo tubo de
Durhan - 10mL em cada tubo - e autoclavado a 121°C por
15 minutos. A seguir, acrescentou-se 4mL da amostra a ser
analisada e incubou-se a 36°C +1°C por 24 a 48 horas. A
presenca ou auséncia de gds no tubo de Durhan indica,
respectivamente, teste positivo ou negativo para colifor-
mes. Nos casos positivos, o resultado era confirmado atra-
vés de nova inoculacao, em tubos de 40g/L de dgua recém-
destilada, desta amostra com o auxilio de uma alca de pla-
tina e incubadas novamente a 36°C+1°C por 24 a 48 horas.

2. Determinacao da Fosfatase Alcalina

Para a realizacao da prova da enzima Fosfatase Alcalina no
leite foram utilizadas tiras reagentes da Laborclin® - kit da
prova de Fosfatase Alcalina no leite, em tiras,Céd. 917000,
Lote 50815014 -, onde se adicionou 1 mL da amostra em
um tubo de ensaio, o suficiente para imergir a parte rea-
gente da tira, aguardar 2 a 3 minutos e, a seguir, realizar a
leitura. Nos casos negativos, as tiras foram incubadas em
estufa por uma hora, a 37°C, a fim de confirmar o resulta-
do. Foi considerado resultado positivo (presenca da enzi-
ma), quando a parte reagente da tira apresentou coloracao
amarela, e negativo (auséncia da enzima) quando nao
apresentou coloracdo ou uma coloracdo amarelo-pélida.
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Analise estatistica

Os dados obtidos foram comparados e avaliados estatisti-
camente pelo teste do qui-quadrado (x?), com correcao de
Yates nos casos necessdrios, para verificar a existéncia de
diferenca significativa entre as duas analises.

RESULTADOS

Resultados e Discussao

Os resultados das andlises para a fosfatase alcalina estao
apresentados na figura 01. No Grupo A, observou-se que
em todas as amostras analisadas o resultado foi positivo
para a enzima. Isto mostra que o kit se comporta de forma
eficaz, pois no leite cru a FA estd presente.

Ap6s a pasteurizacao, todas as amostras dos grupos B e C
mostraram resultado negativo (figura 1), indicando que a
pasteurizacao foi realizada com sucesso.

N° de Amostras

Figura 1. Resultado das andlises para a fosfatase alcalina (FA) no leite
cru (Grupo A), e no leite pasteurizado (Grupos B e C)

Foi visualizada nitida diferenca de coloracao do leite cru
(grupo A), para o leite pasteurizado (grupo C), positivo e
negativo, respectivamente, conforme observa-se na figura 02.

Figura 2. Amostras de tiras de Fosfatase Alcalina. Em cinza, amostra
de leite cru, e em palido, mesma amostra apds pasteurizacao.

Os dados obtidos de ambas as andlises, quando submeti-
dos a anadlise estatistica, mostraram um valor do ¥* de
73,0133, enquanto que o valor critico para alfa de 1% e 5%
é de 6,63 e 3,84, respectivamente. O valor do x* calculado
foi maior que o valor do y* tabelado ao nivel de significan-
cia de 1% e 5%, portanto ndo ha diferenca significativa
entre ambas as anélises.

No que se refere ao tempo de liberacao dos resultados, o
Laboratorio Julido enviou a analise numa média de 13 dias,
enquanto que o LACEN, em 26 dias.

DISCUSSAO

Segundo a REDE BLH", o leite humano processado em
Bancos de Leite Humano deve passar por rigoroso contro-
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~ le da qualidade, sendo atualmente utilizado o Caldo Verde
Brilhante para este controle. No entanto, Behmer® refere
que a Fosfatase Alcalina — FA - é totalmente inativada no
leite pasteurizado corretamente, e isto lhe concede a fun-
cao de ser um indicador de eficacia deste procedimento.
Schonherr® cita que qualquer tipo de pasteurizacao, da
lenta a rapida, € capaz de destruir a fosfatase alcalina e
que os microrganismos presentes no leite sdo destruidos,
em geral, mais rapidamente do que a fosfatase. Por isso,
ele recomenda que a anélise desta substancia seja utiliza-
da como regulador do “efeito higiénico” da pasteurizacao.
Neste estudo, comprovou-se que o kit de FA utilizado se
comporta de forma eficaz, ao nivel de significancia de 95%,
pois no leite cru a FA deve estar presente®'?'1516 sendo,
portanto, detectada em todos os leites crus analisados e
ausente nos leites pasteurizados, fato também confirmado
em 100% das amostras.
Torre™, em 1966, ja se referia a prova da FA como de facil
e rapida execugao, além de ser util na identificagdao preco-
ce de um processo adequado de pasteurizacao. Isso corro-
bora com um dos objetivos da Rede BLH é expansao dos
Bancos de Leite Humano no Brasil", para atingir a maior
parte da populacao e reduzir a mortalidade infantil, um
método mais rapido, pratico e de menor custo, beneficiaria
o processamento do leite em unidades menores que preci-
sariam, ou precisam, de mais recursos e equipamentos
para sua manutencao.
Neste enfoque, o estudo apresentou diferenca significativa
entre os métodos. No método usual - Caldo Verde
Brilhante, baseado no estudo de Novak e Almeida' -, ha
necessidade de grande quantidade de material, de maior
espaco de tempo e de mao-de-obra para preparo do meio
de cultura, que tem como passo seguinte incubar por 48hs
em estufa. Por outro lado, o método proposto ja esté pron-
to para uso, obtendo-se resultado imediato ou em até uma
hora — tempo necessario para comprovar o resultado nega-
tivo — além de haver sensivel reducao de material, tempo e
mao-de-obra. O método usual, em alguns servicos, neces-
sita ainda de transporte para envio de material aos labora-
térios externos, pois este procedimento nao é realizado no
préprio hospital. No entanto, este novo método pode ser
realizado "in loco"”, diminuindo também os custos com
transporte.
Para a Rede BLH", "o cultivo dos indicadores deve ser sim-
ples, economicamente viavel e seguro, minimizando a pos-
sibilidade de resultados falso-positivos”. Portanto, sendo a
andlise da FA tao eficaz quanto a microbiolégica, com a
vantagem de ser mais facil de ser executada e de otimizar
tempo e custo, poderia ser aplicada em larga escala, em
toda a Rede BLH, em substituicdo a comumente usada, ou,
ainda, ser utilizada como primeira prova para garantir a
qualidade do leite pasteurizado, disponibilizado pelos
Bancos de Leite Humano.
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Controle de qualidade de técnicas realizadas nos
laboratérios de parasitologia da Secretaria Municipal
de Saude do Municipio de Salvador, Bahia

Quality control of the parasitological techniques used in the laboratories of clinical
analyses of the Department of Health of the Salvador City, Bahia
Souza' R.F. & Amor’ A.L.M.

Controle de Qualidade Interno ainda ineficaz ou inexistente.

/RESUMO - As infecgdes por enteroparasitos estao entre os mais freqiientes agravos infecciosos, estimando-se que o nimero de infec-\
tados no mundo seja de aproximadamente 3.5 bilhoes de pessoas e no Brasil, 130 milhoes de habitantes sao acometidos por alguma
espécie de parasito intestinal. Desta forma, métodos laboratoriais para diagnéstico dos agentes etiolégicos das doencas parasitarias
intestinais sdo de extrema relevancia. O objetivo deste trabalho foi caracterizar o controle de qualidade interno nas fases do processo
pré-analitico, analitico e pés-analitico utilizado nos laboratérios de Anaélises Clinicas da Secretaria Municipal de Satde de Salvador
em 2008, comparando-o com resultados obtidos em 2005. Detectou-se precariedade quanto a padronizacao e execucao das técnicas
nos Laboratérios de Parasitologia da Secretaria Municipal de Satde de Salvador em 2005 e 2008, evidenciando um Programa de

PALAVRAS-CHAVE - Técnicas parasitologicas. Parasitos intestinais. Diagnéstico. Y,

Quality control.

/SUMMARY - The infections for enteroparasites constitutes a severe problem to public health, esteem that the number of infected m\
the world is of approximately 3.5 billion people and in Brazil, 130 million inhabitants are infected by some species of intestinal para-
site. Thus parasitological techniques for diagnosis of the intestinal parasite are of extreme relevance. The objective of this work was
to characterize the internal quality control in the phases of the process daily pay-analytical, analytical and after-analytical used in the
laboratories of Clinical Analyses of the City department of Health of Salvador in 2008, comparing it with results gotten in 2005.
Precariousness how much to the standardization and execution of the techniques in the Laboratories of Parasitology of the Municipal
Secretary of Health of Salvador in 2005 and 2008 was detected, evidencing a Program of inefficacious or still inexistent Internal

KEYWORDS - Parasitological techniques. Intestinal parasites. Diagnosis. J

INTRODUCAO

As infecgoes por enteroparasitos estao entre os mais fre-
quentes agravos infecciosos encontrados em todas as
dreas geograficas do planeta, mostrando-se mais frequien-
tes em paises temperados. Estima-se que o ntmero de
infectados no mundo seja de aproximadamente 3.5 bilhoes
de pessoas. No Brasil, este tipo de parasitose ainda se
encontra disseminada e com alta prevaléncia, sendo que
130 milhées de habitantes sao acometidos por alguma
espécie de parasito intestinal (CAMPOS et al. 1988; HOS-
HINO-SHIMIZU et al. 2003).

O diagnostico clinico e acurado das parasitoses humanas é
dificil, por isso deve-se buscar através do exame laborato-
rial o auxilio para a diferenciacdao do agente etiol6gico.
Assim, para os parasitos intestinais e do sangue a demons-
tracao morfolégica do(s) estagio(s) de diagnéstico é o prin-
cipal meio para estabelecer uma diagnose diferencial e
definitiva. Para o controle de qualidade em laboratério de
Parasitologia Clinica hd uma preocupacao em evitar o diag-
néstico laboratorial incorreto, que tem em sua origem dois
tipos de erros: erros de procedimento pelo uso incorreto do
microscépio, da preparacao inapropriada dos esfregacos, da
deficiéncia do exame ao longo das etapas de preparacao,
de uma observacao rapida das preparacoes, da falha no uso
de aparelhos de medida, do erro de técnicas; erros de inter-
pretacdo ocorrem pela falta de conhecimento das vérias
espécies, da presenca de artefatos (como no caso dos exa-
mes de fezes), das varia¢des morfologicas apresentadas por
micro-organismos (DE CARLI e OLIVEIRA, 2001).

No que diz respeito aos parasitos intestinais, a maioria é
diagnosticada pelo exame de fezes, embora outros mate-
riais, como urina, escarro, secrecoes urogenitais, aspirados,
tecidos, conteido duodenal e espécimes obtidos por bid-
psia, possam ser utilizados para a identificacao de certas
espécies (PRICE, 1993).

Uma identificacao segura e correta de um parasito depen-
de de critérios morfolégicos, os quais estdo sujeitos a uma
colheita bem feita e a uma boa preservacgao dos espécimes.
Um material fecal inadequadamente escolhido, velho ou
mal preservado serd de pequeno valor para o diagnostico
(DE CARLI, 2001).

Meétodos laboratoriais para diagnéstico das doencas para-
sitarias sao de extrema relevancia. Ha uma variedade em
metodologias que permite o reconhecimento de espécies
de parasitos, tanto especificas, quanto aquelas de concen-
tracdo destinadas a observacao de diferentes formas evolu-
tivas (MARIANO et al. 2005).

Apesar da existéncia de inimeros métodos, qualitativos e
quantitativos, propostos para o exame parasitolégico de
fezes, todos tem sido objeto de criticas variadas, quer pela
complexidade e baixa sensibilidade quer pelo elevado
custo de execucao, restringindo suas utiliza¢oes na rotina
laboratorial de exame de fezes (CHAVES et al. 1979).

O nivel da performance de qualquer diagnéstico de labora-
tério em Parasitologia Clinica é um reflexo direto do treina-
mento e da qualificacdo do pessoal técnico, dos recursos do
laboratério e dos esforcos positivos concernentes a melhoria
do desempenho. A aplicacao dos procedimentos de
Controle de Qualidade (CQ) para o diagndstico parasitolo-
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gico talvez ainda nao apresente regras rigidas em conse-
gliéncia da indefinicdo e do equacionamento dos diferentes
procedimentos de diagnoéstico. O CQ é realizado através do
monitoramento da metodologia empregada na realizacao
de um processo analitico (ASH e ORIEHL, 1991).

O CQ inclui: a) preparacao adequada, armazenamento e
preservacao dos espécimes submetidos ao diagnoéstico; b)
avaliacao permanente dos reativos e reagentes; ¢) monito-
ramento do equipamento; d) correta supervisao e treina-
mento periédico da equipe técnica; e) uso de manuais de
procedimentos, revistas especificas e referéncias bibliogra-
ficas, as quais sempre deverao estar a disposicao dos técni-
cos e analistas dos laboratérios (DE CARLI, 1994).

Todas as atividades realizadas pelo laboratoério sao direta-
mente conduzidas por um programa de Garantia da
Qualidade (GQ) que assegura a qualidade de todo o pro-
cesso. As Boas Préticas Laboratoriais (BPL) sao normas,
dispostas neste programa, que disciplinam a organizacao,
o funcionamento e as condicoes sob as quais os exames sao
planejados, registrados, liberados e como as amostras sao
preservadas e descartadas e os resultados arquivados.
Essas normas incluem: atividades pré-analiticas (treina-
mento do pessoal técnico, preparacao do paciente, colhei-
ta da amostra, qualidade e volume das amostras, transpor-
te e identificacao das amostras); atividades analiticas

(manual de procedimentos para processamento dos espéci-
mes e identificacao dos parasitos em seus estagios de diag-
noéstico; descricao dos métodos e / ou das técnicas; plano
de acao corretiva quando os resultados esperados nao sao
obtidos); atividades poés-analiticas (informacodes verbais,
escritas ou por meios eletronicos, do laboratério ao clinico,
permitindo tratamento imediato do paciente; informacoes
relacionadas com a qualidade dos espécimes fecais) (GAR-
CIA e BRUCKNER, 1997).

O CQ interno, um dos componentes do programa de CQ,
consiste na documentacao do correto funcionamento dos
reagentes e equipamentos em determinados intervalos de
tempo e na avaliacao da performance das amostras indivi-
duais, e, dentro de cada lote, na realizacao de estudos de
reprodutibilidade. No CQ interno, é necessario e importan-
te seguir as seguintes fases: a) controlar o corante apés
nova preparacao (ou quando um novo numero de lote é
comprado) e anotar o periodo de validade no rétulo do fras-
co; b) controlar semanalmente os métodos de coloracao
permanente com amostras positivas e registrar todos os
resultados do CQ; c¢) quando amostras positivas nao sao
disponiveis, usar fezes contendo células epiteliais ou pus
(STERWART e KOEPKE, 1989).

Todo laboratério de Parasitologia deve ser submetido a pro-
gramas de proficiéncia (Controle de Qualidade Externo)
para por em pratica uma imparcial avaliacdo dos procedi-
mentos de diagnéstico. O controle deve ser aplicado a todas
as areas da Parasitologia. A existéncia de um material de
referéncia é de importancia primordial na comparacao das
amostras clinicas com os organismos desconhecidos duran-
te os treinamentos regulares e no treinamento dos novos
analistas. O material ideal inclui: ovos e larvas de helmintos
e cistos de protozoarios intestinais preservados no formal-
deido; esfregagos permanentes corados para o estudo de
oocistos, cistos e trofozoitos de protozodrios intestinais; sli-
des coloridos, atlas, livros, cartazes fixados as paredes e
manuais de diferentes autores usados como materiais de
referéncia, indispenséveis para o funcionamento de quali-
dade do laboratério (NEIMEISTER, 1992).

O manual de procedimentos deve conter as instrucoes e
informacoes especificas para todo o laboratério. O uso cor-
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reto do manual reduzird os erros e ird impedir que as con-
dutas comprometedoras nao se tornem procedimentos de
rotina (DE CARLI, 1994).

Para realizar o controle interno da qualidade em laborato6-
rio de Parasitologia os técnicos deverao ser submetidos a
treinamentos constantes para capacitagao sobre o tema.
Um dos cuidados primordiais é quanto a qualidade do pro-
cessamento e andlise da amostra, onde se pode oferecer com
certa freqiiéncia, ao nivel de teste, uma amostra sabidamen-
te positiva e comparar com os resultados obtidos pelos técni-
cos, visando com isso, uma fidedignidade e confiabilidade
nos resultados gerados no laboratério (MELVIN e BROOKE,
1982; NEIMEISTER, 1992; GARCIA e BRUCKNER, 1997).
Existe, em conseqiiéncia do que foi exposto, a necessidade
imediata de um correto e preciso diagnéstico laboratorial
das parasitoses humanas, descartando, desta forma, o sur-
gimento de resultados falso-positivo e/ou falso-negativo, no
qual pode levar a um tratamento inadequado ou desneces-
sario para o paciente. O presente trabalho tem como objeti-
vo caracterizar o controle de qualidade interno nas fases do
processo analitico (pré-analitico, analitico e pés-analitico)
quanto as analises de parasitolégico de fezes utilizado nos
laboratérios de Andlises Clinicas da Secretaria Municipal
de Satide do Municipio de Salvador, estado da Bahia, no
ano de 2008, comparado a resultados obtidos em 2005 em
laboratoérios da rede. Este trabalho faz-se de grande impor-
tancia para gestores publicos e profissionais farmacéutico,
pois os resultados obtidos poderao subsidiar tomada de
decisoes serem implantadas para garantir a qualidade e
confiabilidade dos exames prestados a populacao.

MATERIAL E METODOS

Participaram do presente estudo seis laboratoérios de
Anélises Clinicas situados no municipio de Salvador, coor-
denados pela Secretaria Municipal de Satude, onde se
observou, em cada um dos laboratérios, dados sobre
“Controle de Qualidade Interno no setor da Parasitologia”.
A coleta de dados foi realizada em visita aos Laboratérios
selecionados, a partir de aplicacdo de questionario conten-
do abordagens sobre os processos pré-analiticos, analiticos
e poés-analiticos, no qual envolve as metodologias utiliza-
das para os exames de Parasitologia. As informacoes pres-
tadas por farmacéutico clinico responséavel pelo setor. O
periodo para a coleta compreendeu os meses de janeiro a
abril de 2008. Os resultados foram comparados aos obtidos
no ano de 2005 (SOUZA et al, 2005; SOUZA e AMOR,
2008) e digitados no programa Microsoft Excel para con-
feccdo de tabelas e gréficos e, posteriormente, analisados
pelo programa Epilnfo versao 3.3.2.

O presente trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité
de Etica da Faculdade de Tecnologia e Ciéncias. A identi-
ficacdo dos laboratérios mantida em sigilo, assegurando o
anonimato e a confidencialidade das informacoes, nao
constando nomes dos locais nas bases de dados e os resul-
tados apresentados a Secretdria Municipal de Saude do
Municipio de Salvador — Bahia.

RESULTADOS

Nos seis laboratérios pesquisados em 2008, observou-se
que as técnicas mais utilizadas foram: sedimentacao
espontanea (n = 3), sequida de sedimentacao por centrifu-
gacao (n = 3). Em 2005, seis laboratérios realizavam a téc-
nica da sedimentacdo espontanea; dois laboratérios, sedi-
mentacao por centrifugacao e, trés laboratérios a técnica
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de Baermann-Moraes. Dados comparativos mostrados na
Figura 1.

S N N R

2005 2008

====Sedimentacdo espontanea
====Sedimenta¢do por centrifugacéo
Baermann

Figura 1 - Principais técnicas utilizadas em seis laboratérios de Analises
Clinicas da Rede Municipal de Satide no periodo de 2005 e 2008.

Na Figura 2, nota-se que, para 2008, o tempo entre a cole-
ta e analise das amostras variou entre 3 horas (n = 2) e 24
horas (n = 2), ja em 2005, o tempo méximo entre a coleta e
a andlise das amostramos foi de 4 horas (n = 3).

25

15

05

2005 2008

|. 2 Horas M 3 Horas O 4 Horas O 6 Horas M 24 Horas |

Figura 2 - Tempo decorrido entre a coleta e analise das amostras em
seis laboratérios de Analises Clinicas da Rede Municipal de Saude de
Salvador em 2005 e 2008.

Na Figura 3, observou-se que a maioria dos laboratérios em
2008, (n = 4), mantém suas amostras acondicionadas em
temperatura ambiente até o momento da andlise. Fato veri-
ficado em todos os laboratérios analisados em 2005 (n = 6).

—
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1
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0

B Refrigeragéo
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B Temperatura Ambiente
O Sala com Ar Condicionado|

Figura 3 - Principais formas de acondicionamento das amostras no
periodo entre a coleta e andlise em seis laboratérios de Andlises
Clinicas da Rede Municipal de Satide de Salvador em 2005 e 2008.

Dos seis laboratérios pesquisados em 2008, apenas trés
registram em seus laudos dados observados nao restritos
ao registro de formas parasitarias, como por exemplo, pre-
senca de sangue (n = 1) (dado macroscépico), seguido de
leucécito (n = 2) (dado microscépico). Dados comparativos
dos periodos 2005 e 2008 dispostos na Figura 4.
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Figura 4 Dados macro e microscopios registrados nos laudos de seis
laboratérios de Andlises Clinicas da rede municipal de saude de
Salvador em 2005 e 2008.

De acordo com a Figura 5, pode-se analisar que para os
procedimentos, a dgua potavel (tratada pela empresa baia-
na responsavel) é utilizada por todos os laboratérios (n = 6)
para o ano de 2008 - no estudo realizado em 2005, esse
perfil variou.
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Figura 5 Tipo de agua utilizada nos procedimentos parasitolégicos em
seis laboratorios de Andlises Clinicas da Rede Municipal de Satide em
2005 a 2008.

Com relacao a quantidade de laminas que sao lidas pelos
técnicos para cada amostra fecal analisada nos diferentes
laboratérios, observa-se que, em 2008, em cinco deles
ocorrem leitura de apenas duas laminas, seguido de
um laboratério que realiza leitura de trés laminas. Em
2005, em todos os laboratérios pesquisados (n = 6) ocorria
leitura de apenas duas laminas para cada amostra. Como
demonstra a Figura 6.

~ o1 o

B 1Lamina

w

B2 Laminas

>

13 Laminas

—

Presentes ~ Ausentes  Presentes  Ausentes

Figura 6 - Quantidade de laminas utilizadas para leitura de cada
amostra em seis laboratérios de Andlises Clinicas da Rede Municipal de
Satde de Salvador - 2005 e 2008.

Na Figura 7, observa-se que todos os laboratérios pesqui-
sados em 2008 utilizam para suas andlises o emprego de
apenas um método para diagnoéstico de parasito intestinal
(n = 6); em 2005, a maioria também utilizava apenas um
meétodo.
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Figura 7 - Quantidade de métodos utilizados para andlises das
amostras em seis laboratérios de Analises Clinicas da Rede Municipal
de Saude de Salvador em 2005 e 2008.

No que refere a participacao dos laboratérios em progra-
mas de proficiéncia (Controle de Qualidade Externo),
nenhum deles vincula-se a esse controle, tanto em 2005,
quanto em 2008 (Figura 8).

Figura 10 Tipos de treinamento em seis laboratérios de Andlises
Clinicas da rede municipal de satude de Salvador em 2005 e 2008.

Dos seis laboratérios pesquisados, apenas um (n = 1), pos-
sui Procedimento Operacional Padrao (POP) para realiza-
cao das técnicas de exames parasitologicos de fezes (Figura
11). Dados de 2005 para este tépico nao foram relatados.
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17%
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Figura 8 - Participacdo em programa de proficiéncia (Controle Externo
de Qualidade) em 6 laboratérios de Analises Clinicas da rede municipal
de satide de Salvador em 2005 e 2008.

Em relacao ao treinamento dos colaboradores para realiza-
cdo das atividades técnicas em laboratério de
Parasitologia, observa-se em dois laboratérios, para o ano
de 2008, presenca de treinamento quando hé instalacao de
um novo equipamento. No estudo feito em 2005, os treina-
mentos nao eram realizados (Figura 9).

Z
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ll Semanal ® Anual O Instalagdo de Novo Equipamento O Outros]

Figura 9 - Forma de treinamento dos colaboradores na realizacao das
atividades técnicas da Parasitologia em 6 laboratérios de Analises
Clinicas da rede municipal de saude de Salvador em 2005 e 2008.

Conforme Figura 10, verifica-se que (n = 3) laboratérios,
treinam seus funciondrios por manutencdao de amostras
positivas para revisao, seguido de leitura por diferentes
técnicos de mesma amostra — verificada em (n = 3) labora-
térios e de outras metodologias. Em 2005, esse treinamen-
to nao foi registrado.
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Figura 11 - Presenca de POP’s em seis laboratorios de Andlises Clinicas
da rede municipal de satde de Salvador em 2008.

DISCUSSAO

Com base nos resultados apresentados, ha uma fragilidade
quanto ao tipo de técnica parasitolégica utilizada, podendo
levar a um aumento de resultado falso-negativo, visto que
a técnica mais e/ou somente utilizada é Sedimentacao
Espontanea (Figura 1). Como registrado por Lima (1992) e
Neves (2000), este método é indicado principalmente para
a pesquisa de ovos de Schistosoma mansoni servindo tam-
bém para a pesquisa de ovos e larvas de outros helmintos,
limitado ou de nenhuma expressao para a pesquisa de ovos
leves como o de Enterobius vermicularis, cistos e oocistos
de protozodrios.

Nao existe um método capaz de diagnosticar, ao mesmo
tempo, todas as formas parasitarias. Alguns sdo métodos
mais gerais, permitindo o diagnoéstico de varios parasitos
intestinais, além de serem de fécil execucao e pouco dis-
pendiosos, por isso utilizados na rotina. Contudo, o empre-
go de técnicas especificas na rotina laboratorial é funda-
mental, contribuindo dessa forma para a diminuicao de
resultados falso-negativos, visto que algumas espécies de
parasitos sé sao evidenciados por técnicas especiais. Um
exame isolado em que o resultado é negativo, ndao deve ser
conclusivo. Além disso, a producao de cistos, ovos ou lar-
vas nao é uniforme ao longo do dia ou do ciclo do parasito
e o material deve ser analisado o mais rapido possivel.
Quando é solicitada a pesquisa de um parasito em espe-
cial, devem ser executados, concomitantemente, o método
geral e o especifico, pois outros parasitos nao seriam diag-
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nosticados se fosse executado apenas o método especifico
(NEVES, 2000; DE CARLI, 2001). No entanto, na maioria
das vezes, tal procedimento é invidvel, seja por quantida-
de insuficiente de fezes, ou pelo elevado nimero de exa-
mes a serem realizados por dia (NEVES, 2000). Porém, o
uso de pelo menos uma segunda técnica, como por exem-
plo o Baermann para a pesquisa de larvas de
Strongyloides stercoralis deve ser implementado. A dimi-
nuicao do uso da mesma no periodo de 2008 em compara-
¢do ao periodo de 2005 (Figura 1) pode ter induzido a
resultados falso-negativos em amostras positivas para S.
stercoralis, ocasionando o possivel nao tratamento do
paciente, contribuindo cada vez mais para o aumento da
morbidade por doencas parasitarias devido ao diagnoéstico
inadequado realizado pelos laboratérios.

Para o parasitolégico de fezes, é recomendavel a repeticao
do exame com outra amostra, no caso de resultado negati-
vo (NEVES, 2000) - fato ndo pesquisado sobre ocorréncia
nos laboratoérios visitados nos periodos de 2005 e 2008.

Os resultados de 2008 quando comparados com o estudo
feito em 2005, (Figura 1), demonstram nao existir melhoria
com relacdo a introducgao de técnicas mais especificas na
rotina laboratorial, mostrando que nada foi feito para a
melhoria das andlises parasitolégicas com relacdo ao
emprego de técnicas mais especificas, o que garantiria,
dessa forma, exames mais confidveis a populacao.

Quanto ao tempo decorrido da chegada da amostra fecal
ao laboratério até o seu processamento, bem como a tem-
peratura a qual a amostra é mantida, podem interferir de
forma irreversivel na qualidade do material que sera ana-
lisado, comprometendo o resultado da sua andlise. Quando
amostras fecais nao sao coletadas adequadamente, elas
terdo pouco ou nenhum valor para diagnésticos precisos,
principalmente para protozodrios. Em uma a duas horas
trofozoitos comecam a degenerar-se, levando a alteracoes
na aparéncia que podem resultar numa identificacao err6-
nea. Amostras fecais deixadas por varias horas ou de um
dia para outro, sob altas temperaturas, pode levar a dete-
rioracao de formas evolutivas de protozodrios, levando a
resultados falso-negativos. Ovos de helmintos sao menos
afetados pelo tempo das amostras que os protozoarios, mas
podem ocorrer alteracoes em sua estrutura dificultando a
identificacao. As larvas em fezes velhas podem degenerar-
se, o que tornard impossivel a identificacao das espécies.
Para que amostras que chegam aos laboratérios sejam de
qualidade para andlise, faz-se necesséario esclarecimentos
da populacao pelos profissionais, orientando que utilizem
recipientes limpos e secos para coletar as fezes, que as
mesmas nao deve ser misturadas a sujeiras pois esse fator
poderad interferi nos exames e além disso introduzir orga-
nismos de vida livre do solo, o que podera causar proble-
mas na identificacdo de espécimes. Deve-se evitar também
misturar as fezes com urina e dgua para evitar a destruicao
de trofozoitos se presentes. E de fundamental importancia
que os pacientes sejam orientados a trazer a amostra o
mais cedo possivel ap6s a coleta, pois dessa forma previne-
se as alteracoes morfolégicas de protozodrios e helmintos.
As amostras diarréicas ou que contenham sangue e muco
devem ser analisadas assim que chegarem ao laboratério
(OMS, 1999). Caso as amostras nao possam ser analisadas
logo, as mesmas deverao ser mantidas sob temperaturas
adequadas, sob refrigeracao (4 — 5 °C), ou na area mais fria
do laboratério. Os dados deste estudo sugerem possivel
comprometimento do produto final obtido pés-andlise da
amostra, visto que em alguns laboratérios, o tempo decor-
rido desde a chegada da amostra no laboratério até a sua
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andlise, chega a demorar 24 horas e que grande parte das
amostras nao sao refrigeradas, mas mantidas em tempera-
tura ambiente (Figura 2).

O registro nos laudos dos aspectos macro e microscépio é
fundamental, pois contribui para fundamentar o diagndsti-
co do paciente. Dos seis laboratérios pesquisados, poucos
informam nos laudos presenca de outros materiais junta-
mente com a ocorréncia ou nao de formas parasitarias
(Figura 4). O registro macro e microscépico de outros mate-
riais é de grande importancia para o diagnéstico do pacien-
te, pois a informacao desses elementos nas amostras fecais
podem indicar manifestacdes patologicas do trato gastrin-
testinal; a observacao quanto a consisténcia é muito impor-
tante, pois através desta podera estimar as formas a serem
encontradas como presenca de trofozoitos de Entamoeba
histolytica em fezes liquidas, pastosas ou nas mucossangui-
nolentas; ja nas fezes chamadas de formadas e semi-forma-
das poderao ser diagnosticados os cistos - fatores que auxi-
liam o técnico / analista que ird fazer as anélises, pois lhes
dard uma nocéao do que poderd ser encontrado. O registro
da presenca de sangue e leucécitos servird para o médico
como indicadores para um diagnéstico mais preciso para o
paciente. Ao comparar os resultados de 2005 e 2008, verifi-
ca-se que nao houve um aumento significativo do registro
desses elementos nos laudos por estes laboratérios.

O laboratorio clinico e o posto de coleta laboratorial devem
definir o grau de pureza da dgua utilizada para as analises,
a forma de obtencao e o controle da qualidade. Com rela-
cao ao tipo de agua que os laboratérios utilizam para ané-
lise das amostras, verificou-se que todos fazem uso de dgua
potével, coletadas diretamente das torneiras conferindo
risco, pois nao sao feitos controles com as amostras dessa
dgua para verificar se realmente esta prépria para os pro-
cedimentos, livre de organismos que venham interferir na
andlise das amostras. Analisando os resultados de 2005
com 2008 verificou-se que houve um descomprometimen-
to com essa questao ao longo dos anos, pois em 2005, cons-
tatou-se que alguns laboratoérios utilizavam em sua rotina
dgua deionizada, outros usavam agua filtrada e/ ou uso de
dgua potavel (Figura 5). Contudo faz-se necessario que os
laboratérios voltem a programar o uso de dgua deionizada
ou destilada em sua rotina para andlise das amostras de
fezes, descartando desta forma qualquer tipo de organismo
que venha interferir nos resultados das amostras, sendo
que apés a obtencao da dgua deionizada ou destilada man-
tenha-se um controle da pureza da mesma.

Segundo a Organizacdao Mundial de Satude é preconizado
que devem ser feitas para cada amostra parasitolégica, lei-
tura de trés ldminas (OMS, 1999). De acordo com o estudo
realizado em 2008, verificou-se que somente um laborato-
rio segue o que € preconizado diminuindo dessa forma a
possibilidade de resultados falso-negativos, principalmen-
te, quando ha pouca concentracao de espécimes nas amos-
tras analisadas. A maioria dos laboratérios faz uso de leitu-
ra de apenas duas laminas por amostra. Nao houve modi-
ficacao entre os estudos de 2005 e 2008 neste aspecto
(Figura 7). Apesar de a automacao ser uma realidade em
varios setores de um laboratério de andlises clinicas, essa
ainda nao chegou ao exame de fezes, exigindo uma aten-
cao individual a cada amostra (NEVES, 2000).

O controle de qualidade é fundamental para garantia da
qualidade dos exames, pois dessa forma poderd ter um
perfil das andlises realizadas. No levantamento feito em
2005 e 2008, constatou-se que em nenhum dos laboratérios
pesquisados existia Programa de Controle Externo da
Qualidade (Figura 8), fator primordial para avaliacao do
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desempenho das andlises, o que chama atencao, pois os
laboratérios estdo infringindo o que é regulamentado por
lei, que todos os laboratérios clinicos devem participar de
ensaios de proficiéncia para os exames realizados na sua
rotina, e que todos os laboratérios devem assegurar a con-
fiabilidade dos seus servigos prestados, por meio de no
minimo controle interno da qualidade e controle externo
da qualidade (ensaios de proficiéncia), conforme
Resolucao da Diretoria Colegiada - RDC n° 302 de 13 de
Outubro de 2005 (RDC, 2005).

Caso a rede municipal nao disponibilize de condi¢des para
adquirir ensaios de proficiéncia para os laboratérios deve
ser implantado o controle interlaboratorial entre as unida-
des conforme RDC n° 302 (2005), gerando desta forma
resultados dos laboratoérios, estabelecendo assim uma
média destes resultados contribuindo para implantacao de
controle pelos gestores caso o desempenho seja insatisfato-
rio. E véalido lembrar que essa medida deve ser tomada
apenas quando nao puder ser implantado o Controle de
Qualidade nas unidades, sendo este providenciado o mais
rapido possivel, garantido a qualidade dos resultados por
estes laboratérios.

O laboratério clinico deve promover treinamento e educacao
continuada aos seus funciondrios mantendo disponivel o regis-
tro destes e, este laboratério clinico deve dispor de instrugoes
escritas e atualizadas das rotinas técnicas implantadas.

Com relacdo ao treinamento dos técnicos no estudo de
2005 e 2008, observou-se que houve um avanco, pois em
2005, nenhum dos laboratérios treinava os colaboradores
das atividades técnicas da Parasitologia (Figura 9), infrin-
gindo mais uma vez a RDC n° 302 (RDC, 2005), que prevé
a educacao permanente aos funciondrios, ja em 2008, esse
perfil mudou, pois a maioria dos laboratérios, treinam os
técnicos, seja por manutencao de amostras positivas para
revisdo ou leitura por diferentes técnicos da mesma amos-
tra (Figura 11). Podem-se comparar os resultados avalian-
do dessa forma a reprodutibilidade das analises executa-
das, sinalizando o uso de medidas corretivas caso seja
necessario através dos resultados gerados por esses treina-
mentos. Apesar do treinamento pelos técnicos ser constata-
do no estudo, o mesmo ¢ feito em condicoes especiais, rela-
tados pelos proprios farmacéuticos entrevistados, realiza-
dos "“de maneira eventual, conforme coordenacgdo”, “ao
entrar técnicos ndo capacitados no setor”, ou “a depender
da necessidade", demonstrando que nao ha uma preocu-
pacdo em manter a educacdao continuada dos funcionérios,
resultando desta forma uma fragilidade da rede municipal
a capacitacao dos funcionarios.

Segundo a RDC n° 302 (2005), todo laboratério clinico e
posto de coleta laboratorial devem dispor de instrucoes
escritas e atualizadas das rotinas técnicas implantadas. O
uso correto destes manuais de procedimentos ird contribuir
para reducao dos erros, impedindo dessa forma condutas
comprometedoras que venham ser tomadas. No estudo
realizado em 2008 constatou-se que apenas um laborat6-
rio, possui este manual no qual chama atencao “que na
falta de um dos colaboradores, com o manual pode ser
esclarecido duvidas por outros profissionais garantindo
assim, a continuidade dos servigos sem qualquer tipo de
prejuizo ao andamento das atividades laboratoriais”.

O Controle da Qualidade nos Laboratérios de Parasitologia
da Rede Municipal de Saude de Salvador, nos periodos
pesquisados, ainda é deficiente, existindo “falhas” duran-
te o processamento dos exames parasitolégicos e expostas
nos resultados. E necessario que os gestores tomem medi-
das corretivas o mais rapido possivel para os laboratoérios se
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enquadrem no que é estabelecido por lei para que tenha
um bom funcionamento e uma garantia de qualidade dos
exames realizados.
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Efeito de diferentes tipos de exercicio fisico sobre o
estresse oxidativo e parametros bioquimicos no
plasma de mulheres apés a menopausa

Different exercise approaches on the oxidative stress and biochemical markers of
women plasma after menopause

Noler Heyden Flausino; Lorena Rocha Ayres; Stella Maris da Silveira Duarte; Livia Mara Santos;
Maria Fernanda Chiattone; Poliana de Oliveira & Fernanda Borges de Araujo Paula

/RESUMO - O objetivo deste trabalho foi comparar o efeito da realizacao do exercicio de forca (EF) e de atividades fisicas variadas\
(AFV) sobre parametros bioquimicos de rotina, peroxidacao lipidica,oxidacdo de proteinas a atividade das enzimas antioxidantes,
superéxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx), catalase de enzimas antioxidantes no plasma de mulheres apés a
menopausa. A populagao estudada compreendeu 25 mulheres, com idade entre 55 e 75 anos. Um grupo realizou EF a 50% do indice
de repeticoes maximas e o outro grupo realizou exercicios a 50% da freqiiéncia cardiaca maxima, 3 vezes por semana, durante 4 se-
manas. Os niveis de triglicerideos diminuiram nos dois grupos. No grupo AFV as concentracoes de proteinas totais e de creatinina
diminuiram. A peroxidacao lipidica, a oxidacao de proteinas e a atividade de SOD aumentaram. No grupo EF, as atividades de SOD
e de GPx aumentaram. Nao houve alteracao na peroxidacao lipidica e na oxidacao protéica. Sugerimos que o protocolo de EF adota-
do, seria mais indicado para a populacao idosa, por reduzir os niveis de triglicerideos e estimular a atividade de enzimas antioxidantes
sem alterar os marcadores de estresse oxidativo no plasma.

PALAVRAS-CHAVE - exercicio, idoso, estresse oxidativo, qualidade de vida. /

SUMMARY - In this sense this work intended to compare two different exercise programs, strenght exercise (EF) and varied physjcal\
activities (AFV), on usual biochemical parameters, lipid peroxidation, protein oxidation and activities of the antioxidant enzyme supe-
roxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPx), catalase of women, after their climacteric period. A sample of 25 women (55-
75 years old) were divided into two groups. The first group (n=15) carried out EF efforts at 50% of maximum repeats (IRM) while the
other group (n=10) executed physical exercises at 50% of maximum heart frequency, three times a week, up to four weeks. Triglyceride
plasma levels diminished in both groups. The AFV group presented a reduction in the concentration of total protein and creatinine.
Lipoperoxidation, protein oxidation and SOD activity increased after the AFV approach. SOD and GPx activities increased in the EF
group, but there was no changes in levels oxidative stress markers. Our results points to the EF protocol better than the AFV one for
the elderly people evaluated, as it seems to have reduced triglyceride levels, whereas stimulated antioxidant enzyme activities, and

with no changes in oxidative stress markers of the plasma.

\KEYWORDS - exercise, aged people, oxidative stress, quality of life.
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INTRODUCAO

envolvimento do estresse oxidativo na fisiopatologia

de doencas relacionadas ao envelhecimento tais
como, diabetes tipo 2, doencas cardiovasculares e neuro-
degenerativas tem sido demonstrado por diversos auto-
res”. A adocao de medidas preventivas em relacao a estas
doencas pode reduzir a mortalidade e morbidade, princi-
palmente na populacao idosa @.
Alguns autores tém demonstrado que o treinamento fisico
pode diminuir o estresse oxidativo e aumentar os niveis de
antioxidantes enzimadticos e ndo enziméticos em diferentes
tecidos de animais e também em humanos ®”. Sabe-se que
durante a contracao muscular ocorre aumento do metabo-
lismo no musculo esquelético que resulta na producao de
espécies oxidantes, como o &nion radical superéxido, peré-
xido de hidrogénio e radical hidroxila®. Assim muitas célu-
las sao capazes de responder ao aumento na formacao des-
tas espécies oxidantes, induzindo mecanismos de reparo e
protecao, levando a adaptacao do sistema de defesa anti-
oxidante, para proteger o organismo contra os efeitos dele-
térios de tais espécies e evitar a lesao celular®’. No entan-
to, esta resposta do organismo ao exercicio fisico é alta-
mente dependente de diversos fatores como, o tipo, dura-
cao e intensidade do exercicio; nivel de antioxidantes e

tipo de tecido analisado®. Portanto, a identificacao do tipo
de exercicio fisico ideal para um determinado grupo de
individuos, cujas adaptacoes bioquimicas sejam benéficas
a sua saude pode contribuir ndo somente para a medicina
esportiva como também para a saide publica, melhorando
a qualidade de vida do ser humano. Sendo assim, o presen-
te trabalho teve como objetivo estudar as adaptacoes bio-
quimicas induzidas por diferentes protocolos de exercicio
fisico, exercicio de forca e atividades fisicas variadas no
plasma de mulheres ap6s a menopausa.

MATERIAL E METODOS

Casuistica: foram selecionadas 25 mulheres com idade
entre 55 e 75 anos integrantes da UNATI (Unifal aberta a
terceira idade), residentes em Alfenas-MG. O estudo foi
aprovado pelo comité de ética em pesquisa com seres
humanos da Universidade Federal de Alfenas e, antes de
assinarem o termo de consentimento livre e esclarecido, as
participantes foram informadas dos objetivos, procedimen-
tos, possiveis desconfortos, riscos e beneficios do estudo.
As participantes foram submetidas a avaliagdo clinica e
apresentaram atestado médico antes de iniciar os protoco-
los de exercicio fisico propostos neste estudo. Foi realizada
anamnese para avaliacdao do grau de instrucao, estilo de
vida e nivel de atividade fisica (IPAQ)®. A composicao cor-
poral foi avaliada sequndo Tran & Weltman®.
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Determinacao do consumo de oxigénio (VO: max): o teste
de VO2, foi avaliado pelo protocolo de Rockport apud
Fenstermarker"”, também conhecido como teste da milha,
teste submaximo de campo desenvolvido pelo Rockport
Walking Institute?, indicado para pessoas sedentarias e
idosos. A verificacdo da freqiiéncia cardiaca e do tempo de
execucao da caminhada foi realizada logo apds o seu tér-
mino "». Junto com o teste de milha, foi aplicada a escala
de Borg", que tem como objetivo avaliar os indices de per-
cepcao de esforco.

Protocolo de exercicio: a populacdao em estudo foi dividi-
da em 2 grupos. O grupo exercicio de forca (EF) foi com-
posto por 12 mulheres com idade entre 55 e 75, que reali-
zaram exercicios a 50% do indice de reteigoes maximas
(IRM), trés vezes por semana,.durante um periodo de qua-
tro semanas. O grupo atividades fisicas variadas (AFV) foi
formado por 13 mulheres com idade entre 55 e 75, que rea-
lizaram exercicios a 50% da freqiiéncia cardiaca méaxima,
com duracdao de 30 minutos, trés vezes por semana duran-
te um periodo de quatro semanas.

Obtencao das amostras: o sangue periférico foi colhido por
puncéo venosa, antes e apos a pratica do exercicio, sendo
uma parte da amostra utilizada para obtencao de soro e
outra parte colhida com &cido etilenodiaminotetracético
(EDTA) para obtencao de plasma.

Avaliacao dos marcadores de estresse oxidativo: a peroxi-
dacdo lipidica foi estimada através da determinacao da
concentracao de substancias reativas ao acido tiobarbituri-
co (TBARS) " e a oxidacao de proteinas foi avaliada atra-
vés do contetido de grupos carbonil®, em espectrofotome-
tro Genesys 10 UV, utilizando reagentes da marca Sigma.
A concentracdo de TBARS foi expressa em Emol de malo-
nadeido por g de proteina plasmatica.

Determinacao dos parametros bioquimicos de rotina: a
concentracao de glicose, colesterol total e fracoes, acido
urico, uréia, creatinina, proteinas totais e albumina, assim
como a atividade de sapartato aminotransferase (AST)
foram determinadas por métodos colorimétricos"?, utlizan-
do-se espectrofotometro Genesys 10 UV e reagentes da
marca Labtest.

Determinacao da atividade das enzimas antioxidantes: As
atividades de superéxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GPx) e catalase (CAT) foram determinadas em
espectrofotometro Genesys 10 UV, utilizando reagentes da
marca Sigma, pelos métodos descritos por foi determinada
segundo Oyanagui'”, Sinet et al."® e Machely & Chance"?,
respectivamente. Os resultados foram expressos em rela-
¢cdo a concentracao de proteina plasmaética.

Analise Estatistica: os dados obtidos foram comparados
através do teste t de Student ou pelo teste ANOVA one-
way, seqguidos pelo teste de Tukey quando p< 0,05.

RESULTADOS

Para caracterizacao da amostra e aplicacao do protocolo de
exercicios foi realizada a anamnese, avaliacao da composi-
cao corporal e o teste de VO2. Nenhuma diferenca significa-
tiva foi observada entre os dois grupos analisados (tabela 1).
Na tabela 2, observa-se que os niveis de trigliceridios dimi-
nuiram significativamente apés a realizacao dos dois tipos
de exercicio fisico por um periodo de quatro semanas. No
grupo de mulheres que praticaram atividades fisicas varia-
das, os niveis séricos de creatinina, proteinas totais e coles-
terol VLDL diminuiram quando comparados com os valo-
res obtidos antes de iniciar tais atividades.

A realizacdo de atividades fisicas variadas induziu um
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[aumento nos niveis de TBARS e na concentracao de gru-

pos carbonil quando comparados aos niveis obtidos antes
da realizacao destas atividades enquanto que nenhuma
alteracao significativa foi observada no grupo que praticou
exercicio de forca (figura 1).

Observou-se um aumento na atividade de superdxido dis-
mutase no plasma das mulheres pertencentes aos diferen-
tes grupos estudados. A atividade da enzima glutationa
peroxidase foi significativamente maior no grupo que reali-
zou exercicio de forca quando comparada ao grupo que
realizou atividades fisicas variadas, porém nenhuma altera-

TABELA |
Caracteristicas descritivas da populacao estudada.

Exercicio de Forca Atividades Fisicas Variadas

Variaveis Média + EPM Média + EPM
Altura (cm) 164+ 1,4 162+ 1,1
Peso (kg) 63+ 14 62+ 2,0
Idade (anos) 68+ 15 65+ 1,6
Composicéo Corporal (%) 28+0,9 28=+0,9

Resultados descritos como média e erro padrao da média (EPM). Comparacéo pelo teste t de Student.

TABELA I
Efeito do exercicio de forca e das atividades fisicas vari-
adas sobre os parametros bioquimicos no soro de mul-
heres na terceira idade antes e apés a realizacao dos
diferentes protocolos de exercicios.

Parametros Exercicio de Forca (EF) |Atividades Fisicas Variadas (AFV)
Bioquimicos [Inicial (EF1) |Fina| (EF2) [Inicial (AFV1) |Fina| (AFV2)
Creatinina 0,97 = 0,03 0,78 + 0,04 | 1,17 = 0,08 0,75 = 0,09
(mg/dL)

Triglicérides ~ 144x 22° 72+ 13" 178 = 22° 79 = 14°
(mg/dL)

Proteinas 6,5+ 0,1 67+01 |[75«01° 6,5=0.2"
totais (g/dL)

Albumina 4,1+0,17 3,7+0,07 |34+013 34013
(grdL)

Colesterol 176 = 13 139 = 20 198 = 16 222+ 15
Total (mg/dL)

Colesterol 55+ 4,1 60+ 5,6 6131 59 + 4,0
HDL (mg/dL)

Colesterol 31+71 17+ 42 36 = 4,5° 16=2,7°
VLDL (mg/dL)

Colesterol 89 + 12 61+ 15 104 = 15 147+ 11
LDL (mg/dL)

Glicose 86+ 7,7 100+ 58 [61+94 81=+51
(mg/dL)

AST (UIL) 1624 20+ 2 33+38 22,427
Ac. Urico 52=+03 42+02 58+ 1,0 38=+03
(mg/dL)

Resultados descritos como média e erro padrdo da média (EPM). Comparacao pelo teste t de Student (EF1 X
EF2 e AFV1 X AFV2). Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa
entre os resultados obtidos antes e ap6s a realizagdo do exercicio fisico (p<0,05).

&

g

[ APVL
[ ARV2
EFL
B ER2

5

Malonaldeido (nmolfg proteina)

Carbonil (nmol/ mg proteina)

Figura 1: Efeito do exercicio de forca (EF) e das atividades fisicas vari-
adas (AFV) sobre os marcadores de estresse oxidativo no plasma de
mulheres ap6s a menopausa, antes (EF1, AVF1)) e apds (EF2, AFV2) a
pratica mesmos. A figura 1A representa a média e o erro padrao da
média estimados como concentracdo de malonaldeido (MDA) para
cada grupo estudado. A figura 1B representa a média e o erro padrao
da média e o erro padrao da média estimados como grupamento car-
bonil para cada grupo estudado. Comparacao pelo teste t de Student
(EF1 X EF2 e AFV1 X AFV2). Letras diferentes em um determinado grupo
indicam diferenca significativa entre os resultados obtidos antes e apé6s
a realizacao do exercicio fisico (p<0,05).
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Figura 2: Efeito do exercicio de forca e das atividades fisicas variadas
sobre a atividade de enzimas antioxidantes, superéxido dismutase
(SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT) no plasma de mul-
heres na terceira idade, antes (EF1, AVF1) e apos (EF2, AFV2) a pratica
mesmos. As figuras 2A, 2B, 2C representam as médias e o erros
padroes das médias estimados como atividade de SOD, GPx e CAT
para cada grupo estudado. Comparacao pelo teste t de Student (EF1 X
EF2 e AFV1 X AFV2). Letras diferentes em um determinado grupo
indicam diferenca significativa entre os resultados obtidos antes e apés
a realizacao do exercicio fisico (p<0,05).

cao significativa foi observada na atividade de catalase
quando os dois grupos foram comparados entre si (figura 2).

DISCUSSAO

O envelhecimento tem sido associado ao aumento do
estresse oxidativo, reducdao na atividade do sistema de
defesa antioxidante e a presenca de mutacoes no DNA
mitocondrial. A literatura aponta que o exercicio regular
resulta em adaptacoes na capacidade antioxidante, as
quais protegem as células contra os efeitos deletérios do
estresse oxidativo, Assim, o treinamento fisico em idosos
poderia compensar as diminui¢cdes na capacidade antioxi-
dante e o aumento no estresse oxidativo decorrentes do
avanco da idade, induzir hipertrofia muscular e reduzir a
mortalidade e morbidade nesta populacao® 2",

Apesar de ja terem sido identificadas as possiveis adapta-
¢oes bioquimicas responsdveis por estes beneficios, a con-
tribuicao de cada uma delas sobre a modulacao dos even-
tos celulares relacionados ao processo de envelhecimento,
ainda nao esta totalmente esclarecida. Além disso, sabe-se
que a realizacdo de exercicio fisico acima da intensidade
ideal pode conduzir a mudancas significativas na susceti-
bilidade de macromoléculas ao estresse oxidativo®. Desta
forma, o uso de marcadores sangliineos sensiveis, pode
ajudar no estabelecimento de protocolos de exercicios fisi-
cos mais adequados a populacao idosa, objeto de estudo do
presente trabalho.

Os achados deste estudo demonstraram que o grupo que
realizou atividades fisicas variadas foi mais susceptivel as
alteracoes bioquimicas, quando comparado ao grupo que
realizou o exercicio de forca. Observamos que a resposta
do organismo aos dois protocolos adotados foi benéfica em
relacao ao perfil lipidico, levando a reducao significativa
nos niveis séricos de triglicerideos, sugerindo assim um
efeito anti-aterogénico para ambos. Estes resultados estdao
de acordo com a literatura, uma vez que o exercicio fisico
aumenta o catabolismo de lipidios tais como, colesterol, tri-
glicerideos e lipoproteinas, que sdao consumidos para pro-

RBAGC, vol. 42(2): 107-110, 2010

ducao de energia, diminuindo assim suas concentra¢ées no
sangue e musculo®.

Por outro lado, a realizacdo de atividades fisicas variadas
induziu aumento nos niveis plasmaticos de TBARS e de
grupamentos carbonil além de reduzir a concentracao séri-
ca de proteinas e de creatinina em comparacdo com os
niveis basais.

Sabe-se que a realizacao de exercicio fisico pode aumentar
o catabolismo e a excrecao urindria de creatinina e protei-
nas, favorecendo a reducao de seus niveis sangiiineos®. A
deficiéncia de proteinas pode impedir a sintese de enzimas
antioxidantes e reduzir a concentracao de antioxidantes
nao enzimaticos nestes tecidos resultando, portanto em um
comprometimento do sistema de defesa antioxidante.
Além disso, tem sido sugerido que em individuos com defi-
ciéncia protéica, pode haver um aumento na concentracao
de ferro livre como resultado de baixas concentragoes de
suas proteinas transportadoras ou armazenadoras como,
transferrina, lactoferrina e ferritina; o que poderia favore-
cer reacoes de peroxidacao lipidica levando ao estresse
oxidativo®. Desta forma, a reducao na concentracao das
proteinas séricas poderia contribuir o desenvolvimento de
um processo de estresse oxidativo, por alterar a atividade
do sistema de defesa antioxidante.

As principais enzimas antioxidantes sao a SOD (EC.
1.15.1.1), GPx (EC. 1.11.1.9) e catalase (EC 1.11.1.6), que
constituem a primeira linha de defesa do organismo contra
espécies reativas de oxigénio geradas in vivo. No entanto
ainda existem muitas controvérsias quanto aos efeitos do
envelhecimento e do exercicio fisico sobre a atividade des-
tas enzimas® * *). Dados da literatura tém demonstrado
que o envelhecimento pode levar a diminuicdo na ativida-
de de enzimas antioxidantes em diferentes o6rgaos,
enquanto que outros autores tém relatado aumento ou até
mesmo nenhuma alteracdo na atividade enzimadtica em
reposta ao envelhecimento® #». Apesar dos beneficios
induzidos pelo exercicio fisico sobre a saide humana, e
especialmente em relacdo a populacao idosa, os dados
obtidos até momento sobre alteracdes na atividade de
enzimas antioxidantes, em resposta a realizacdao de dife-
rentes protocolos de exercicio fisico ainda sao divergen-
tes® 227 No presente trabalho observou-se um aumento
na atividade de SOD nos dois grupos estudados, porém a
atividade da glutationa peroxidase aumentou apenas apés
a realizacao do exercicio de forca e nenhuma alteracao sig-
nificativa foi observada na atividade da catalase apds a
realizacdo dos dois tipos de exercicio.

O aumento na atividade e expressao de SOD tem sido
observado no musculo esquelético de ratos apos a realiza-
cdo de exercicio fisico” . Embora a SOD seja um impor-
tante fator de protecao contra o estresse oxidativo, sabe-se
que esta enzima é capaz de acelerar a formacao de peroxi-
do de hidrogénio. Assim, tem sido sugerido que o aumen-
to de SOD sem um aumento proporcional na atividade de
peroxidases, na presenca de metais de transicao, poderia
contribuir para a formacao de radical hidroxila, e aumentar
o estresse oxidativo” *. Portanto, para uma defesa efetiva
contra o estresse oxidativo € necessario um aumento equi-
librado na atividade do sistema de defesa antioxidante e
este nao pode ser necessariamente fornecido pelo aumen-
to na atividade de uma tnica enzima.

Sendo assim, as diferencgas nas concentracoes de TBARS e de
grupos carbonil observadas entre os diferentes grupos anali-
sados, poderiam ser atribuidas a resposta do organismo em
relacao a ativacao das enzimas antioxidantes, SOD e GPx.
De acordo com os dados obtidos neste estudo, concluimos
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que os dois tipos de exercicio apresentaram efeitos benéfi-
cos sobre o perfil lipidico, porém o grupo que realizou ati-
vidades fisicas variadas demonstrou ser mais susceptivel
ao estresse oxidativo, enquanto que o grupo que realizou
exercicio de forca apresentou melhores respostas adaptati-
vas. Neste contexto, podemos sugerir que um programa de
exercicio fisico adotando o protocolo de exercicio de forca
descrito neste trabalho, seria mais indicado para a popula-
cao em estudo quando comparado ao protocolo de ativida-
des fisicas variadas, por ndo aumentar a peroxidacao lipi-
dica e estimular a atividade de SOD e GPx concomitante-
mente, no plasma de mulheres apds a menopausa.

Vale ressaltar que futuras investigacoes para avaliar o efei-
to da realizacao do protocolo de exercicio de forca em
longo prazo sobre as adaptacoes bioquimicas sao necessa-
rias, nao somente para confirmar a eficdcia da prescricao
deste protocolo, como uma estratégia para proporcionar a
manutencao dos niveis TBARS e de grupos carbonil no
plasma, mas também para avaliar a contribuicdo efetiva do
papel das peroxidases e de outros antioxidantes plasmati-
cos na protecao do organismo contra o estresse oxidativo.
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Niveis de antigeno prostatico especifico (PSA) em
individuos com diferentes habitos alimentares*

Specific prostate antigen levels (PSA) in individuals with different alimentary habits

Valéria Cristina Ribeiro Dantas’, Ralfo Cavalcante de Medeiros®, Luciana Vilar de Sales Rocha’,
Ana Angélica de Lacerda Rocha’, Laura Lidia Serique Gato Lamardo®, Pamela Danuta Costa
Fernandes® & Ana Conceicdo Ribeiro Dantas Saturnino’

/RESUMO - O cancer de proéstata € o segundo mais freqliente em homens no Brasil, sendo superado apenas pelo tumor de pele néo\
melanoma. Estudos tém mostrado que certos hdbitos alimentares podem interferir nesta realidade. O tumor de préstata apresenta um
crescimento lento, cerca de 15 anos para atingir 1 cm®, acometendo homens principalmente a partir de 65 anos. O diagnéstico é rea-
lizado através da quantificacao do Antigeno Prostatico Especifico (PSA) em associagdo com outros exames: toque retal e ultra-sono-
grafia. Deste modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar os niveis de PSA em individuos com diferentes hédbitos alimentares e associar
estes a incidéncia elevada de cancer prostatico. Ap6s preenchimento de ficha de entrevista, as amostras de soro foram coletadas de
50 pescadores residentes nas Rocas (Natal/RN) e 331 pacientes (grupo controle) do Laboratério de Analises Clinicas e Toxicolégicas
da Universidade Potiguar (LACT-UnP). Os niveis de PSA mostraram um aumento significativo nas faixas etarias dos 50-59 e dos 60-
69, anos do grupo controle em relagdo ao grupo de pescadores, podendo este fato ser justificado pelo estilo mais saudavel de alimen-
tacao consumida pelos pescadores.

PALAVRAS-CHAVE - Antigeno Prostético Especifico (PSA). Cancer de préstata. Habitos alimentares. J

SUMMARY - The prostate cancer is as the most frequent one in men in Brazil, being surpassed only for the tumor of not me]anoma\
skin. Studies have shown that certain alimentary habits can intervene with this reality. The prostate tumor presents a slow growth,
about 15 years reaching 1 cm?, stricken men mainly from 65 years. The diagnosis is carried through the quantification of prostate-spe-
cific antigen (PSA) in association with other examinations: rectal and ultrasonographi touch. In this way, the objective of this work
was to evaluate the levels of PSA in individuals with different alimentary habits, and to associate these the high incidence of prostate
cancer. After fulfilling of interview fiche, the samples of serum had been collected of 50 resident fishing in the Rocas (Natal/RN) and
331 patients (control group) of the Laboratério de Andlises Clinicas e Toxicolégicas da Universidade Potiguar (LACT-UnP). The PSA
levels had shown a significant increase in the 50-59 and of the 60-69 years of the control group in relation to the group of fishing, being

able this fact to be justified by the style most healthful of feeding consumed for the fishing.
KEYWORDS - Prostate-specific Antigen (PSA). Prostate Cancer. Alimentary habits. /

INTRODUGAO

cancer de prostata é o segundo mais freqiiente em

homens no Brasil, sendo superado apenas pelo tumor
de pele nao melanoma. Para 2005, foi estimada a ocorrén-
cia de 46.330 casos novos, correspondendo a um risco esti-
mado de 51 casos novos a cada 100 mil homens. Na maio-
ria dos casos, o tumor apresenta um crescimento lento,
levando cerca de 15 anos para atingir 1cm?® e acometendo,
principalmente, homens acima de 65 anos (INCA, 2004).
O cancer pode ser considerado como um processo multifa-
torial que envolve uma interacao complexa de fatores
enddégenos e exoégenos, a maior parte deles ainda por elu-
cidar (CORREA et al., 2003).
Embora a dosagem de PSA aumente a deteccdo de cancer
de préstata, hd uma superposicdo significativa nos valores
entre pacientes com hipertrofia benigna e cancer. A
Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB) é um distirbio
comum e consiste no crescimento do 6rgao prostético,
resultante da proliferacdo nao neopldsica do estroma e das
glandulas prostéaticas. O volume hiperpldsico provoca dife-
rentes graus de compressao da uretra prostatica ou pode
funcionar como uma valvula no orificio uretral interno;
conseqiientemente, causa retencao urinaria, podendo estar
associada com sintomas miccionais obstrutivos ou irritati-
vos (HENRY, 1999).

O carcinoma de préstata em fase inicial apresenta-se sob a
forma de um nédulo endurecido detectado pelo toque
retal; a consisténcia dura se deve a presenca de estroma
fibroso abundante. Em alguns casos, o componente fibroso
e o nédulo nédo sdo endurecidos; com a evolucao do tumor;
a prostata de aspecto normal é substituida progressiva-
mente pela neoplasia, onde se observa, na superficie do
corte histolégico, tecido homogéneo e esbranquicado ou
branco-amarelado, pela riqueza das células adiposas con-
tendo lipideos (HENRY, 1999).

O diagnéstico para este tipo de cancer é realizado através
de varias técnicas de triagem, tais como: exame de toque
retal, biépsia de tecido prostatico, ultra-sonografia e testes
laboratoriais, como dosagem da fosfatase acida prostética e
determinacao dos niveis séricos de PSA. Como o tecido
prostéatico normal possui grande quantidade da enzima fos-
fatase acida, o carcinoma de préstata quase sempre pode
ser detectado quimicamente, visto que os adenocarcino-
mas que surgem da préstata conservam com freqiiéncia a
capacidade de produzir esta enzima (RHODEN et al., 2001;
JOHNSON; KOTOWSKI, 1993). E de fundamental impor-
tancia a pesquisa de PSA em homens a partir dos 40 anos
na prevencao do cancer prostatico.

O PSA é uma glicoproteina produzida pelas células epite-
liais prostaticas e pelas glandulas periuretais. Sua ativida-
de esté relacionada com a funcao de liquefacao do codgu-
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lo seminal, ao clivar as principais proteinas formadoras de
gel em peptideos, aumentando a mobilidade dos esperma-
tozéides. A meia vida biolégica do PSA é de 2,2 dias ou
52,8 horas. E um componente do tecido prostatico saudavel
e do liquido seminal (SAWAYA; ROLIM, 2004; CORREA et
al., 2003; MALM,; LILJA, 1995).

No soro, o PSA pode ser observado sob a forma molecular
livre ou ligado a inibidores endégenos de protease, com 70
a 90% do PSA na forma complexada a -1-antiquimiotripsina
(ACT) e uma pequena quantidade complexada a ol-anti-
tripsina e proteina C. Em torno de 10 a 30% do PSA total no
soro circula na forma livre (fPSA); uma porcao do PSA estd
ligada a a2-macroglobulina, porém nao é detectdvel no soro
por ndo ser imunorreativa, ou seja, seus sitios antigénicos
estdo envelopados dentro da molécula. Normalmente, o PSA
é encontrado no soro em baixas concentracoes, exceto quan-
do a estrutura microscépica da préstata é alterada, como, por
exemplo, no cancer de proéstata, hipertrofia prostatica benig-
na, prostatite aguda e bidpsia prostatica (RHODEN et al.,
2004; ROSSATO; SILVA, 2004).

Foi observado que valores do PSA na faixa de 4 a 25 ng/mL,
indicam alguma forma de doenca prostatica, mas nao sao
definitivos para o diagnéstico de cancer prostatico e podem
ser causados pela hipertrofia prostatica benigna. A probabi-
lidade do carcinoma de préstata com valores de PSA nessa
faixa é de aproximadamente 20% a 50%. De qualquer
maneira, valores de PSA, de pelo menos 4 ng/mL asseguram
uma maior investigacdo de um provavel processo maligno
da proéstata (CIRIADES; RODRIGUES, 2000; HENRY, 1999).
Nos pacientes com biépsia positiva para o cancer prostati-
co, os niveis séricos do PSA nao se correlacionam com o
estdgio de desenvolvimento do céncer; ndo sendo relacio-
nado ao tamanho do tumor e nem com a extensao da doen-
ca, a menos que o tumor tenha quebrado a cdpsula prosta-
tica, tornando-se metastatico. Além disso, tumores indife-
renciados nem sempre produzem PSA e podem dar origem
a resultados falso-positivos. Por isso, valores séricos baixos
de PSA nao descartam definitivamente o carcinoma da
prostata (RHODEN et al., 2004; HENRY, 1999).

Estudos epidemiolégicos variados comparam habitos ali-
mentares de diferentes populac¢oes aos niveis de cancer de
prostata. Estes indicaram que uma alimentacao gordurosa,
sobretudo caracterizada pelo consumo elevado de carne
vermelha, favorece o crescimento de tumores prostaticos
(ARRUDA et al., 2003).

Outro componente alimentar que parece influenciar o can-
cer de proéstata, desta vez, como um inibidor do crescimen-
to, é a proteina de soja. Ela reduz o nivel de testosterona
circulante no sangue e inibe também uma enzima que
transforma a testosterona em sua mais potente forma nas
células prostaticas. Certas evidéncias indicam que produ-
tos derivados do tomate, vitamina E e o mineral selénio
também podem inibir o crescimento de tumores. Outros
componentes de diversos alimentos também estdo sendo
pesquisados como possiveis promotores ou inibidores do
cancer de prostata. A necessidade atual é de mais estudos
em humanos que avaliem o valor protetor de certas
mudancas na alimentacdao e dos complementos alimenta-
res em homens que correm risco de cancer de préstata
(KRISTAL et al., 2006; ORNISH et al., 2005; STROM et al.,
2005). Desta forma, este trabalho teve como objetivo ava-
liar os niveis de PSA em um grupo de pescadores da cida-
de do Natal, de habitos alimentares saudaveis, frente a um
grupo controle, cuja alimentacao era considerada diversifi-
cada, com a finalidade de analisar a correlacao do hébito
alimentar e o risco de desenvolver cancer de prostata.

112

MATERIAL E METODOS

A populacgao estudada constou de 50 pescadores, entre 20
e 65 anos, com condigoes sécio-econdémicas similares e
hébito alimentar saudével, residentes nas Rocas, Natal/RN.
O grupo controle foi composto de 331 homens com dieta
alimentar sem restricdo, com faixas etdrias variando de 20
a 65 anos e saudaveis, que procuraram o Laboratério de
Andlises Clinicas da Universidade Potiguar (LACT-UnP).
As coletas foram iniciadas apds assinatura do “Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido” e do preenchimento
da ficha de anamnese.

As amostras foram obtidas através de puncdo de sangue
periférico, transferidas para tubos estéreis sem anticoagu-
lante, para obtencao de soro a partir da coagulacao do san-
gue total, a temperatura ambiente e centrifugacao por 15
min, 2000 rpm a 26°-27°C. Este soro foi estocado a —20°C
até a sua utilizacao para a dosagem de PSA total.

O principio do doseamento do PSA total associa o método
imunoenzimadtico sandwich em duas etapas com uma
deteccao final em fluorescéncia (ELFA-Enzime Linked
Fluorescent Assay), sendo todas as etapas automatizadas
(Sistema Mini-Vidas/ bioMérieux), seguindo as recomen-
dacodes do fabricante.

RESULTADOS

De acordo com a andlise da entrevista realizada ao aplicar
a ficha de anaminese foi observado que no grupo de 50
pescadores, 50% (25 homens) consumiam peixe frequente-
mente, 40% (22 homens) ocasionalmente de 1 a 3 vezes por
semana e 6% (3 homens) relataram o consumo de peixe
raramente (menos de 1 vez por semana). J& o grupo contro-
le (331 homens), todos relataram o consumo de carne fre-
quentemente, e raramente o consumo de peixe.
Analisando os valores de PSA sérico do grupo de pescado-
res (Tabela 1), podemos observar que os niveis de PSA total
foram classificados como PSA de valores normais. Nos gru-
pos de idades inferiores aos 40 anos, observou-se uma fre-
quiéncia de 87% quando foram relacionados com a norma-
lidade, ja os demais grupos etarios apresentaram uma fre-
giéncia de 100% com a normalidade.

TABELA |
Niveis de PSA do grupo de 50 pescadores de
acordo com a faixa etaria.

Faixa Etéaria N Média PSA Valores de Referéncia*
(anos) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

<40 Anos 24 0,54 0,8-2,00 0,21-1,72

40-49 Anos 17 0,68 0,09-2,10 0,27-2,19

50-59 Anos 5 0,48 0,30-0,74 0,27-3,42

60-69 Anos 4 0,84 0,14-2,20 0,22-6,16

Fonte: Laboratério de Andlises Clinicas e Toxicolégicas da UnP, 2005
*Os valores de referéncia utilizados foram de acordo com o fabricante
pelo método fluorimétrico (Sistema Mini-Vidas/bioMérieux).

Os niveis normais de PSA total do grupo composto por 331
homens denominados de grupo controle, encontraram-se
dentro dos valores normais (Tabela 2). No grupo de idade
inferior aos 40 anos, foi observado uma freqiiéncia de
100%, correlacionando com os valores de referéncia. Nas
faixas etarias dos 40 aos 49 anos, 50 aos 59 e dos 60 aos 69
anos, esta freqtiéncia foi de 97%, 94% e 95%, respectiva-
mente, correlacionando com os valores de referéncia.
Tabela 2: Niveis de PSA do grupo de 331 homens controle
de acordo com a faixa etdaria.
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TABELA Il
Niveis de PSA do grupo de 331 homens
controle de acordo com a faixa etaria.

Faixa Etéaria N Média PSA Valores de Referéncia*
(anos) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

<40 Anos 9 0,62 0,27-1,53 0,21-1,72

40-49 Anos 86 0,88 0,16-13,30 0,27-2,19

50-59 Anos 89 1,61 0,20-45 0,27-3,42

60-69 Anos 58 2,00 0,10-10,94 0,22-6,16

Fonte: Laboratdrio de Analises Clinicas e Toxicoldgicas da UnP, 2005
*Os valores de referéncia utilizados foram de acordo com o fabricante
pelo método fluorimétrico (Sistema Mini-Vidas/bioMérieux).

Analisando os dados obtidos, pode ser observado que os
resultados apresentaram os niveis de PSA total do grupo
controle mais elevado em todas as idades em relacao aos
niveis de PSA dos individuos pescadores (Figura 1).

@2

Wo.84 Pescadores

PSA (ng/ml)

<40 40-49 50-59 60-69

Faixa Etaria (anos)

(Fonte: Laboratério de Andlises Clinicas e Toxicolégicas da UnP, 2005).

Figura 1: Correlacao dos niveis séricos de PSA do grupo de pescadores
e do grupo controle de acordo com a faixa etaria.

Ao realizar uma comparacédo entre a freqiiéncia dos valo-
res normais frente aos alterados nas diferentes faixas eta-
rias, pode ser observado um aumento significativo dos
valores alterados a partir dos 50 anos (6%) nos pacientes
com alimentacao rica em gordura frente aos valores dos
pacientes com alimentacdo mais saudéavel.

Discussao

Segundo a observacao de Kristal (2006), o risco para cancer
de préstata é significativamente maior entre homens com
ingestao aumentada de calorias, grande quantidade de gor-
dura e célcio. O estudo coletou dados de 605 homens com
cancer de prostata e de 592 controles, com 40 a 64 anos de
idade, onde foram avaliados os riscos associados a ingesta
elevada de calorias, gordura, célcio e vitamina D. Os indivi-
duos responderam a questiondrios sobre dieta antes do
diagnéstico de cancer de préstata, sendo observado que o
consumo de energia total esteve associado a um risco ele-
vado de cancer de prostata. Os achados deste estudo mos-
traram também que a ingesta de dietas com alto teor de
gordura e cdlcio aumentam o risco de estagios mais avan-
cados da doencga, provavelmente porque a dieta diminui a
progressao do cancer de préstata em casos mais agressivos.
Por outro lado, Ornish et al. (2005) e Strom et al. (20095),
demonstraram que uma dieta hipolipidica suplementada
com fibras pareceu reduzir o crescimento das células cance-
rosas. Dieta com apenas 20% das calorias totais provenien-
tes de gordura e 30 g/dia de fibras reduziu significativa-
mente as concentracdes totais de testosterona, androgénio
livre e colesterol. Além disso, homens com uma pontuacao
na escala de Gleason menor ou igual a 6, antes de iniciar a
dieta, mostraram uma tendéncia a menores niveis de PSA.
O cancer de prostata é o mais detectado nos americanos;
em 1998, mais de 184.500 homens apresentaram este tipo
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de cancer e 39.200 morreram por causa da doenca, ficando
como a segunda mais importante causa de morte por can-
cer em homens, seguido da incidéncia de cancer de pul-
mao (KRISTAL et al., 2006; RHODEN et al., 2004).

Este tipo de cancer acomete principalmente homens com
idade acima de 40 anos, onde sua maior causa pode ser
devido a varios fatores genéticos ou predisponentes, como:
consumo elevado de carne vermelha, que possui alto teor
de gorduras, fumo, alcool, entre outros (INCA, 2004).
Neste trabalho, os soros foram obtidos de um grupo de pes-
cadores face aos seus hébitos alimentares, por terem uma
dieta rica em carne de peixe. O consumo e os hébitos ali-
mentares foram avaliados através de questionario.

A relacdo das médias obtidas das 381 amostras, grupos de
pescadores e controles revelaram que os niveis de PSA do
grupo controle estao mais elevados em todos os grupos de
idades em relacao aos niveis de PSA dos pescadores.
Quando foram relatados os valores de PSA minimos e valo-
res maximos, o grupo controle obteve os valores mais ele-
vados chegando a 45,0 ng/mL, enquanto no grupo dos pes-
cadores o valor maximo chegou a 2,20 ng/mL.

A freqiiéncia da dieta alimentar pelo grupo controle mostra
um aumento significativo nas médias dos niveis de PSA, nas
idades compreendidas de 50 aos 59 anos (6%) e dos 60 aos 69
anos (5%), em relacao aos pescadores que tiveram sua dieta
baseada no consumo de carne de peixe, mostrando resultados
condizentes com a literatura (ARRUDA et al., 2003).

O grupo de pescadores, com idade inferior aos 40 anos,
apresentou as médias dos niveis de PSA superior ao con-
trole. Talvez isso se deva ao fato de que homens jovens
sejam mais resistentes a habitos sauddveis na alimentacao,
bem como ao estilo de vida e atividade sexual, refletindo
estes fatores nos niveis de PSA.

Diante dos dados analisados, pode-se observar que, ao cor-
relacionar os niveis de PSA sérico com os hébitos alimen-
tares, os niveis de PSA se elevaram com uma ingesta maior
de gordura. Uma educacao alimentar como medida pre-
ventiva é importante para reduzir os casos de cancer de
prostata. Logo, a orientacdo verbal e as medidas preventi-
vas de aconselhamento sao importantes para reduzir os
casos de cancer ou o surgimento de seqiielas no futuro.
Porém, a relacdo dos habitos alimentares e uma maior fre-
qliéncia de cancer de prostata ainda necessitam de estudos
mais aprofundados, que fornecam maior evidéncia desta
associacao, ja que nao estao fundamentados e comprova-
dos esta relacao.

REFERENCIAS

ARRUDA, H. O.; VIEIRA FILHO, J. P. B.; ORTIZ, V.; SROUGI, M. PSA e medidas
antropométricas em indios da Amazénia: avaliagdo da comunidade
Parkateié. Revista de Saude Publica, v. 37, n. 5, p. 624-628, 2003.

CIRIADES, P.G.J.; RODRIGUES, W. R. F. A.. Valores de referéncia do PSA-
Antigeno Prostatico Especifico calculado para idades ano a ano a partir de
2.848 dosagens efetuadas na populacdo do laboratério Rhesus. Revista
Laes & Haes. Sdo Paulo: 126. ed., 2000.

CORREA, N. A. B.; COSTA, G. F. M.; MASSAMBANI, E. M.; MATUMOTO, F. H.;
PAULA, M. M.M. Diagnéstico precoce de carcinoma de préstata: Antigeno
Prostéatico Especifico (PSA)-um marcador quase ideal. Revista Brasileira de
Anélises Clinicas (RBAC). Rio de Janeiro: v. 35, n. 2, p. 63-64, 2003.

HENRY, J. B. Diagnosticos Clinicos e Tratamento por Métodos Laboratoriais.
19. ed. Sédo Paulo: Manole, 1999.

INCA, M. Estimativa 2005: Incidéncia de Cancer no Brasil, Rio de Janeiro. INCA,
2004.

JOHNSON, E. D.; KOTOWSKI, T. M. Detection of prostate specific antigen by
ELISA. Journal of Forensic Sciences, v. 38, n. 2, p. 250-258, 1993.

113



KRISTAL, A. R.; CHI, C.; TANGEN, C. M.; GOODMAN, P. J.; ETZIONI, R,
THOMPSON, I. M. Associations of demographic and lifestyle characteristic
with prostate-specific antigen (PSA) concentration and rate of PSA increase.
Cancer, v. 106, n. 2, p. 320-328, 2006.

MALM, J.; LILJA, H. Biochemistry of prostate specific antigen, PSA. Scand J
Clin Lab Invest Suppl, v. 221, p. 15-22, 1995.

ORNISH, D.; WEIDNER, G.; FAIR, W.; MARLIN, R.; PETTENGILL, E.; RAISIN, C,;
DUNN-EMKE, S.; CRUTCHFIELD, L.; JACOBS, F.; BARNARD, R. Intensive
lifestyle changes may affect the progression of prostate cancer. Journal of
Urology, v. 174, n. 3, p. 1065-1069, 2005.

RHODEN, E. L.; RIBEIRO, E. P; RIEDNER, C.; TELOKEN, C.; SOUTO, C. A. V.
Avaliagédo do valor de relagdo do antigeno prostatico especifico livre e do
total no diagnéstico do cancer de préstata. Revista AMRIGS. Porto Alegre:
v. 48, n. 3, p. 158-161, 2004.

RHODEN, E. L.; RIEDNER C. E.; MAFFESSONI, R.; GOBBI, D.; TELOKEN, C.
SOUTO, C. A. V... Free to total prostatic specific antigen ratio for the diagnosis
of prostate cancer. Brazilian Journal of Urology, v. 27, n. 5, p. 454-460, 2001.

ROSSATO, E. R.; SILVA, A. S. Avaliagdo comparativa dos testes de PSA Total,
PSA livre/total, PSA complexado e PSA complexado/PSA total no diagnés-
tico do cancer de Prostata. Revista Newslab. [S.I], Ano XII, n. 62, 2004.

SAWAYA, M. C. T.; ROLIM, M. R. S. Antigeno especifico da préstata em fluidos
biolégicos: aplicagéo forense. Visdo Académica. Curitiba, v. 5, n. 2, p. 109-
116, 2004.

STROM, S. S.; WANG, X.; PETTAWAY, C. LOGOTHETIS, C.; YAMAMURA, Y,;
BABAIN, R.; DO, K.; TRANCOSO, T. Obesity, weight gain, and risk of bio-
chemical failure among prostate cancer patients following prostatectomy.
Clin Cancer Res, v. 11, n. 19.1, p. 6889-6894, 2005.

ENDERECO PARA CORRESPONDENCIA:
Prof®. Ana Conceigao Ribeiro D. Saturnino

Av. Bernardo Vieira, 4114/404

CEP. 59051-005 Natal - RN

O\ SBAC

PNCQ DICQ

TEAC

Titulo de Especialista

A Sociedade Brasileira de Andlises Clinicas patrocina e promove os seguinles programas e produtos:

;r()gl‘al;‘llad Sistema

acional de Nacional de ( : B A( :
Controle de Acreditacgéio
Qll a]ld ad e Congresso Brasileiro de Analises Clinicas

~\

Centro de Pos-Graduagio
Socidade Brasileira de Analises Clinicas

em Anilises Clinicas
adii pelo M
ABNT/CB-36
Comité Brasileiro
de Analises Clinicas
e Diagnéstico in vitro

SBA CJO}‘}-IQZ

Participe vocé também. Associe-se!

\SBAC

¢ LEARNING

Asociacion Mercosur de
Normalizacién

Sualinews

O Portal de Conhecimanto am Analises Clinicas

www.sbac.org.br

114

RBAC, vol. 42(2): 111-114, 2010



Determinacao sérica de lipideos:
variacoes interlaboratoriais

Determination serica of lipids: variations interlaboratoriais

Elaine Cristina Cabral’, Glausiani Erbs da Costa', Edneia Casagranda Bueno’,
Juliana Bernardon Pretto Gongalves® & Darlene Camati Persuhn®

/RESUMO - A aterosclerose encontra-se em primeiro lugar dentre as varias causas de morte no mundo ocidental; distribuida em todo\
mundo, ela vem alcancando proporcoes epidémicas alarmantes. A determinacao laboratorial das concentragées de triglicerideos,
colesterol total (CT), HDL-colesterol (HDL-C) e LDL-colesterol (LDL-C) é pré-requisito importante na avaliacdo do risco que um indi-
viduo apresenta de desenvolver doencas relacionadas a aterosclerose. O objetivo deste trabalho foi avaliar a variabilidade interlabo-
ratorial na determinacao destes analitos. Para isso, foram enviados aos laboratérios de anadlise clinicas (LACs) participantes do estudo
10 amostras de soro de origem humana, para determinacao de triglicerideos, CT, HDL-C e LDL-C. A metodologia foi planejada a fim
de eliminar varidveis pré-analiticas, permitindo assim quantificar a variacao da mesma determinacéo entre os LACs participantes. A
determinacao de CT foi a que apresentou a menor dispersao de resultados, sendo este dado evidenciado pela inexpressiva quanti-
dade de valores fora da linha de + 2SD. A anélise de dispersdo de HDL-C mostrou que 50% dos individuos analisados receberia resul-
tados com interpretagoes clinicas diferentes por diferentes LACs. Esta porcentagem foi de 40% no LDL-C e de 40% para triglicerideos.
Os resultados obtidos permitem concluir que a variabilidade laboratorial na determinagao de lipideos pode ser um fator importante
na interpretacao de resultados seqiienciais.

\PALAVRAS-CHAVE - Laboratério Clinico, Lipideos, Variabilidade Interlaboratorial. /
/SUMMARY - The atherosclerosis is in first place, /among the several death causes in the western world, distributed in everybody she
is reaching alarming epidemic proportions. The determination laboratorial of the triglycerides concentrations, total cholesterol (CT),
HDL-cholesterol (HDL-C) and LDL-cholesterol (LDL-C) it is important pre-requirement in the evaluation of the risk that an individual
presents of developing diseases related to the atherosclerosis. The objective of this work was to evaluate the variability interlaborato-
rial in the determination of these analitos. For that, they were correspondents to the laboratories of analysis clinics (LACs) participants
of the study 10 samples of serum of human origin for triglycerides determination, CT, HDL-C and LDL-C. The samples were obtained
starting from individuals previously selected, using as criterion of inclusion values of lipids dosage previously obtained. The metho-
dology was drifted in order to eliminate pre-analytic variables, allowing like this to quantify the variation of the same determination
among participant LACs. The determination of CT was the one that it presented the smallest dispersion of results being this die evi-
denced out by the inexpressive amount of values of the line of + 2SD. The analysis of dispersion of HDL-C showed that 50% of the
analyzed individuals would receive results with different clinical interpretations for different LACs. This percentage was of 40% in
LDL-C and of 40% for triglycerides. The obtained results allow concluding that the choice of the laboratory of clinical analyses may
be an important aspect in sequential lipids determination results.

KEYWORDS - Clinic Laboratory, Lipids, variability interlaboratorial. Y,

INTRODUGAO

doenca artério-coronariana permanece como a princi-

pal causa de mortalidade e morbidade no mundo
industrializado. A doenca progride silenciosa e lentamente
por décadas, levando a sérias manifestacoes clinicas na
forma de infarto do miocardio ou morte subita. Por este
motivo, os fatores de risco para estas doencas sao ampla-
mente investigados. Juntamente com fatores clinicos,
véarios marcadores laboratoriais sao alvos de anélise: entre-
tanto, somente 5 testes fazem parte da pratica clinica de
rotina: CT, LDL-C, HDL-C, triglicerideos e colesterol nao-
HDL (RIFAI; WARNICK, 2004).
Segundo o Programa Nacional dos EUA para a Educagao
sobre o colesterol, é necessario classificar apropriadamen-
te os pacientes segundo niveis e estratégias de tratamento
e que, para isso, torna-se imprescindivel medi¢oes exatas
dos componentes do perfil lipidico (WARNICK et al., 2002).
Os exames realizados pelos LACs passam por trés fases
distintas antes da liberacao do resultado final. A Norma
Brasileira (NBR)14500:2000 define como processo pré-ana-
litico as etapas que se iniciam em ordem cronolégica a par-

tir da solicitacdo do clinico, (e que incluem a requisicdo do
exame e orientacao sobre coleta, a preparacao e coleta do
material do paciente), o transporte e o cadastramento. O
processo analitico € o conjunto de operagodes, usadas na
realizacdo de exames de acordo com o determinado méto-
do. Finalmente, o processo pés-analitico sao as etapas que
tém inicio apds execucao do exame e que incluem analise
de consisténcia dos resultados, consultoria técnica, libera-
cao de laudos, armazenamento de material ou amostra do
paciente, transmissao e arquivo de resultados.

Existe uma grande tendéncia no LAC de controlar os fatores
relacionados a fase analitica das determinacgoes laboratoriais,
embora a maior parte dos erros detectados em estudos espe-
cificos demonstre que as fases mais criticas no que tange ao
erTo sao a pré-analitica e a pés-analitica (BONINI et al., 2002)
O controle da qualidade, em qualquer setor produtivo, é o
conjunto de técnicas e atividades operacionais que sao
usadas para cumprir pré-requisitos da qualidade. No LAC,
utiliza-se basicamente dois tipos de controle da qualidade:
interno e externo. O controle interno da qualidade consis-
te nos procedimentos conduzidos em associacao com o
exame das amostras dos pacientes, para avaliar se o siste-
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ma analitico estda operando dentro dos limites de tolerancia
pré-definidos. O controle externo da qualidade refere-se a
determinacdo do desempenho dos exames clinicos através
de comparacoes interlaboratoriais (ABNT, 2000).

O controle da qualidade intralaboratorial avalia a precisao
dos ensaios e deve ser uma avaliacao didria, fazendo parte
da rotina do LAC. Por outro lado, o controle da qualidade
interlaboratorial faz parte da avaliacao externa e, normal-
mente, é realizada periodicamente a fim de avaliar exati-
dao dos resultados (BURTIS; ASHWOOD, 2001)

Alguns autores vém realizando trabalhos no sentido de
esclarecer a magnitude das variacoes interlaboratoriais na
determinacao de parametros bioquimicos e hematolégicos
(PICHETH et al., 2001; HAUSER et al., 2004), assim como
suas implicacoes na interpretacao dos resultados que sao
emitidos nos laudos laboratoriais.

Picheth e colaboradores (2001) avaliaram a determinacao
sérica de glicose em 36 LACs da Regido Sul do Brasil. Os
autores utilizaram como amostra solugoes de glicose em
concentracoes de decisao clinica. Apenas 14 LACs (38,8%
do total) atingiram a performance desejada nas trés amos-
tras do estudo; a pesquisa preconizou que a maioria dos
participantes (cerca de 60%) dos LACs necessita aprimorar
os procedimentos de Controle da Qualidade objetivando
eficiéncia analitica e relevancia clinica dos resultados.

Por outro lado, quando se avaliou a variabilidade nos resul-
tados de parametros hematimétricos em 14 LACs de
Curitiba e Regiao Metropolitana em relacao aos equipa-
mentos utilizados e o emprego de Programas Interno e
Externo da Qualidade, observou-se que a maioria dos LACs
apresentou resultados hematimétricos entre os limites
superiores e inferiores de controle. Houve menor ocorréncia
de erros para os LACs que realizavam controle externo e
interno da qualidade. Os resultados indicaram que a popu-
lacao de Curitiba esta sendo bem atendida quando se refe-
re a determinacao de valores hematimétricos e tais resulta-
dos incentivam os LACs a utilizacao de programas de con-
trole da qualidade em laboratério (HAUSER et al., 2004).
Tendo em vista todos estes aspectos, o objetivo deste traba-
lho foi avaliar a variacao interlaboratorial na determinacao
sérica de lipideos num municipio do Vale do Itajai.

MATERIAL E METODOS

Populacao e amostra

Participaram do estudo 8 LACs, todos sediados no mesmo
municipio, totalizando 100% dos LACs do local.

Coleta de amostras biol6gicas

O sangue obtido, a partir de individuos previamente con-
vidados a participar do estudo, foi coletado por puncao
venosa, utilizando seringa pléstica de 10 mL. Apés 30
minutos de repouso, completada a coagulacdo sanguinea,
o soro foi separado através de centrifugacao (3.000rpm por
15 minutos). Aliquotas de 200 microlitros foram separadas
em tubos plédsticos com tampa, mantidos sob refrigeracao
em isopor e encaminhados aos LACs participantes.

As amostras de soro de origem humana, foram enviadas
aos LACs sempre no mesmo dia e hordrio. Nao foram defi-
nidos critérios de inclusdo ou exclusdo para pacientes
tendo em vista que o foco do trabalho era a variabilidade
dos resultados dos LACs. As amostras dos pacientes servi-
ram somente como ferramenta para a coleta destes dados.
Coleta de dados

Cada LAC participante recebeu 10 amostras de soro obtidas
conforme o procedimento acima indicado. Cabe salientar
que cada amostra incluida no projeto foi analisada no mesmo
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dia por todos os laboratérios e que as mesmas chegaram aos
LACs sempre antes de 9:30h e haviam sido coletadas e pro-
cessadas imediatamente antes da distribuicao. Estes cuida-
dos permitiram excluir do estudo as varidveis pré-analiticas.
Analise dos dados

Os resultados de cada paciente foram analisados indivi-
dualmente, sendo obtidas médias, desvio padrao e coefi-
ciente de variacao para os dados. Posteriormente, os mes-
mos foram plotados em graficos contendo os valores de
referéncia para determinacao de lipideos como intervalos
de comparacdo. Estas andlises permitiram concluir se
houve diferenca na interpretacao dos resultados dos
pacientes quanto ao risco de aterosclerose dependendo do
LAC onde a anélise foi realizada.

Aspectos éticos

Este projeto foi analisado e aprovado pela Comissao de
Etica em Pesquisa da UNIVALL

Tanto os LACs quanto os pacientes doadores das amostras
foram esclarecidos sobre os objetivos da pesquisa e convi-
dados a aderir ao projeto através da assinatura do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido.

Os resultados foram devolvidos aos LACs na forma de rela-
tério e aos pacientes na forma de laudo nao identificado,
para que os LACs desconhecessem as identidades dos
pacientes e vice-versa.

Os LACs participantes nao foram informados da identida-
de dos demais, garantindo assim, sigilo absoluto.

RESULTADOS

Os resultados obtidos para cada um dos pacientes pelos
LAC:s participantes foram plotados em gréaficos de dispersao.
Analisou-se também cada determinacao individualmente
em cada paciente. Para isso, a tabela 1 mostra os valores
maximos e minimos fornecidos como resultado para cada
amostra distribuida e o LAC que realizou a andlise. Através
desta avaliacao, foi possivel determinar a moda estatistica
correspondente aos LACs mais incidentes em resultados
extremos em todos os parametros submetidos a anélise.

A partir dos resultados de todos os LACs para cada determi-
nacao de cada paciente, excluindo-se os valores extremos,
calculou-se a média e desvio padrdao (SD). Foi possivel, a
partir destes dados, encaixar os resultados de cada LAC nos
intervalos +1SD, £2SD ou maior ou igual +3SD (tabelas 2-5).

TABELA |
Valores minimos e maximos, e moda estatistica para
cada participante do estudo.

Pariopante Colesterol total riglicerideos.
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TABELA II
Dispersao dos resultados de Colesterol Total de cada
laboratério em relacdo a média dos participantes

Laboratérios ~ Média + 1 Média + 2 Média + 3
SD SD SD
1 10 0 0
2 6 4 0
3 5 4 1
4 8 2 0
5 7 3 0
6 7 3 0
7 6 3 1
8 8 2 0
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TABELA 111
Dispersao dos resultados de HDL colesterol de cada
laboratoério em relagao a média dos participantes

Laboratérios  Média + 1 Média + 2 Média + 3
SD SD SD
1 2 7 1
2 10 0 0
3 5 4 1
4 1 3 6
5 3 3 4
6 10 0 0
7 9 1 0
8 9 1 0
TABELA IV

Dispersao dos resultados de triglicerideos de cada
laboratério em relacdo a média dos participantes

Laboratérios ~ Média + 1 Média + 2 Média + 3
SD SD SD
1 6 3 1
2 8 2 0
3 5 4 1
4 5 5 0
5 2 2 6
6 5 4 1
7 10 0 0
8 4 3 3
TABELA V

. Dispersao dos resultados de LDL Colesterol de cada
laboratério em relacdo a média dos participantes

Laboratérios ~ Média + 1 Média + 2 Média + 3
SD SD SD
1 8 2 0
2 7 3 0
3 6 2 2
4 6 4 0
5 2 4 4
6 7 3 0
7 7 1 2
8 6 3 1
DISCUSSAO

O objetivo deste trabalho foi analisar a variacao dos resul-
tados que compodem o perfil lipidico, muito utilizado para
avaliar o risco que um individuo tem de apresentar proble-
mas vasculares, entre diferentes LACs de um mesmo
municipio. A metodologia foi planejada a fim de eliminar
varidaveis pré-analiticas, permitindo assim quantificar a
variacao da mesma determinacao entre os LACs partici-
pantes. Por se tratar da mesma amostra, o esperado seria
coletar resultados muito semelhantes entre os diferentes
LACs, para todas as determinacdes ou, no minimo, a
mesma interpretacdo clinica para todas elas.

A determinacao de CT foi a que apresentou a menor dis-
persao de resultados, sendo este dado evidenciado pela
inexpressiva quantidade de valores fora da linha de +2SD
(tabela 2). Este resultado era de certa forma esperado, pois
CT é a determinacao que exibe menor CV. O conceito de
CV é a variacao que ocorre entre determinacoes sucessivas
no mesmo LAC utilizando a mesma metodologia. Trata-se
de uma variacdo prevista em qualquer método analitico e
deve ser considerada para efeito de interpretacao.

A andlise de dispersdao de HDL-C mostra que 50% dos
individuos analisados receberia resultados com interpreta-
¢oes clinicas diferentes em diferentes LACs. Observa-se
que em alguns casos o distanciamento entre o valor maxi-
mo e o minimo obtidos para a mesma amostra chega a 3
vezes (tabela 1). O mesmo paciente (1) recebeu resultados
de 90 mg/dL e 28 mg/dL. Destacam-se os LACs 4 e 5 com
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respectivamente 60% e 40% das determinacgoes em valores
situados em + 3SD (tabela 3). Sao os mesmos LACs que
apareceram com o maior numero de valores maximos (LAC
5) e valores minimos (LAC 4) de HDL-C (tabela 1). O erro
total aceito pela literatura para o HDL-C é de 13%
(MARANHAO, 2001; SBC, 2007). Sendo assim, os resulta-
dos apontam para a necessidade de revisao dos critérios de
qualidade no que diz respeito a determinacdo de HDL-C,
assim como intensificar esforcos no sentido de controlar os
resultados por programas externos.

O laboratério 5 aparece como o que apresenta, também, o
maior nimero de resultados méaximos e minimos de LDL-C
(tabela 1). Estes resultados foram conflitantes com os
demais (LACs), estando com 40% das determinacgdes na
faixa de = 3SD (tabela 4). Este mesmo LAC mostra-se
pouco exato quanto a determinacao de triglicerideos, apre-
sentando 60% dos resultados na faixa de + 3SD (tabela 5).
Os demais LACs destacaram-se por apresentar a maioria
absoluta dos resultados dentro da faixa de + 2SD.

Em laboratérios bem padronizados a variabilidade analiti-
ca de LDL-C situa-se entre 2,7 a 6,8%, podendo chegar a
12% em LACs de rotina (RIFAI; WARNICK, 2004). Nos
pacientes 1 e 6 a variacao entre os LACs chegou a 500% e
30% respectivamente, o que denota que pelo menos
alguns deles apresentam variabilidade analitica bem
acima do desejado.

O método utilizado para determinacao do LDL-C em con-
sensos médicos internacionais € o calculo através da férmu-
la de Friedwald, que inclui os valores de CT, HDL-C e tri-
glicerideos e que compila as variabilidades analitica e bio-
légica de todos os demais. Isso explica a elevada diferenca
encontrada entre os valores deste analito. A fim de contor-
nar estes problemas, alguns LACs estao usando ensaios
homogéneos para a avaliacao direta deste analito. Os méto-
dos homogéneos para LDL-C sdo altamente precisos e
representam uma melhoria na medida deste marcador na
presenca de alta concentracao de triglicerideos. Entretanto,
assuntos relativos ao desempenho em amostras de pacien-
tes, nao obtiveram sucesso; assim, o efeito destes métodos
na classificacao precisa de pacientes em categorias de risco
necessita de estudos adicionais(RIFAI; WARNICK, 2004).
A andlise dos triglicerideos demonstra que para 40% das
amostras avaliadas, dependendo do LAC que realizou a
determinacao, a interpretacao clinica é completamente dife-
rente, podendo situar-se desde normal até acima do limite
maximo (tabela 1). Observa-se que o laboratério 5 apresen-
ta 60% das determinacoes acima de + 3SD(tabela 5). Este
resultado estd de acordo com a elevada discordancia do
laboratério 5 com os demais quanto ao LDL-C cujo célculo
depende também do resultado de triglicerideos (tabela 4).
Estes resultados demonstram que existe imprecisao na
determinacdo interlaboratorial de lipideos, o que torna
valida a orientacao da Sociedade Brasileira de Cardiologia
de realizar determinacoes seriadas no mesmo LAC (SBC,
2001; SBC, 2007). Existe uma tendéncia clara de alguns
LACs em obter resultados mais elevados e outros mais bai-
xos (tabela 1). No caso de LDL-C, o mesmo LAC evidencia-
se em ambos os casos, denotando imprecisao nos resulta-
dos e um “bias” elevado.

Um adequado controle interno e externo da qualidade
tende a reduzir a amplitude da variacao interlaboratorial,
uma vez que permite ao LAC a clara comparacao do seu
resultado com valores-alvo. Estas andlises deverao servir
como norteadores que orientam o administrador acerca das
melhorias necessdrias em busca da qualidade.
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CONCLUSOES

Embora o nimero de amostras analisados tenha sido
pequena, os resultados obtidos neste trabalho permitem
sugerir que a variabilidade interlaboratorial na determina-
cao de lipideos mostrou-se relevante para a interpretacao
clinica dos resultados.
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Analise dos polimorfismos HLA-
DQB1*0201/DQB1*0302 em pacientes portadores

de diabetes melito tipo 1 no Vale do Sinos *

Analysis of the HLA-DQB1*0201DQB*0302 polymorphisms in type 1
diabetes mellitus brazilian patients

Priscila T Azambuja’; Sabrina E M Almeida’; Daiane D Berlese’ & Regina B Barcelos®

\da polimerase.

/RESUMO - O diabetes melito do tipo 1 (DM1) é uma doenca auto-imune de carater multifatorial. Dentre os fatores genéticos envolviN
dos no seu desencadeamento, os genes do sistema de histocompatibilidade humano (HLA) sao responsaveis por 40% do componente
genético desta doenca cronica. Este trabalho analisou a freqtiéncia dos polimorfismos HLA-DQB1*0201/DQB1*0302 em pacientes dia-
béticos do tipo 1 residentes na regiao do Vale do Sinos (RS-Brasil) através da técnica da reacao em cadeia da polimerase e de sondas
especificas. Como resultado, verificou-se que a freqiiéncia destes polimorfismos era mais elevada em pacientes quando comparada
com um grupo controle, dado muito semelhante aqueles descritos na literatura. Enfim, a andlise das freqiiéncias é de extrema
importancia para o entendimento da etiologia do DM1, contribuindo assim para o diagnéstico precoce e auxiliando no controle e no
acompanhamento eficaz dos pacientes acometidos por esta patologia.

PALAVRAS-CHAVE - Diabetes Mellitus tipo 1, predisposicdo genética, complexo principal de histocompatibilidade, reacao em cadeia

/

/SUMMARY - The type 1 Diabetes Mellitus (DM1) is a multifatorial autoimmune disease. The human leukocyte antigen system (HLA)\
genes are one of the genetic factors involved and it is responsible to 40% of the genetic marker of this chronic disease. This paper
analyzed the frequency of HLA-DQB1*0201/DQB1*0302 polymorphisms in type 1 diabetic Brazilian patients using the polymerase
chain reaction and specific primers. We found that the frequency of these polymorphisms was bigger in patients than in controls and
this data is very similar to those described in literature. At last, the analysis of the polymorphisms is very important to the DM1 etiol-
ogy, thus contributing to better diagnosis and efficient control of the diabetic patients.

\KEYWORDS - Type 1 Diabetes Mellitus, genetic predisposition, major histocompatibility complex, polymerase chain reaction. J

INTRODUCAO

diabetes melito do tipo 1 (DM1) é uma doenca cronica

que resulta do ataque auto-imune érgao-especifico.
Quando os linfécitos T auto-reativos destroem as células
beta pancreéticas, ocorre a absoluta deficiéncia da produ-
cao de insulina. Os principais auto-anticorpos encontrados
no soro dos pacientes sao: antiinsulina (IAA), antiilhota
pancredtica (ICA), anti-descarboxilase do acido glutamico
(anti-GAD) e anti-tirosina fosfatase (IA2). Os primeiros sin-
tomas percebidos pelos diabéticos, como polifagia, polita-
ria, perda de peso e cetoacidose, ocorrem quando as
IThotas de Langherans ja perderam 80% da sua atividade.
Em longo prazo, a hiperglicemia ocasiona complicacoes
microvasculares comprometendo principalmente os rins, a
retina e os sistemas nervoso e circulatério (20, 12, 3).
No mundo estima-se que haja 18 milhoes de portadores de
DM1 atualmente, sendo que 60.000 casos novos sao diag-
nosticados ao ano (1). Dentre a populacao brasileira, acre-
dita-se que 500 mil pessoas sao acometidas pelo DM1 (19).
J& no Rio Grande do Sul (RS) existem cerca de 15 mil indi-
viduos atingidos pela doenca e destes, 800 encontram-se
na regiao do Vale do Sinos (5).
O RS foi colonizado por diferentes etnias, como alemaes,
italianos, portugueses espanhéis entre outros. Sendo assim,
a populacao nesta regido é de origem caucasiana (13).
A reacao auto-imune no DM1 é decorrente de uma associa-
cao entre fatores ambientais e genéticos. As infeccodes virais,
o0 estresse psicologico e a alimentagao sao exemplos de como
o ambiente contribui no desencadeamento do processo infla-
matorio contra as células beta do pancreas. Cerca de 64%
dos pacientes diabéticos do tipo 1 possuem anticorpos contra

A associacao entre os genes do sistema de histocompatibi-
lidade humano (HLA), localizado na regido cromossémica
6p21, e o DM1 tem sido exaustivamente estudada, repre-
sentando cerca de 40% do componente genético desta
doenca (2). Porém o exato mecanismo que dispara a casca-
ta de eventos que provoca a caréncia da producdo de insu-
lina ainda néo esta bem estabelecido. Os genes do HLA de
classe II (loci DR, DP e DQ) codificam moléculas presentes
na superficie das células que atuam na resposta imune.
Conseqiientemente, sao os marcadores genéticos de doen-
cas endocrinas auto-imunes mais estudados (1, 2). Aly e
cols. (3) demonstraram que a presenca de um acido aspar-
tico (Asp) na posicao 57 da cadeia beta da proteina, deter-
minada pelo polimorfismo HLA-DQB1*0602, seria um fator
protetor quanto ao desenvolvimento de DM1. Por outro
lado, as variantes non-Asp-57, como HLA-DQB1*0201 e
DQB1*0302, sao considerados alelos de susceptibilidade
por estarem associados a predisposicao do DM1.

Em caucasianos, os haplétipos DR3/DQB1*0201 e
DR4/DQB1*0302 estao presentes em 90% dos pacientes
diabéticos do tipo 1, porém a freqiiéncia destes polimorfis-
mos varia conforme a regidao geogréfica da populacéao estu-
dada (12). Trabalhos realizados na Europa, Estados Unidos
e China encontraram valores que variam entre 47-85%
para DQB1*0201 e de 6-90% para o alelo DQB1*0302 em
pacientes diabéticos do tipo 1 (8, 15). No Estado de Sao
Paulo (Brasil), Volpini e cols. (23) observaram que os indi-
viduos que apresentavam o polimorfismo DQB1*0201
tinham 2,3 mais chance de desenvolver o DM1 e aqueles
que possuiam o alelo DQB1*0302 o risco aumentava 4,9
vezes. Fernandes e cols. (10) também verificaram que o
risco relativo do desenvolvimento desta patologia era ele-

os virus da coxsackie B4, herpes, rubéola ou caxumba (21). vado na presenca dos alelos DQB1°0201 (4,45) e
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DQB170302 (4,49). Estudos brasileiros que relacionam a
freqiiéncia destes polimorfismos sado raros, como o de
Bompeixe (4), em Curitiba, que verificou que pacientes
portadores de DM1 tinham freqiiéncias de 13% e 22% para
os alelos DQB170201/DQB1*0302, respectivamente.

A etiologia do DM1 podera ser melhor elucidada através
da investigacao de genes de susceptibilidade para esta
doenca. Os alelos que apresentam maior freqiiéncia em
uma determinada populacao podem contribuir para a com-
preensao dos fatores que influenciam o aparecimento das
doencas. Assim, o objetivo deste trabalho foi verificar as
freqiiéncias dos polimorfismos DQB1*0201/DQB1*0302 em
portadores de DM1 e em individuos com niveis normais de
glicose (17) e sem antecedentes familiares de diabetes
melito (tipo 1 ou 2), residentes na regiao do Vale do Sinos
(RS-Brasil), e a sua possivel correlagdo com o desenvolvi-
mento desta patologia.

MATERIAL E METODOS

Amostra

A amostra foi composta por 82 voluntdrios caucasianos (28
homens e 54 mulheres), residentes na regiao do Vale do
Sinos (RS- Brasil), com idade entre 18-57 anos, sendo 36
portadores de DM1 previamente diagnosticados e com anti-
GAD positivo e 46 individuos com niveis normais de glico-
se e sem antecedentes familiares de diabetes melito (tipo 1
ou 2), segundo os critérios da Organizacao Mundial de
Saude (17). O grupo controle apresentou média de idade
similar e distribuicdo entre géneros equivalente ao grupo
de pacientes portadores de DM1. Os voluntdrios foram sele-
cionados junto ao Laboratério de Biomedicina do Centro
Universitario Feevale, a partir de um questiondrio de tria-
gem. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Centro Universitario Feevale no dia 23/11/2007
sob o n° 2.02.03.07.801 e, em seguida, foi autorizado pelos
participantes através da assinatura de um termo de consen-
timento livre e esclarecido. Este estudo foi desenvolvido
durante o periodo de julho de 2007 a junho de 2008.

Tipagem de DNA

As amostras foram centrifugadas para separar o plasma da
camada de leucécitos e o acido desoxirribonucléico (DNA)
foi extraido pela técnica de salting-out (14). Para a tipifica-
cao dos alelos DQB1*0201/DQB1*0302 foi utilizada a téc-
nica da reacao em cadeia da DNA polimerase (PCR). Para
a amplificacao foi usada uma reacao de volume final de 50
pL, contendo os seguintes reagentes: agua (DNA e RNA
free), tampao (10 mM tris, 50 mM de KCI), 50 mM de
MgCl2, 200 mM de dNTP, 2,5 U de Taqg DNA polimerase
(Invitrogen™) e 15 pmol/pL de cada um de primers sense e
anti-sense (F: 5'-GATTTCGTGTACCA GTTTAAGG-3' e R:
5-CTCGTAGTTGTGTCTGGACAC-3"). A amplificacao
foi realizada durante 30 ciclos de 94°C por 3 minutos, 94°C
por 1 minuto, 60°C por 1 minuto 72°C por 2 minutos e de
extensao final a 72°C por 5 minutos (18). Os produtos
amplificados foram identificados por eletroforese em gel de
agarose a 1%, corados com 3 pL solucao de brometo de eti-
dio e visualizadas ap6s exposicdo a luz ultravioleta, através
de um transluminador. Os produtos de PCR gerados pos-
suiam 237pb, os quais foram identificados a partir da posi-
cao e do tamanho das bandas visualizadas comparando-se
com um marcador de peso molecular de 100pb.
Hibridizacao com Sondas

Microplacas (Amino Link) foram sensibilizadas com sondas
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aminadas especificas (DQB1*0201: 5-GCTGGGGCTGCCTG-
3" e DQB1*0302: 5-GGCCGCCTG CCGCCGAG-3)) as quais
ficaram a 4°C por 24h. Os produtos amplificados foram desna-
turados a 100°C por 5 minutos e, em seguida, 10 pL. de cada
amostra foi aplicado nas microplacas para permitir a ligacao do
DNA. Posteriormente, as microplacas foram incubadas no forno
de hibridizacao a 50°C por 1 hora. As microplacas foram sub-
metidas a quatro etapas de lavagem e a adicao do conjugado
de estreptavidina peroxidase e de tetrametil benzidina (TMB).
Ap6s 20 minutos, foi adicionado 100pL de &cido sulftrico a
0,1M. Para determinar a curva de calibracao dos produtos de
hibridizacao, as microplacas foram lidas em leitora de enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) no comprimento de onda
450nm com refiltro no comprimento de onda de 620nm (18).

Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada pelo pacote estatistico
SPSS v.13.0. Foram realizadas andlises de freqiiéncias dos
dados qualitativos, bem como aplicacao do chi quadrado (x?)
para detectar diferencas significativas. O valor de p menor
que 0,05 foi considerado estatisticamente significante.

RESULTADOS

Individuos portadores de DM1 tiveram uma freqiiéncia de
44,4 % para o alelo DQB1*0201 e de 52,7% para o alelo
DQB1*0302. J4 os individuos com niveis normais de glico-
se e sem antecedentes familiares de diabetes melito (tipo 1
ou 2) apresentaram uma freqiiéncia de 34,8 % para o alelo
DQB1*0201 e de 36,9% para o alelo DQB170302. Nao foi
encontrada uma diferenca significativa entre as freqiién-
cias dos polimorfismos DQB1*0201/DQB1*0302 do grupo
de diabéticos e do grupo controle (Tabela 1).

Dentre o grupo de pacientes, 44,4% apresentavam ambos
0s DQB1*0201-DQB1*0302, ou seja, 100% os portadores do
alelo DQB1*0201 também possuiam o alelo DQB1*0302.
Por outro lado, 32,6% do grupo controle possuia os dois
alelos concomitantemente (Tabela 2). Também foi verifica-
do que 43,8% dos pacientes que possuiam os dois alelos
apresentavam a doenca ha mais de 10 anos.

TABELA |
Freqiiéncia de portadores dos alelos HLA-DQB1 em
pacientes portadores de DM1 e grupo controle.

Alelos DQB1 Pacientes (%) Controle (%) Valor p**
(N = 36) (N = 46)
*0201 44.4 34,8 0,49
*0302 52,8 37,0 0,18

**\/alor p calculado a partir do teste do chi quadrado (x2).

TABELA I
Freqiiéncia da combinacao alélica dos alelos
DQB1*0201-DQB1*0302 em pacientes portadores de
DM1 e grupo controle.

Combinacao Pacientes (%) Controle (%) Valor p **
(N = 36) (N = 46)
*0201 -*0302 44,4 32,6 0,35
Outros*** 52,8 67,4

** Valor p calculado a partir do teste do chi quadrado (x2).
*** Qutros significa qualquer haplétipo excluindo DQB1*0201 -*0302.
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DISCUSSAO

A etiologia do DM1 estd bem estabelecida, porém o mecanis-
mo que desencadeia a reacao auto-imune ainda nao foi eluci-
dado. Além disso, a prevaléncia de DM 1 nao diagnosticada
continua sendo muito alta apesar das variadas campanhas de
prevencao. Assim, é importante identificar individuos susceti-
veis antes do aparecimento das complica¢oes cronicas (7).

A associacao entre os genes do HLA de classe II e a predis-
posicao para o desenvolvimento de doencas auto-imunes
tem sido extensivamente estudada. Estes genes sao alta-
mente polimoérficos, ou seja, populacoes distintas irdo apre-
sentar freqliéncias alélicas diferentes (9). Alguns polimorfis-
mos parecem estar correlacionados com uma maior predis-
posicao genética de desenvolver o DM 1. O Brasil é um pais
que possui uma miscigenacao bastante marcante, porém a
populacao do estado do Rio Grande do Sul caracteriza-se
por uma origem basicamente caucasoéide (13). Em um estu-
do brasileiro com individuos caucaséides, observou-se que
cerca de 90% dos pacientes portadores de DM 1 apresentam
os alelos DQB1*0101-DQB1*0201-DQB1*0302 (11).

O presente estudo revelou uma freqiiéncia de 44,4 % para
o alelo DQB1*0201 e de 52,7% para o alelo DQB1*0302 em
individuos portadores de DM1. Bompeixe (4), em Curitiba
(PR-Brasil), verificou que pacientes portadores de DM 1
tinham freqtiéncias de 13% e 22% para os alelos
DQB1*0201/DQB170302, respectivamente. Contudo fre-
qiéncias similares ao nosso estudo foram encontradas em
um trabalho realizado por Mimbacas e cols (15) que anali-
saram os polimorfismos do gene HLA-DQB1 em 72 pacien-
tes com DM 1 em Montevidéu (Uruguai), onde 47% deles
possuiam o alelo DQB1°0201 e 35% o alelo DQB1*0302.
Em adicao, Deja e cols (6), em Katowice (Polonia), observa-
ram que dentre os pacientes diabéticos do tipo 1 (n=44),
37% tinham o alelo DQB1*0201 e 33% o alelo DQB1*0302.
Cabe ressaltar que estas populacoes sao principalmente
formadas por individuos caucasoéides.

As frequiéncias dos pacientes com DM1 e do grupo contro-
le encontradas neste trabalho nao sao diferentes significa-
tivamente. Em Ribeirao Preto (SP-Brasil), Nahas (16) tam-
bém néao observou uma diferenca significativa entre os
pacientes portadores de DM 1 e o grupo controle para as
freqiiéncias dos alelos DQB1*0201/DQB1*0302. Porém,
Bompeixe (4), em Curitiba (PR-Brasil), notou que os
pacientes e os individuos do grupo controle apresentavam
freqiiéncias estatisticamente diferentes (p<0,01). Contudo,
verificamos que as freqiiéncias dos pacientes e do grupo
controle sao diferentes ainda que nao tenham apresentado
uma significancia estatistica. Talvez, o nimero amostral
tenha influenciado neste resultado, nao permitindo a
deteccdo de uma real diferenca entre as frequiéncias.
Assim, futuras pesquisas nesta populacao que analisem um
maior nimero de individuos podem gerar dados mais con-
clusivos. Além disso, a avaliacdo da freqiiéncia alélica do
gene DQB1 em diferentes regides geograficas do pais
podera contribuir para o melhor entendimento dos fatores
genéticos envolvidos no desenvolvimento do DM1.

CONCLUSOES

A pesquisa de novas técnicas para o diagnoéstico precoce,
juntamente com a determinacao dos fatores de risco sao
imprescindiveis para a evolucao das ciéncias médicas, pois
quando se conhece a causa da patologia o controle pode
ser realizado com maior eficacia. As complica¢cdées do DM
estdo intimamente associadas ao desenvolvimento de
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doencas cardiovasculares, aumentando a morbidade da
populacdo mundial. Desta forma, profissionais da area da
saude capacitados e atualizados podem trabalhar em con-
junto a fim de realizar o diagnéstico precoce, minimizando
a morbidade destes pacientes e contribuindo assim para a
reducao dos custos do sistema de satide publico (22).
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Microbiota fungica do solo e ar atmosférico na regiao
da Borborema, estado da Paraiba, Brasil*

Fungal microbiota from the soil and atmospheric air in the region of Borborema,
Paraiba state, Brazil*

Fillipe de Oliveira Pereira’, Edeltrudes de Oliveira Lima®, Kelly Rejane Leite de Figueiredo®,
Lizandro Leite Brito® & Assuero Silva Meira’

/RESUMO - O solo e o ar atmosférico constituem o grande habitat fingico, sendo considerados as principais fontes de infec¢oes dos\
mesmos. Dessa maneira, o presente trabalho teve como objetivos isolar, quantificar e identificar espécies do solo e do ar atmosférico
na regiao da Borborema-Paraiba. Foram coletadas quarenta e quatro amostras em diferentes pontos da regiao. No solo, foram feitas
suspensdes das amostras e inoculadas 0,1mL do sobrenadante na superficie de meios de cultura. Para amostras do ar, foi utilizada a
técnica de exposicao de placas de Petri com meio de cultura. Os fungos predominantes no ar atmosférico foram: Penicillium sp.
(21,07%), fungos nao esporulados (FNE) (17,74%) e Aspergillus niger (10,54%). E no solo: Aspergillus flavus (21,92%), Acremonium
sp (21,50%) e FNE (14,85%.). Neste estudo, foi observado que os fungos isolados podem causar infec¢oes em varidveis niveis de com-
plexidade, ocupando lugar de destaque entre as doencas tropicais.

PALAVRAS-CHAVE - fungos, ar atmosférico, solo, Borborema, Paraiba /

/SUMMARY -Soil and atmospheric air are the main fungal habitat, they are the principal infection source of them. Thus, this work had\
as objectives isolate, count and identify fungi species from the soil and the atmospheric air in the region of Borborema-Paraiba. Forty-
four samples were obtained from different places of this region. From the soil samples, some suspensions were produced and put
0,1mL on the surface of the culture medium. From the atmospheric air samples, we used the technique of exhibition Petri’s plates with
culture medium. The predominant isolated fungi from atmospheric air were: Penicillium sp.(21,07%), no sporulating fungi (NSF)
(17,74%) and Aspergillus niger (10,54%). And on the soil: Aspergillus flavus (21,92%), Acremonium spp (21,50%) e NSF (14,85%.).
According to this study, it was noticed that the isolated fungi could cause infections in much complexity levels, occupying a promi-

nence place among tropical diseases.
KEYWORDS - fungi, atmospheric air, soil, Borborema, Paraiba

/

INTRODUGAO

Paraiba é um estado relativamente pequeno, estando

localizado na porcao oriental do Nordeste do Brasil,
onde ocupa uma 4rea de 56.341 Km?* Apresenta clima
quente e umido no interior do Estado, caracterizando-se
como equatorial, pois a temperatura anual é superior a
25°C. O Estado da Paraiba estd dividido em trés regides
geoecoldgicas, levando em consideracao o limite do litoral
para o interior do Estado, assim definidas: Regido Atlantica,
Regiao da Borborema e Regiao do Sertao (15, 18, 23).
"A regidao da Borborema encontra-se situada no centro do
Estado, formando uma faixa diagonal, localizada entre os
meridianos 34° 45' e 18° 45" de longitude Oeste e entre os
paralelos de 6° 20" 12" e 8° 19 '18" de longitude Sul. As
temperaturas médias anuais estdo entre 25 a 27°C; a inso-
lacao média é 2.800horas/ ano; a umidade relativa do ar é
cerca de 50%, caracterizando-se como clima semi-arido
quente e seco (15).
Nas extensas areas das regides tropicais e equatoriais, pre-
valece com ou sem cardter de exclusividade um conjunto
de doencas, sendo parte delas endémicas, as quais estdao
condicionadas a agentes etiol6gicos ou, entdo, dependem
de mecanismos de transmissao intimamente relacionados a
determinadas condigcdes biocliméaticas do meio ambiente
tropical. Assim, nas regides tropicais em todo mundo, por
fatores geograficos ligados a outros, ocorre com maior pre-
valéncia um conjunto de doencas infecciosas e parasitarias
que sao enquadradas e denominadas de patologia geogra-
fica tropical (1,12).

Dessa forma, os processos infecciosos causados por micro-
rganismos, em especial, por espécies de fungos, sdo muitos
freqiientes em nosso pais, pois em algumas regioes, como
Norte, Centro Oeste e Nordeste possuem um clima tropi-
cal. Por essa razdo, é produzida uma grande variedade
doencas tropicais com quadros clinicos bem diversificados,
o que vem fazendo com que a micologia tenha adquirido
um importante papel na drea médica. A maior parte das
patologias fuingicas é diagnosticada mundialmente e seus
agentes etiolégicos podem ser isolados do meio ambiente
em geral. Os fungos podem produzir infeccao na pele,
pélos, pélos, unhas, mucosas, tecido subcutaneo, érgaos e
sistemas, ocupando lugar de destaque dentro do panorama
das doencas tropicais (1, 5, 20, 25).

Os fungos possuem grande importancia ecolégica e econo6-
mica e sdo considerados os de compositores primarios em
todos os ecossistemas terrestres, formam importantes asso-
ciacoes com plantas vasculares (micorrizas), constituem a
grande maioria dos patégenos para as plantas, oferecem
sistemas genéticos apropriados para os biologistas molecu-
lares e sao por demais importantes para biotecnologia (22).
Assim, o solo e o ar atmosférico constituem o grande habitat
dos fungos, sendo considerados as principais fontes de infec-
coes ou reservatorios dos mesmos. Nos ultimos anos tém sido
detectadas com importancia crescente, diversas doencas
oriundas de microrganismos do meio ambiente (5, 12, 2, 25).
Os fungos de meio ambiente, geralmente nao sao patogé-
nicos, mas atuam como patégenos oportunistas. Estdo
incluidos também, os processos alérgicos adquiridos atra-
vés da inalacdo dos esporos. E importante salientar que,
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nessas situagoes, esses microrganismos podem desempe-
nhar de fato o papel de agentes primdarios em processos
infecciosos fuangicos, muitas vezes com conseqiiéncias
fatais para o individuo (8, 25).

Os estudos sobre a ocorréncia de fungos ambientais, geral-
mente considerados oportunistas e contaminantes, sao
importantes para prevencao e tratamento das patologias
quer afetam o homem, animais e plantas. E também, pode-
ra permitir avancos no diagnéstico e desenvolvimento de
novos métodos de abordagem nessas patologias (6, 26).

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Micologia do
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas do Centro de
Ciéncias da Saude, da Universidade Federal da Paraiba.
Foram coletadas quatro (04) amostras constituidas de
material do solo e do ar atmosférico em diferentes pontos
de cada cidade, no periodo de novembro/2006 a janei-
ro/2007. Essas pertencem geograficamente as microre-
gidoes da mesorregiao Borborema-PB, assim distribuidas:
microregiao do Cariri Ocidental nas cidades de Monteiro,
Serra Branca, Sumé e Taperod; microregiao do Cariri
Oriental nas cidades de Sao Joao do Cariri, Gurjao e
Parari; microregiao do Seridé Ocidental nas cidades de Sao
Mamede e Junco do Serid6; microregido do Seridé
Oriental nas cidades de Juazeirinho e Pedra Lavrada.

A identificacao dos fungos filamentosos, tanto oriundos do
solo como do ar atmosférico, foi feita através do estudo da
micromorfologia das coloénias onde foram observadas suas
estruturas vegetativas e reprodutivas e/ou outras caracte-
risticas. E no caso dos fungos leveduriformes, além do estu-
do da macro e micromorfologia, foram utilizadas as provas
de comportamento bioquimico como zimograma, auxano-
grama, urease e outros (12, 13, 7, 9, 10).

Metodologia

e [solamento e Identificacao de Fungos do Solo

Foram coletadas amostras de terra com, aproximadamente,
300 g de solo em quatro pontos de cada cidade determina-
da, sendo as mesmas foram acondicionadas em recipientes
estéreis. Para o isolamento dos fungos, foi suspendido 1g
de solo em 10 mL de agua destilada em tubo de ensaio
estéril. Agitou-se por 10 minutos em Aparelho Vortex
(FANEM) para desprender as estruturas de propagacao
dos fungos. Todo o sistema permaneceu em repouso por 15
minutos para sedimentacdao. Em seguida, foi inoculado
0,1mL do sobrenadante em placas de Petri de 9 x 100 mm,
descartaveis, contendo o meio de cultura Agar Sabouraud
Dextrose - ASD (Difco Laboratories Ltda.), adicionado de
cloranfenicol a 100mg/mL. O ensaio foi incubado a tempe-
ratura ambiente (28-30°C), durante 7-14 dias para a iden-
tificacao das espécies fingicas (4, 12).

e [solamento e Identificacdo de Fungos do Atmosférico

A coleta dos fungos do ar atmosférico (anemdfilos) foi feita
através da exposicao de placas de Petri contendo ASD,
para deposicao de esporos ou outras estruturas fungicas
presentes no ar (8, 12). As placas foram abertas nos pontos
e hordrios pré-determinados, durante 15 a 20 minutos.
Logo apés, as placas foram fechadas, identificadas e incu-
badas a temperatura ambiente.

RESULTADOS

Os resultados apresentados referem-se as coletas do perio-
do de novembro/2006 a janeiro/2007 do solo e ar atmosfé-
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rico da mesorregiao da Borborema. Foram feitas 4 coletas
de amostras do solo e 4 exposicoes de placas de Petri para
coletas de amostras do ar atmosférico em cada municipio
em estudo, totalizando 44 coletas. Foram desenvolvidas
541 colénias de fungos oriundos do ar atmosférico (tabela
2) e 707 colonias do solo (tabela 1) em todo regido da
Borborema. As suas freqiiéncias foram calculadas em rela-
cdo ao total de colénias encontradas nas placas.

Nesse estudo, foram detectados e identificados 14 géneros
fangicos no solo e 19 no ar atmosférico. Entre eles, apenas
os fungos nédo esporulados (FNE) e o género Penicillium
foram identificados no ar de todos os municipios em estu-
do; ocorréncia nao observada no solo, onde houve um pre-
dominio de certos géneros.

A partir dos dados registrados na tabela 1, confirmam-se
como fungos mais freqiientes: Penicillium sp. (21,07%), de
FNE (17,74%) e A. niger (10,54%) entre as coloénias prove-
nientes do ar atmosférico da Borborema. E no solo: A. fla-
vus (21,92%), Acremonium sp. (21,50%) e de FNE
(14,85%) da mesma regiao. Cerca de cinco géneros de fun-
gos no ar (Syncephalastrum sp., Paecilomyces sp.,
Geotrichum sp., Curvularia sp., Cladosporium sp.) € 8 no
solo (Chaetomium sp., Mucor sp., Sapedorium sp.,
Syncephalastrum sp., Scopulariopsis sp., Phoma sp., M.
sitophila, Paecilomyces sp.) tiveram uma taxa de deteccao
baixa, inferior a 1% ou 2%.

TABELA |
Distribuicao da freqiiéncia de coldnias
fangicas isoladas de amostras do solo da
mesorregiao da Borborema-PB.

Fungos Frequéncia Frequéncia
absoluta relativa (%)

Acremonium sp. 152 21,50
Aspergillus flavus 155 21,92
Aspergillus niger 68 9,62
Aspergillus terreus 32 4,53
Asperqgillus ochraceos - -
Cladosporium sp. 14 1,98
Chaetomium sp. - -
Curvularia sp. 13 1,84
FNE 105 14,85
Fusarium sp. 15 2,12
Geotrichum sp. 12 1,70
Mucor sp. 21 2,97
M. sitophila sp. - -
Paecilomyces sp. 7 0,99
Penicillium sp. 40 5,66
Phoma sp. - -
Rhizopus sp. 18 2,55
Rhodutorula sp. 22 3,11
Sapedorium sp. - -
Symaphalastrum sp. 3 0,42
Scopulariopsis sp. - -
Sporobolomyces sp. 30 4,24
Total 707 100

-: fungos néo detectados nas amostras.
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TABELA Il
Distribuicao da freqiiéncia de coldnias fungicas
isoladas de amostras do ar atmosférico da
mesorregiao da Borborema-PB.

Fungos Frequéncia Frequéncia
absoluta relativa (%)
Acremonium sp. 45 8,32
Aspergillus flavus 55 10,17
Asperqgillus niger 57 10,54
Aspergillus terreus 13 2,40
Aspergillus ochraceos 15 2,77
Cladosporium sp. 28 5,18
Chaetomium sp. 2 0,37
Curvularia sp. 29 5,36
FNE 96 17,74
Fusarium sp. 21 3,88
Geotrichum sp. 6 1,11
Mucor sp. 2 0,37
M. sitophila sp. 3 0,55
Paecilomyces sp. 4 0,74
Penicillium sp. 114 21,07
Phoma sp. 3 0,55
Rhizopus sp. 9 1,66
Rhodutorula sp. 27 4,99
Sapedorium sp. 2 0,37
Symaphalastrum sp. 2 0,37
Scopulariopsis sp. 2 0,37
Sporobolomyces sp. 6 1,11
Total 541 100

-: fungos nédo detectados nas amostras.

DISCUSSAO

Os fungos provenientes do meio ambiente sao chamados
de contaminantes, sdo saprébios vivendo a custa da degra-
dacao da matéria organica no solo ou como comensais em
outros individuos sem causar danos evidentes, e produzem
grande quantidade de estruturas reprodutivas que, por sua
vez, sdo veiculados por correntes aéreas com extrema faci-
lidade. A grande maioria desses fungos nao apresenta uma
viruléncia cléssica, ou seja, nao sao patogénicos, mas
atuam como patégenos oportunistas (8, 24).

Na literatura nacional, muitos dos dados em torno de fun-
gos de meio ambiente coletados no Brasil sao originados do
Sul e Sudeste do pais, onde as condi¢oes climdticas sao
bastante divergentes das do Nordeste. Por causa disto,
torna-se dificil fazer comparagoes entre os géneros fungi-
cos comuns encontrados em diferentes regides, ou até
mesmo de regidoes bem proximas.

Por exemplo, PURCHIO (20) observaram a predominancia de
Cladosporium sp. no ar atmosférico da Baixada santista
durante os meses frios. Este género foi comum em Natal-RN
nas estacoes secas do ano em estudos feitos por OLIVEIRA
(18), nao sendo observado essa alta taxa em nossos resultados.
MEZZARI (16) em estudos feitos sobre fungos anemdfilos da
cidade de Porto Alegre, relatam uma larga incidéncia entre
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novembro e janeiro de espécies de Penicillium sp.e
Aspergillus sp. Tais géneros também foram encontrados
nesse trabalho, nesse mesmo periodo. Em geral, as espécies
fangicas de grande incidéncia identificadas nesse estudo sao
também aqueles muito frequentemente relatados em outros
trabalhos qualitativos em diversas cidades brasileiras (15, 16).
A populacdo microbiana do ar é transitéria e variavel, visto
que o mesmo nao é um meio no qual possam crescer os
microrganismos, mas € um portador de poeiras e goticulas
que pode estar carregadas de microrganismos. Na literatu-
ra médica, tém sido um fato conhecido e divulgado as
infeccdes causadas por fungos anemofilos. Em geral, sao
alergias respiratorias, infec¢ées cutaneas, gastrintestinais,
pulmonares, cardiopatias (19, 20).

O género Penicillium sp. foi o de maior incidéncia no ar
atmosférico, de acordo com os dados da tabela 2. E um
género que pode ser encontrado sobre todos os tipos de
substrato, podendo alcancar elevadas concentracoes
atmosféricas de seus conidios. Clinicamente estao envolvi-
dos em casos de ceratites, otites, sinusites, infec¢oes uriné-
rias, pulmonares, quadros alérgicos, micotoxicoses e diver-
sos quadros de hialo-hifomicoses (8, 24).

Em geral, os fungos do solo possuem a propriedade de
decompor substancias celulésicas colonizando os vegetais,
suas raizes e residuos, adquirindo importante funcdao na
reciclagem de nutrientes. O conhecimento da microbiota
do solo é fundamental para levantamento taxon6mico das
populacdes fungicas podendo chegar ao descobrimento de
processos metabdlicos por tais microrganismos, tomando-
se importantes para as interacoes ambientais e nas aplica-
¢Oes biotecnoldgicas (3).

Em regides de clima tropical, as espécies mais frequente-
mente encontradas sao A. flavus e A. niger, géneros bastan-
te freqlientes registrados nesse estudo. O género
Aspergillus sp. é constituido de mais de 200 espécies, tendo
sido implicadas como patégenos em potencial no homem e
animais, cerca de 20 espécies. Esses fungos sao cosmopoli-
tas e extremamente presentes na natureza, sendo encontra-
dos em restos organicos, no solo, no ar, em diversos veicu-
los liquidos, sobre a superficie dos seres vivos, etc. Dentre
as espécies, A. flavus foi o fungo que mais vezes foi detec-
tado nas amostras de solo. E um fungo geralmente contami-
nante, mas também se sabe que tem poder patogénico em
humanos relacionado principalmente a problemas oculares
e pulmonares, além de produzir aflatoxinas (8, 24).

CONCLUSOES

Diante de tudo exposto, os resultados tornam-se preocupan-
tes, visto que muitos desses fungos podem ser patogénicos
aos seres humanos, outros animais e plantas, causando
infecgoes de varidveis graus de complexidade conforme foi
discutido. Dessa maneira, esse trabalho torna-se importante
para prevencao e tratamento das patologias, além de contri-
buir com o estudo da microbiota fingica da localidade.
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Dimensao da participacao do Papilomavirus humano
(HPV) na evolucao do cancer cérvico-vaginal*

Dimension of the human Papilomavirus (HPV) participation in the cervix-uterine cancer evolution

Marcia Mayumi Ito';Simone Maria de Vargas®;Linda Emiko Suzuki® & Julio Cezar Merlin®

/RESUMO - A infecgao pelo Papilomavirus humano (HPV) representa um auténtico desafio em termos de saide publica, pois afeta mi-
lhoes de individuos em todo o mundo. Existem mais de 100 tipos diferentes de HPV e podem ser de baixo e de alto risco para o desen-
volvimento do cancer. Os HPV tipos 6 e 11, encontrados na maioria das verrugas genitais e papilomas laringeos, parece nao oferecer
nenhum risco de progressao para malignidade. Entretanto, os tipos virais 16, 18, 31, 33, 45, 58, considerados de alto risco, estao asso-
ciados a lesoes pré-cancerigenas e tumores genitais. Para o desenvolvimento do cancer cérvico-uterino, a infecgao cervical pelo HPV
é considerado o primeiro passo. Duas medidas de prevencao podem ser adotadas: o uso de vacinas profilaticas contra tipos especifi-
cos de HPV, e a realizacao do exame colpocitolégico oncético (Papanicoloau) de forma preventiva, que de acordo com o Ministério da
saude traz efetividade no diagnéstico precoce das lesoes cervicais.

O presente trabalho tem por objetivo descrever a importancia da participacao do HPV na génese do cancer cérvico vaginal, os demais
fatores envolvidos, bem como as formas de prevencao da infecgdo por esse virus.

PALAVRAS-CHAVE - Céncer de colo uterino. Papilomavirus humano. HPV. Cérvice-uterina. Carcinogénese. J

SUMMARY - The infection by Human Papillomavirus (HPV) represents an authentic challenge when talking about public health\
because it affects millions of individuals all over the world. There are more than 100 different types of HPV and can be classified in
low or high risk for the development of the cancer. HPV type 6 and 11, found in most of the genital warts and laryngeal papillomas,
seem not to offer any risk of progressing to malignance. The viruses of high risk (mainly types 16, 18, 31, 33, 45, 58) have greater pro-
bability of persisting and being associated to pre-cancerous lesions and genital tumors. The infection by HPV in the human cervix is
the first step for the cervix-uterine cancer. Two measures of prevention can be adopted: use of the prophylactic HPV vaccine and the
accomplishment of the Papanicolaou examination of preventive form, that in accordance with the Health department, brings effec-
tiveness in the precocious diagnosis of the injuries.

The present work aims describe the involved factors with the HPV and its dimension in the participation of genese of the vaginal cervix

cancer as well as the prevention forms.

\KEYWORDS - Cervical cancer. Human papilomavirus. HPV. Uterine cervix. Carcinogenisis. Y,

INTRODUGAO

Océncer de colo do utero é o segundo cadncer mais
comum entre mulheres no mundo sendo responsavel,
anualmente, por cerca de 471 mil casos novos e pelo 6bito
de, aproximadamente, 230 mil mulheres por ano. A inci-
déncia por cancer de colo de utero torna-se evidente na
faixa etdria de 20 a 29 anos e o risco aumenta geralmente
na faixa etdria de 45 a 49 anos. Quase 80% dos casos novos
ocorrem em paises em desenvolvimento onde, em algumas
regides, € o cancer mais comum entre as mulheres® ™.

Em paises desenvolvidos, a sobrevida média estimada para
o cancer de colo do ttero, em cinco anos varia de 59 a
69%. Nos paises em desenvolvimento os casos sao encon-
trados em estagios relativamente avancados e, conseqtien-
temente, a sobrevida média é de cerca de 49% apos cinco
anos. A média mundial estimada é de 49% ®.

Estudos epidemiolégicos sugerem que o risco dessa neo-
plasia esta relacionado também a outros fatores: idade da
iniciacdo sexual, multiplos parceiros, fatores sécio-econo-
micos, numero de gravidez, tabagismo, uso de contracepti-
vo hormonal oral e histéria de doencas sexualmente trans-
missiveis*®®.

Dentre as viroses que acometem a regiao genital, a infec-
¢ao por Papilomavirus humano (HPV) é considerada a mais
frequente. O Brasil ocupa posicao de destaque no ranking
de contaminacao pelo virus com 34 milhdes de brasileiros
e brasileiras infectados®.

Estudos comprovam a relagao causal entre a infeccao per-
sistente por tipos oncogénicos do Papilomavirus humano e
o desenvolvimento do cancer do colo ttero e de suas lesoes
precursoras*. Segundo BOSCH et al., 2002; SASLOW et al.,
2007 o cancer cervical nao se desenvolve na auséncia do
DNA viral.

O Papilomavirus humano

Existem mais de 100 genétipos do virus. Estd comprovado
que alguns tipos sao mais agressivos que outros no sentido
de promover o cancer. Cada tipo pode também causar dife-
rentes manifestacoes clinicas. Os tipos 6 e 11 sao causadores
de condiloma acuminado ou verruga genital, popularmente
conhecido como crista de galo, doenca considerada benig-
na. Os HPV de tipos 16 e 18, considerados de alto risco,
estdo intimamente relacionados com lesdes intraepiteliais,
com possibilidade de evolucao para o cancer em 70% dos
casos. O tipo 16 do HPV, é detectado em cerca de 60% das
Lesoes Intraepiteliais Escamosas de Alto Grau (HSIL) e na
maioria dos canceres cervicais invasivos, porém em apenas
20% das lesoes de baixo grau. O Tipo 18 de HPV é detecta-
do em apenas 5% das HSILs e em cerca de 20% dos carci-
nomas escamosos invasivos. O tipo 18 do HPV possui uma
afinidade especial pelo epitélio da endocérvice e esta pre-
sente em carcinomas de pequenas células®® ',

Além desses dois, outros HPVs mais comuns em lesoes
anogenitais sao: 6, 11, 30, 31, 33, 34, 35, 39, 40, 42, 43, 44,
45, 50, 51, 59. Os tipos 31, 33, 35, 39, 45, 51, 56, 58 e 61 sao
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encontrados em cerca de 50% das lesbes de baixo grau
(LSIL), porém em apenas 20% das de alto grau 6, 7.

Transmissao do HPV

A infecgao por HPV é considerada a Doenca Sexualmente
Transmissivel (DST) de origem viral mais incidente na
populacao mundial, o que representa um grave problema
de satde publica *.

A infeccao pode ocorrer em até alguns anos apos o inicio
do intercurso sexual. Conforme a andlise de SASLOW et
al., 2007, 50% das mulheres universitarias estudadas
adquiriram infeccdo por HPV nos 4 anos apds o primeiro
intercurso, metade dos homens e 80% de mulheres sexual-
mente ativas adquirem HPV em alguma fase da vida.

O virus entra na célula pela pele e mucosas, estimulando o
crescimento das células da camada espinhosa. O cresci-
mento se faz por expansao clonal, levando o epitélio a for-
macgoes verrucosas. A replicacdo viral ocorre no nucleo da
célula hospedeira’.

Tanto as verrugas genitais humanas como as neoplasias (0s
carcinomas epidermoéides da cérvice, vagina e pénis) apre-
sentam o DNA e RNA do HPV, comprovando a associagao
do HPV com essas lesoes®” %,

Periodo de Incubacao

O periodo de incubacdo pode ser de semanas até anos. No
entanto, geralmente se manifesta entre duas semanas a
oito meses. O virus pode permanecer no estado latente e os
fatores que desencadeiam o aparecimento das lesdes, nao
sdao conhecidos, permanecendo a sua manifestacao ainda
de forma indefinida” .

HPV e Carcinogénese

Estudos de coorte, realizados por Koutsky et al. (1992),
sugerem que as mulheres infectadas pelo Tipo 16 ou 18 do
HPV e que apresentavam esfregacos cervicais normais,
possuem risco 30 vezes maior de desenvolver lesdes de alto
grau no periodo de 18 meses quando comparadas aquelas
sem infeccao. Aquelas que apresentavam lesoes de baixo
grau e HPV 16, evoluiram para lesdes de alto grau®.

Os estudos sugerem que as infecg¢oes pelos tipos oncogéni-
cos do HPV 16 e 18 desempenham um papel importante na
génese das lesdes pré-cancerosas, sendo o virus necessa-
rio, porém, nao suficiente para desencadear a carcinogéne-
se. Essa correlacao entre tipos de HPV de alto risco, cancer
cervical e suas lesdes precursoras ficou comprovada apos
os estudos com metodologia molecular, onde se identificou
o DNA de HPV de alto risco em 84 a 99,7% dos canceres
cervicais. Essa variacao depende da metodologia empre-
gada bem como da populagao estudada *.

Em 90% dos casos, a infeccao por HPV é um fenomeno
transitério, nao sendo mais detectado o DNA do virus apés
36 meses. Entretanto, algumas mulheres, provavelmente
por falha dos mecanismos imunolégicos, apresentam per-
sisténcia da infeccdo podendo evoluir para uma transfor-
macao maligna. As mulheres que apresentam a infeccao
persistente por HPV constituem o verdadeiro grupo de
risco para o desenvolvimento do cancer cervical, com risco
relativo de 100 a 300 vezes em relacdo aquelas cuja infec-
¢ao nao foi persistente .

O estudo de ZAMPIROLO, 2007, realizado em Santa
Catarina, mostra que 58% da populacao examinada foi
positiva para HPV. Destes, 66,4% apresentaram HPV de
alto risco, sendo sua maior freqiiéncia em mulheres acima
de 35 anos, enquanto que em mulheres com idade menor
que 35 anos, o HPV de baixo risco foi mais frequiente. O
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pesquisador supoe que na maioria das mulheres, o conta-
gio aconteca no inicio da vida sexual, sendo uma infeccao
transitéria, pode nédo apresentar evidéncias clinicas,
podendo ser suprimida, alcancando a cura espontanea-
mente. Porém, mesmo que seja encontrado o DNA do HPV
de alto risco nas lesOes intraepiteliais, a evolucao dessas
lesdes para cancer parece nao ocorrer em todos os casos. A
regressao espontanea pode ocorrer em torno de 50% dos
casos. Mesmo assim nao € possivel determinar quem
desenvolvera a cura espontanea e qual o mecanismo
envolvido.

Segundo ROTELI-MARTINS et al., 2007, no artigo
‘Associacao entre idade ao inicio da atividade sexual e
subseqiiente infeccao por papilomavirus humano: resul-
tados de um programa de rastreamento brasileiro’, ha
uma associacao significativa entre o inicio da atividade
sexual precoce e a aquisicao de infec¢cao de HPV. A asso-
ciacao entre infeccao pelo HPV e desenvolvimento de neo-
plasia intra-epitelial cervical (NIC) também é evidente,
com risco relativo variando entre 20 e 70 por cento. Esse
dado é consistente com resultados reproduzidos em dife-
rentes populacoes uma vez que estudos de coorte demons-
tram, de forma inquestiondvel que a infeccao precede o
inicio das lesdes intra-epiteliais, contribuindo para o
melhor conhecimento a respeito da histéria natural da
doenca®.

Mulheres tabagistas e portadoras de outras infecgoes
sexualmente transmissiveis como herpes, clamidea ou HIV
sdo mais susceptiveis a evolucao para lesdoes mais severas.
Sugere-se que predisposi¢oes genéticas possam acelerar o
processo de malignizacdo, porém, necessitam ainda de
comprovacao ”*.

As evidéncias cientificas atuais sugerem que a infeccao por
HPV possa seguir quatro caminhos:

- em individuos imunologicamente competentes, apresen-
tam-se como infeccdo transitéria em aproximadamente
50%, com eliminacao completa do virus;

- DNA de HPV de alto risco pode ser detectado em 84 a
99,7% dos canceres cervicais

- lesoes persistentes e resistentes ao tratamento normal-
mente sao ocasionadas por HPV de alto risco;

- em individuos que apresentam lesdes pelo HPV, estas
podem regredir espontaneamente em 30 a 50% dos casos

Prevencao

A vacinacao profiladtica tem como meta reduzir a incidén-
cia de doenca genital por HPV. Existem no mercado hoje
duas vacinas profildticas sendo ambas desenvolvidas na
expressao recombinante da proteina do capsidio principal,
L1, do virus. A quadrivalente, denominada de Gardasil
(Merck & Cia. Inc. ), protege contra HPVs do tipo: 6, 11, 16,
e 18 e a outra, que é bivalente, denominada de Cervarix
(GlaxoSmithKline), protege contra tipos 16 e 18. Desta
forma é esperada uma reducgao na incidéncia de verrugas
genitais com o uso das vacinas. Porém, a eficacia das vaci-
nas é tipo-especifica e deve ser administrada antes de
qualquer exposicao ao virus. Contudo nao se tem muitas
informacdes quanto a duracao da imunidade oferecida
pela vacinacao ' ™.

A estratégia mais bem sucedida para a prevencao do can-
cer cervical foi a execucao de programas que utilizam a
citologia cervical esfoliativa, o teste de Papanicolau. A
introducao desses programas tem mostrado reducao das
taxas de cancer cervical dentro de 3 anos ap6s implemen-
tacao. Isso acontece devido a deteccao precoce de lesdes
cervicais e o tratamento de lesdes precursoras do cancer *.
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CONCLUSOES

Entre os fatores de risco para o surgimento do cancer cer-
vical uterino e de suas lesoes precursoras, a infeccao cervi-
cal por tipos oncogénicos do papilomavirus humano (HPV)
tem sido estabelecida dentro dos critérios de causalidade.
Certos tipos de HPV sao admitidos como fator causal
necessario, porém, nao suficiente na etiopatogenia da
lesdo neoplasica. O desenvolvimento do cancer cervical é
menos provavel na auséncia da infeccao pelo HPV e de
fatores coexistentes, que favorecem a persisténcia da
infeccao, entre os quais: tabagismo, uso de contraceptivos
orais, antecedente de multiplos parceiros sexuais, multipa-
ridade, inicio precoce das relagdes sexuais e déficit nutri-
cional e imunolégico, além de fatores genéticos”.

Vale lembrar que cada organismo possui um potencial
diferente para responder tanto a infeccdo quanto ao pro-
cesso de carcinogénese. Hda casos que irdo evoluir para
cancer e outros que terao cura espontanea, sendo também
fator que complementa a teoria de causalidade do HPV.
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A Incidéncia de Papilomavirus Humano em Mulheres
no Hospital Universitario Sul Fluminense

The presence of Human Papilomavirus infection in Women at Sul Fluminense University Hospital

Taina Carneiro de Castro Monte & Gustavo Lopes Peixoto

RESUMO - Introducéao: A infeccao pelo papilomavirus humano (HPV) é transmitido por meio de relacao sexual e é considerado fator\
principal para o aparecimento de lesoes precursoras de alto risco em cérvice uterina. Objetivo: Avaliar a incidéncia de infeccao pelo
HPV em mulheres submetidas a colpocitologia oncética, no periodo de janeiro de 2006 a julho de 2007, e seu potencial de associacao
no desenvolvimento do cancer. Método: Estudo retrospectivo dos laudos citolégicos, em mulheres na faixa etaria de 14 a 60 anos aten-
didas no Hospital Universitario Sul Fluminense, Vassouras, RJ, com posterior andlise dos dados obtidos. Resultado: Observou-se que
32,1% dos exames apresentaram LSIL (NIC I); 57,5% HSIL (NIC II e NIC III); 3,8% ASCUS; 2,8% carcinoma invasivo; 27,4 % reativo-
inflamatoérias; 14,2% alteracoes por lesdao e que 77,4% do diagnéstico estao associados a ocorréncia de infeccao pelo papiloma virus
humano. Conclusao: A ocorréncia de infeccao pelo HPV é elevada em todas as faixas etarias estudadas e, de acordo com a revisao
bibliografica pesquisada, certos tipos de HPV sao capazes de induzir lesoes para neoplasias de diferentes graus, destacando educacao
em saude na area de prevencao de cancer uterino e DSTs.

PALAVRAS-CHAVE - papiloma virus humano, colposcopia oncética, neoplasia intra-epitelial, prevencéao. J

/SUMMARY - Introduction: Human papilomavirus (HPV) infection is transmited by intercorse and represent the major reason to
appearence high risk lesions on uteurs cervicx. Objective: Estimate the prevalence of HPV infection on women that was submited to
oncotic colpocytology, during the period of january 2006 to july 2007, and afterwords, also estimate yhe potencial association with can-
cer development. Methods: Retrospective study of the papers, on 14 to 60 years old women, served at Sul Fluminense University
Hospital, Vassouras, RJ, and
posterior results analysis. Results: It was observed that 32,1% of the papers showed LSIL (NIC I); 57,5% HSIL (NIC II and NIC III);
3,8% ASCUS; 2,8% advanced carcinon; 27,4% inflammation reaction; 14,2% lesions; 77,4% of diagnosis associated to HPV infection.
Conclusion: The occurence of HPV infection is high in every age that was studied, and according to the recents papers, some HPV

sorotypes are capable to induce neoplasia.
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INTRODUGAO
1 — Carcinoma Cervical

cancer do colo uterino é a segunda doenca maligna

mais comum entre mulheres, constituindo um dos mais
graves problemas de satide publica. Esse cancer geralmen-
te possui uma evolucéo lenta, apresentando fases pré-inva-
sivas e, portanto, benignas, caracterizadas como lesbes pré-
malignas ou pré-cancerosas. O periodo de evolugao de uma
lesao cervical inicial para forma invasiva, ou seja, maligna,
pode durar até 20 anos (SILVEIRA, et al., 2005).
O carcinoma cervical é precedido por uma série de modifi-
cacoes no epitélio original que constituem as lesdes pré-
malignas, que podem ser classificadas utilizando uma
associacao entre o Sistema Bethesda e a classificacao de
Richart que relaciona lesao intra-epitelial escamosa de
baixo grau (LSIL) com neoplasia intra-epitelial cervical
(NIC I) e, nos casos de infeccao por HPV, lesoes intra-epi-
teliais de alto grau (HSIL) com NIC II e NIC III. Estas lesoes
sao caracterizadas histologicamente por uma desorganiza-
cao da arquitetura do epitélio escamoso por atipias nuclea-
res e figuras de mitoses anormais (GOMPEL e KOSS, 1997,
BUFFON, et al., 2006).
O cancer cervical possui incidéncia mundial de cerca de
500.000 casos por ano, tendo tomado propor¢oes epidémi-
cas em paises em desenvolvimento, do Brasil a india, devi-
do a falta de rastreamento. Aproximadamente, 80% dos
500.000 casos novos de cancer por ano ocorreram em pai-
ses pobres, principalmente da América Latina, Africa e
India. As mulheres, em paises com maior poder aquisitivo,
tém acesso as novas tecnologias que, na maioria das vezes,

ainda nao sdo encontradas nos paises em desenvolvimento
(NORONHA, et al., 1999).

Estudos mostram que a incidéncia de carcinoma cervical é
mais elevada em mulheres casadas e menos elevada em
mulheres inativas sexualmente (SHEETS, 1999).

Estudos epidemiolégicos também avaliam a relacdo da cir-
cuncisdao com o cancer do colo uterino, mostrando que a
incidéncia de cancer em mulheres casadas com homens
que fazem parte do grupo que praticam a circuncisao é
menor do que em outras mulheres (SHEETS, 1999).

1.1 - Histologia

A cérvix possui aproximadamente 2.5 a 3 cm de compri-
mento e ela se diferencia do “corpo” do ttero por ser uma
pequena porcdo intra-abdominal coberta por peritonio
(SHEETS, 1999).

A histologia da cérvix é uma consideracdao importante para
se entender como e onde as lesdes benignas, pré-cancero-
sas e cancerosas ocorrem. A cérvix é essencialmente com-
posta por dois tipos de epitélio: o epitélio escamoso e o colu-
nar. A 4rea de transicao entre esses dois tipos de epitélio
origina trés zonas histolégicas: a ectocérvice, a zona de
transformacao ou transicdo e a endocérvice. E a transicao
entre os epitélios colunar e escamoso que as lesdes pré-can-
cerosas e cancerosas podem aparecer (SHEETS, 1999).

A ectocérvice é definida como o estroma cervical destitui-
do de glandulas e coberto por epitélio escamoso estratifica-
do e é onde ocorre a maturagao progressiva e disciplinada
das células, desde a camada basal mais inferior até a cama-
da de células da zona superficial (SHEETS, 1999).

A camada basal, responsdvel pela regeneracao epitelial,
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consiste em uma unica fileira de pequenas e cilindricas,
células com grande nucleo e escasso citoplasma. Acima
das células basais estd uma camada de células poliédricas,
organizadas em padrao de mosaico irregular e interconec-
tadas com numerosos filamentos complexos. Essa caracte-
ristica é observada nas células parabasais (SHEETS, 1999).
Acima das células parabasais estd a camada de células
intermediarias com nucleo vesiculoso, tendo dessa forma
um citoplasma com o volume aumentado em relagao ao
nucleo. Essas células estdo envolvidas em uma ascendente
maturacdo. H4 ainda um tipo especial de células interme-
diarias, conhecidas como células naviculares resultante da
influéncia prolongada do progesterona (SHEETS, 1999).
Acima da camada intermediaria tem a camada superficial
que consiste em células alongadas com nucleos picnéticos
com citoplasma amplo com pouco glicogénio. Todas essas
células escamosas sao vistas no esfregaco citolégico. As
células intermediarias sao ricas em glicogénio, mas apare-
cem "limpas” nas se¢des histolégicas porque o glicogénio
é lavado durante a fixacao (SHEETS, 1999).

A zona de transicao esta entre a ectocérvice e a endocérvi-
ce, e consistem em estroma endocervical e glandulas
cobertas pelo epitélio escamoso. Essa zona de transicao
estd relacionada com a idade, a influéncia do estrogénio,
traumas ocorridos ou cirurgias ocorrida na cérvix, e é onde
ocorre o maior numero de patologias por possuir os dois
tipos de células (SHEETS, 1999).

Histologicamente, a endocérvice é uma unica camada de
células colunares altas caracterizadas por um ntcleo basal
espesso e citoplasma réseo devido as preparacoes realiza-
das com hematoxilina-eosina. Dois tipos de células estao
presentes nesse epitélio: as células secretoras de muco e
células ciliadas espalhadas localizadas no canal cervical e
nos orificios glandulares (SHEETS, 1999).

1.2 — Fatores de Risco

Existem diversos fatores de risco para o aparecimento do
carcinoma cervical. A infeccdo por tipos especificos de
Papilomavirus Humano (HPV) é o principal fator. O inicio
precoce da atividade sexual, o numero de parceiros
sexuais durante a vida e a promiscuidade dos mesmos, a
nutricao, paricao ou multipari¢ao, tabagismo, uso de con-
traceptivos orais e baixas condicoes sécio-econdémicas tam-
bém sdo consideradas alguns dos fatores de risco para o
desenvolvimento do cancer do colo uterino (STIVAL, et al.,
2005; MEDEIROS, et al., 2005).

Outro fator de risco é o estado imunolégico. Acredita-se que o
estado de imunocompeténcia do hospedeiro pode ter algum
papel na evolucao das lesoes cervicais. As células que o HPV
infecta ndo possui resposta eficiente aos antigenos, tendo
atraso em seu reconhecimento pelo sistema imune, facilitan-
do sua multiplicacao (ZIMMERMMANN, et al., 2006).
Mulheres que ja possuem seu sistema imune debilitado,
como, por exemplo, mulheres soropositivos para HIV, pos-
suem uma maior probabilidade de desenvolver neoplasia
intra-epitelial cervical (NIC) comparada com a populacao
em geral, devido a sua baixa imunidade, com estimativa de
que tais pacientes tém até dez vezes mais chances de
desenvolver NIC do que aquelas nao portadoras do virus
(ZIMMERMMANN, et al., 2006).

A ectopia cervical tem sido outro fator relacionado com
infeccao por HPV e desenvolvimento do carcinoma cervi-
cal. Toon, et al., demonstraram que mulheres com citologia
normal e ectopia apresentam mais freqiientemente HPV-
DNA que as mulheres sem ectopia, e que ectopia cervical
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em mulheres com sinais citolégicos de infeccao por HPV é
mais comum abaixo dos 30 anos (MURTA, et al., 1999).

1.2.1 - Comportamento Sexual

Muitos estudos ao longo dos anos reforcam a associacao do
cancer cervical com a atividade sexual das mulheres
(LIMA, et al., 2006).

Harrys, et al., (1980) e Rawl, et al., (1986), ap6iam esta
idéia e, os autores, ainda, relatam que a parceria sexual
multipla aumenta a probabilidade de exposicdo a um
agente sexualmente transmissivel e a idade precoce ao pri-
meiro coito torna o epitélio cervical mais susceptivel a
agressao oncogeénica.

Para Paul, et al., (1982), se o cancer cervical é causado por
um agente sexualmente transmissivel, os hédbitos sexuais
do homem também devem ser de grande importancia.
Esse contexto foi encontrado nos estudos de Lima, et al,
(2006) e Teixeira, et al., (1999). O primeiro registrou que,
entre as mulheres estudadas, a maioria refere ter tido no
maximo dois parceiros na vida e que achavam que seus
companheiros tinham relacionamento extraconjugal e nao
usavam preservativos nestas relacoes. O segundo estudo,
observou que o fato de o homem apresentar mais de uma
parceira foi suficiente para aumentar em trés a quatro
vezes as chances de diagnéstico de HPV, independente-
mente do ntimero de parceiras relatadas.

1.2.2 — Tabagismo

Pinto, et al., (2002) afirmaram que o tabaco contribui para
a oncogénese cervical através de dois mecanismos. O pri-
meiro mecanismo esta associado com o decréscimo das
células de Langerhans no epitélio escamoso cervical, suge-
rindo diminuicdo da imunidade local. O segundo esta liga-
do diretamente ao héabito de fumar e ocorre quando o DNA
das células epiteliais cervicais é exposto a nicotina e a coti-
dina, além de outros componentes da fumaca.

Para os pesquisadores Aleixo Neto (1991) e Silva, et al.,
(2006), o hébito de fumar favorece a infeccao persistente e
aumenta o risco do cancer do colo do tutero, mesmo quan-
do da auséncia de outros fatores.

2 - ESTRUTURA VIRAL

O Papilomavirus Humano (HPV) é um DNA virus da fami-
lia Papillomaviridae; seu genoma consiste de uma dupla
fita circular com aproximadamente 8000 pares de bases. O
genoma viral pode ser dividido em trés regides: a regiao
“early"” (precoce) contendo os genes E1, E2, E4, E5, E6 e
E7, que sdo necessarios a replicacao viral e com proprieda-
des de transformacao oncogénica; a regidao “late” (tardia)
contendo os genes L1 e L2 que possuem cédigos para for-
macao de proteinas do capsideo viral e a regido regulaté-
ria (LCR) que contém a origem da replicacdo e o controle
dos elementos para transcricao e replicacao (ALBRING,
BRENTANO e VARGAS, 2006).

As proteinas produzidas pelos genes do HPV E6 e E7 séao
capazes de imortalizar e, eventualmente, transformar célu-
las. A expressao continua destas proteinas virais nos tumo-
res é essencial no desenvolvimento da neoplasia
(http://www.aids.gov.br).

O DNA viral dentro da célula hospedeira pode assumir
duas formas: a epissomal e a integrada. Na forma episso-
mal, o DNA viral permanece circular no nucleo da célula
do hospedeiro, nao estando integrado ao DNA da mesma.

RBAC, vol. 42(2): 131-139, 2010



Essa forma é encontrada nas verrugas genitais e lesdes de
menor gravidade. Para ocorrer a forma integrada, ou seja,
para haver integracao do genoma circular com o DNA da
célula hospedeira, esse deve ser linearizado, pela quebra
do DNA viral entre a regiao E1 e L1, resultando na ruptu-
ra ou perda do gene E2, sendo encontrado nas lesoes de
maior gravidade, como carcinoma “in situ” e invasivo
(ALBRING, BRENTANO & VARGAS, 2006).

O HPV infecta mucosas e inicia seu ciclo infeccioso no ins-
tante em que penetra as camadas mais profundas do epité-
lio da cérvix uterina, em especial a juncao escamo-colunar
(JEC). A infeccao por HPV tem sido descrita como fator
necessario para ocorréncia do cancer cervical (ALBRING,
BRENTANO & VARGAS, 2006).

Uma fase obrigatéria no seu desenvolvimento é a integra-
¢ao do DNA viral com o DNA das células hospedeiras,
ocorrendo degradacao do gene E2 do HPV levando ao
aumento de proteinas virais de HPVs oncogénicos inati-
vando os produtos dos genes supressores de tumor, ocor-
rendo a malignidade (OLIVEIRA, et al., 2003).

A coilocitose é o primeiro aspecto citolégico da manifesta-
cao do HPV, sendo uma célula escamosa intermediéria,
com grande vacuolo citoplasmadtico, nicleo anormal apre-
sentando também disqueratose, binuclea¢dao ou multinu-
cleacao. Esse critério morfolégico é comum a todos os tipos
de HPV que infectam a drea anogenital, sejam oncogéni-
cos ou nao (ALBRING, BRENTANO & VARGAS, 2006;
GOMPEL e KOSS, 1997).

Existem aproximadamente 90 tipos de Papilomavirus
Humano, sendo que desses 90, 30 tipos possuem tropismo
pela regiao anogenital. Esses tipos sao divididos em grupos
de acordo com seu potencial maligno. O grupo considera-
do de baixo risco oncogénico é: 6, 11, 26, 42, 44, 54, 70 e
73, e estes estao associados a LSIL, podendo provocar apa-
recimento de condilomas. O grupo considerado de alto
risco é: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 55, 56, 58, 59, 66 e 68,
e estes estao associados a HSIL e carcinoma invasivo (STI-
VAL, et al., 2005; CARVALHO, et al., 2005).

Acredita-se que a infeccao por HPV seja freqientemente
sexualmente adquirida, originando uma das mais prevalen-
tes doencas sexualmente adquiridas (DSTs). A transmissao
ocorre na maioria dos casos no intercurso sexual, mas pode
haver raramente casos onde ndo héa atividade de penetra-
cdo propriamente dita. Outra forma de transmissao também
sendo considerada pouco comum é da mulher / mae para o
filho na hora do nascimento (GOMPEL e KOSS, 1997).

2.1 — Quadro Clinico

A maioria das infeccbes sdo assintomatica ou inaparentes e
de caréater transitério. As formas de apresentacao sdo: clini-
ca (lesoes exofiticas ou condiloma) e a subclinica (quando
visivel apenas por meio de técnicas de magnificacao e apés
aplicacdo de reagentes, como o acido acético a 2-5%). O
virus também é capaz de estabelecer uma infeccao latente
onde nao existem lesdes identificdveis, apenas sendo
detectavel seu DNA por meio de técnicas de biologia mole-
cular (http://www.inca.gov.br).

Os condilomas, dependendo do tamanho e da localizacao
anatémica, podem ser fridveis, pruriginosos, tmidos e
ceratinizados. Quando presentes no colo uterino, vagina,
uretra e anus, também podem ser ou nao sintomaéticos.
Ainda, podem ser tnicos ou multiplos, localizados ou difu-
sos e de tamanho varidvel. Tendem a aparecer em zonas
que tenham sido traumatizadas durante o ato sexual
(http://www.inca.gov.br).
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2.2 — Diagnéstico

O diagnoéstico precoce permite o rastreamento das lesoes
oriundas de infeccao pelo HPV, que provocam alteracoes
morfolégicas caracteristicas detectaveis em citologia de
raspados cervicovaginais e biépsias. Com isso, sdo de suma
importancia os exames rotineiros de deteccdao precoce de
cancer, através de esfregacos corados pelo método de
Papanicolaou (VALDERRAMA, et al., 2006).

2.2.1 - Método de Papanicolaou

A introducao do método de Papanicolaou como teste de
rastreamento ha cerca de 50 anos resultou na reducédo dos
indices de mortalidade por cancer cervical ao redor de 50
a 70%. Porém, as taxas de mortalidade por cancer cervical
permanecem estaveis e até aumentaram em paises com
poucos recursos de implantacoes de rastreamento (SILVEI-
RA, et al., 2005; RAMA, et al., 2006).

Outras técnicas de rastreamento podem ser utilizadas em
associacao com exame de Papanicolaou, dentre elas, biolo-
gia molecular, assim tendo a associacao da citopatologia
com a identificacao viral precoce garantindo nao s6 um
melhor diagnéstico da forma latente da doenca, mas, tam-
bém, a prevencao do desenvolvimento de patologias
malignas (ZONTA, MARTINS e ABEL, 2005).

2.2.2 - Biologia Molecular

As técnicas de biologia molecular podem ser utilizadas de
trés maneiras: para rastreamento, tendo a aplicacdao do
exame em mulheres assintomdtica em programas de pre-
vencao do cancer do colo do tutero; para triagem, tendo a
aplicacao do teste de biologia molecular quando a pacien-
te apresentar células anormais em exame citopatolégico
prévio, realizado com o objetivo de orientar a propedéuti-
ca e para seguimento, onde a aplicabilidade do teste HPV
das pacientes, isto €, ap6s diagnostico e tratamento e é fun-
damentada na monitorizacao da recidiva via deteccao
molecular da persisténcia do virus
(http://www.inca.gov.br).

O teste molecular de captura hibrida para HPV é capaz de
detectar o DNA de 18 tipos virais que mais comumente
infectam a regido anogenital. E um teste quantitativo e o
Unico aprovado pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) para diagnéstico de HPV. Em compa-
racdo com o método de reacao em cadeia de polimerase
(PCR), a captura hibrida demonstra sensibilidade de 91.7%
e especificidade de 95.4% (TULIO, et al., 2007).

2.2.3 - Reacao em Cadeia de Polimerase (PCR)

A Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR) é uma técnica
utilizada em testes clinicos para deteccdo de alteracbes
genéticas ou infecgdes por diferentes agentes etiol6gicos,
podendo ser considerada a mais sensivel na identificacao
do DNA do HPV nos mais diferentes materiais clinicos. A
deteccao por PCR poder ser qualitativa indicando a pre-
senca do microorganismo em questao ou quantitativa, a
qual pode avaliar a quantidade de material genético em
uma amostra biolégica. Os métodos de diagnoéstico para a
infeccdo por HPV baseados em PCR tém a maior sensibili-
dade de deteccao dos genomas virais, quando comparados
com outras metodologias (DO CARMO, Emily Francini
Silva & FIORINI, Adriana, 2007).

Por intermédio da PCR é possivel detectar e identificar o
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material gendémico dos HPVs, o que permite saber se o
virus é de alto ou baixo risco oncogénico. Assim, o diagnos-
tico por PCR representa um complemento importante aos
diagnésticos cito-histopatolégicos e colposcépicos (DO
CARMO, Emily Francini Silva & FIORINI, Adriana, 2007).
Atualmente, existem varias modificacées da técnica de
PCR Convencional. Para a deteccao de HPV a PCR em
Tempo Real ou Q-PCR (PCR quantitativa) promove uma
andlise qualitativa e quantitativa, o que permite a estima-
tiva da carga viral de uma amostra biolégica. Esta técnica
difere da PCR Convencional por utilizar sondas marcadas
com fluoréforos que emitem uma fluorescéncia durante as
amplificacdes e o sinal é detectado por um laser termoci-
clador (DO CARMO, Emily Francini Silva & FIORINI,
Adriana, 2007).

Devido a alta sensibilidade do método de PCR podem ocor-
rer resultados falso-positivos ocasionados por contamina-
cao do ambiente de trabalho por DNA amplificado. Esta
restricao pode ser evitada com o uso da Q-PCR que realiza
a quantificacdo dos acidos nucléicos de maneira precisa e
com maior reprodutibilidade. Possibilita maior facilidade
na quantificacao, possui maior sensibilidade, precisao,
reprodutibilidade, e maior velocidade na andlise. A libera-
cao de fluorescéncia a cada ciclo é diretamente proporcio-
nal a quantidade de amplicon gerada, sendo considerado
um método preciso de avaliar a carga viral e é projetado
para manter a contaminacdo a um minimo (DO CARMO,
Emily Francini Silva & FIORINI, Adriana, 2007).

A PCR Convencional pode ser considerada o método mais
sensivel disponivel, mas possui algumas limitacdes; assim,
como a Captura Hibrida, ndo é possivel quantificar de
maneira significante a carga viral (DO CARMO, Emily
Francini Silva & FIORINI, Adriana, 2007).

2.2.4 - Colposcopia

A colposcopia, que também é um exame para diagnostico,
é realizada visualizando o colo uterino com o aumento de
10 a 40 vezes, utilizando a terminologia colposcépica que
divide em: achados colposcopicos normais, anormais, sus-
peito de cancer invasor e achados insatisfatérios (STIVAL,
et al., 2005).

2.2.5 - Exame Histolégico

O exame histolégico é baseado no critério morfolégico,
arquitetural e celular, sendo considerado padrao ouro de
diagnéstico morfolégico. Esse exame é realizado em amos-
tras retiradas de uma superficie suspeita de lesao ou malig-
nidade. Para histopatologia é usada a classificacao de
Richart, que retne lesdo intra-epitelial escamosa ou NIC
(STIVAL, et al., 2005).

2.3 — Estudo Comparativo dos Métodos de Rastreamento
para Deteccao do Carcinoma Cervical

A idéia de triagem para deteccao precoce do cancer do colo
do ttero foi aceita a partir do desenvolvimento de técnicas
de citologia esfoliativa pelo Dr. George Papanicolaou, em
1941. A citologia pelo método Papanicolaou apresenta uma
boa sensibilidade e alta especificidade quando utilizada em
populacdes como método de triagem. Entretanto, a sensibi-
lidade e especificidade do método se reduzem quando sao
analisadas em pacientes com alteracoes cervicais. A princi-
pal finalidade do método citolégico é o rastreamento popu-
lacional das lesées intra-epiteliais, as quais podem ser mais
bem definidas a partir de exame colposcoépico e estudo ana-
tomopatolégico de material proveniente de biépsia, CAF ou
cirurgia (TUON, et al., 2002).

A sensibilidade do método colposcépico é elevada, identi-
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ficando alteracoes com eficiéncia. Por outro lado, a especi-
ficidade é baixa. Quando se associa resultado da citologia
com os da colposcopia, essa especificidade aumenta, rea-
firmando o papel importante da colposcopia para diagnés-
tico de lesoes no colo uterino (TUON, et al., 2002).

Na associacdo entre exames citolégicos e histopatolégicos,
pode-se encontrar achados similares ao comparar resulta-
dos entre citologia cérvico-vaginal com a histologia por
biépsia colpodirigida (TUON, et al., 2002).

A correlacao entre colposcopia e histologia é semelhante a
concordancia entre a citologia e histologia. O valor dessa
correlacao esta relacionado com as lesdes, podendo se
encontrar baixo pela discrepancia das lesoes classificadas
como lesdes menores, havendo uma tendéncia dos colpos-
copistas e ginecologistas em diagnosticd-las como negati-
vas (TUON, et al., 2002).

Esse erro é diminuido quando h& discordancia entre o
laudo citolégico e a avaliacao colposcépica, levando o pro-
fissional a realizar uma bidpsia dirigida e confirmar o diag-
noéstico pela histologia (TUON, et al., 2002).

Dessa forma, a associacao do método colposcépico ao cito-
légico é eficaz na deteccao das alteracdes neopldsicas do
colo do utero, sendo a correlacao cito-colpo-histolégica de
fundamental importdncia na identificacdo das categorias
de maior dificuldade diagnéstica, como nas lesdes de baixo
grau (TUON, et al., 2002).

2.4 — Tratamento

Os tratamentos convencionais da infeccao pelo HPV sao
utilizados para coibir as manifestacoes clinicas da infeccao
genital, dentre elas os condilomas sintomaticos, tendo fina-
lidade de destruicao do epitélio infectado, sejam por meios
quimicos (TCA, podofilina), fisicos (laser), cirdrgicos ou por
drogas citotéxicas. A remocao da lesao pode ou nao dimi-
nuir sua infectividade (MARANA, et al., 1999).

Os fatores que podem influenciar a escolha do tratamento
sdo o tamanho, ntimero e local da lesdo. A preferéncia do
paciente, custos, disponibilidade de recursos, convenién-
cia, efeitos adversos a experiéncia do profissional de satde
também devem ser considerados (http://www.inca.gov.br).
Se as lesdes causadas pela infeccao evoluirem para a
malignidade, o tratamento a ser seqguido tem sido tratado
como uma sugestao radical, como, por exemplo, fazer his-
terectomia da paciente ou radioterapia. A radioterapia
pode ser utilizada antes da cirurgia, ap6s ou, ainda, como
uma Unica modalidade terapéutica (SHEETS, 1999).

2.5 - Prevencao

A prevencao e o diagnéstico precoce para Sebastido, et al.,
(2004), constituem as formas ideais para reduzir a morbida-
de e a mortalidade decorrentes do cancer do colo do utero,
um problema de saude publica, sobretudo nos paises em
desenvolvimento.

A prevencao, para se evitar infeccoes por HPV, consiste na
utilizacao de preservativos, fazendo dessa forma uma bar-
reira fisica. Recentes estudos mostram que houve uma signi-
ficante reducao na infeccao pelo virus em jovens que mesmo
tendo iniciado a vida sexual, tem seus parceiros fazendo o
uso de preservativos de forma correta (SHEETS, 1999).

As estratégias de prevencao do cancer do colo uterino con-
sistem no diagnoéstico precoce da doenca. No Brasil, o
Ministério da Saude recomenda que todas as mulheres
sexualmente ativas realizem a colpocitologia anualmente a
partir de 25 anos de idade e que o mesmo se repita a cada
3 anos, ap6s 2 resultados negativos consecutivos (STIVAL,
et al., 2005; SILVEIRA, et al., 2005).

De acordo com Lima, et al., (2006) e Motta, et al., (2001),
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para se obter acao preventiva é necessdria a criacao de
estratégias que atinjam toda a populacdo de risco, com
informacao constante, promovendo a compreensao dos
fatores de risco associados, em especial os de caracteristi-
cas sexuais.

3 - IMUNIZACAO

Em junho de 2006, a ACIP (Advisory Committe on
Immunization Practices) e a FDA (Food and Drug
Administration) aprovaram a vacina que previne contra
quatro tipos de HPV: 6, 11, 16 e 18. A vacina, Gardasil, serd
utilizada por mulheres entre 9 e 26 anos na prevencao a
precursores cancerosos, incluindo, lesdes pré-cancerosas no
colo do utero, vagina e vulva (MARKOWITZ, et al., 2007).
A vacina é composta pela proteina L1, responsavel pela
formacao do capsideo protéico do HPV, sendo o antigeno
utilizado. Ocorre a expressdo da proteina L1 em leveduras
utilizando a tecnologia de DNA recombinante produzindo
particulas virais nao infecciosas (VLP) que se assemelham
a HPV virions. A vacina é uma mistura dos quatro tipos
especificos de HPV com os VLP's preparados, provenientes
das proteinas L1 do HPV 6, 11, 16 e 18 combinados com
aluminium adjuvant (MARKOWITZ et al., 2007).

Cada dose de 0.5 ml contém 20 [Jg da proteina L1 do HPV
6, 40 [Jg da proteina L1 do HPV 11, 40 [Ig da proteina L1 do
HPV 16, 20 [lg a proteina L1 do HPV 18 e 225 []g de hidro-
xifosfato de aluminio amorfo. Na formulacdo, ainda
incluem sodium chloride, L-histidine, sodium borate e
dgua para injecdo. A vacina nao contém nenhum tipo de
antibiético (MARKOWITZ, et al., 2007).

A vacina é administrada de forma intramuscular em trés
doses. A segunda dose deve ser feita dois meses depois da
primeira e a terceira dose, deve ser feita seis meses depois
da segunda. A vacina deve ser administrada em mulheres
que previamente nao a tomaram ou nas que nao tomaram
as trés doses. O mais correto seria administrar a vacina
antes da exposicdao ao HPV através do contato sexual, mas
as mulheres que foram expostas ao virus também devem
ser vacinadas (MARKOWITZ, et al., 2007).

Os exames realizados para deteccao do virus devem ser fei-
tos mesmo em mulheres que utilizaram a vacina. Mulheres
que apresentarem o exame de Papanicolaou anormal
podem ter sido infectadas com algum dos 30 tipos de HPV
que tem afinidade pela regiao anogenital, dentre eles, os
quatro tipos que constituem a vacina (6, 11,16 e 18), ja que
0s mesmos sao responsaveis por mais de 70% dos casos de
cancer cervical. Mulheres que foram vacinadas podem ser
infectadas com algum dos tipos carcinogénicos de HPV
encontrados na vacina, nao tendo adquirido imunidade
contra os mesmos (MARKOWITZ, et al, 2007).
Imunossupremidos podem fazer utilizacao da vacina,
porém a resposta imune e a eficdcia da mesma podem ser
comprometidas. A vacina nao é recomendada na gravidez e
nas pessoas que apresentem alguma histéria de hipersensi-
bilidade, principalmente a alguns componentes da vacina.
Sincope pode ocorrer apés a administracao da vacina, prin-
cipalmente em adolescentes e jovens adultos; por isso,
deve-se fazer observacao do paciente por 15 minutos apés
a vacina ser administrada (MARKOWITZ, et al., 2007).

MATERIAL E METODOS
A avaliacao foi realizada por meio de um estudo descritivo
retrospectivo em prontuéarios de pacientes que buscaram

atendimento no Hospital Universitdrio Sul Fluminense, na
cidade de Vassouras, no Estado do Rio de Janeiro, no
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periodo de janeiro de 2006 a julho de 2007. Os exames
citopatolégicos foram coletados e encaminhados com os
dados pessoais e clinicos de cada paciente para o
Laboratério de Anatomia Patolégica do Hospital
Universitario Sul Fluminense.

RESULTADOS

O levantamento estatistico das amostras estd baseado nos
106 laudos citolégicos emitido pelo Laboratério de
Anatomia Patolégica do Hospital Universitario Sul
Fluminense — HUSF. No processo de revisao dos resultados
foram identificadas duas varidveis: idade dos pacientes e
resultado citolégico, como se pode observar nas quatro
tabelas apresentadas apos o texto.

Tabela 1: Os dados foram agrupados nas faixas etdrias de:
14 a 29 anos; 30 a 44 anos; 45 a 60 anos e computados de
acordo com o resultado do exame citolégico.

TABELA |
Levantamento dos resultados, com diagnéstico citopa-
tolégico no periodo de janeiro de 2006 a julho de 2007,
por faixa etaria realizado no Hospital Universitario Sul
Fluminense, Vassouras, RJ, 2007.

Diagnéstico Citopatol6égico 14 -29 30-44 45 - 60
LSIL-NIC | 12 16 6
HSIL — NIC Il 15 15 1
HSIL — NIC lll/Carcinoma In Situ 10 16 4
ASCUS 1 1 2
Carcinoma Invasivo 0 1 2
Atipia Reativa / Inflamatéria 5 13 11
LesoGes 7 8 0

Obs.: A maioria dos laudos apresenta resultados com mais de um diagnéstico, por paciente.
Fonte: Amostra do estudo (laudos citol6gicos).

Tabela 2: Observa-se que dos laudos citolégicos analisados
32,1% dos pacientes apresentaram LSIL (NIC I); 57,5%
apresentaram HSIL (NIC II e NIC III); 3,8% apresentaram
auséncia de alterac¢oes celulares que possam ser classifica-
das como neoplasia intra-epitelial cervical (ASCUS); 2,8%
dos exames apresentaram Carcinoma Invasivo e 41,6% dos
laudos apresentaram algum tipo de agressao / lesao ao
Trato Genital Inferior.

TABELA II
Distribuicao de freqiiéncia quanto ao laudo
citolégico na populacao estudada.

Laudo Citolégico Frequiéncia %
LSIL—NIC | 34 32,1
HSIL —NIC Il 31 29,2
HSIL — NIC lll/Carcinoma In Situ 30 28,3
ASCUS 4 3,8
Carcinoma Invasivo 3 2,8
Atipia Reativa / Inflamatéria 29 27,4
Lesbes 15 14,2

Obs.: A maioria dos laudos apresenta resultados com mais de um diagnéstico, por paciente.
Fonte: Amostra do estudo (laudos citolgicos).
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Tabela 3: Observa-se que os resultados dos exames com
diagnoéstico de lesdes intra-epiteliais de alto grau estao
prevalentes em 57,7 % dos exames analisados com incidén-
cia maior nas faixas etdrias de: 14 a 29 anos com percen-
tual de 23,6% e de 30 a 44 anos com 29,3%.

TABELA llI
Distribuicao de freqiiéncia quanto ao diagnéstico, por
faixa etaria na populacéao estudada.

Diagnéstico 14-29 % 30-44 % 45-60 %
LSIL — NIC | 12 11,3 16 15,1 6 57
HSIL —NIC I 15 14,2 15 14,2 1 1,0
HSIL — NIC Ill/Carcinoma In Situ 10 9,4 16 151 4 3,8
ASCUS 1 1,0 1 1,0 2 1,8
Carcinoma Invasivo 0 0 1 1,0 2 1,8
Atipia Reativa / Inflamatéria 5 47 13 12,2 11 104
Lesbes 7 6,6 8 7,5 0 0

Obs.: A maioria dos laudos apresenta resultados com mais de um diagndstico, por paciente.
Fonte: Amostra do estudo (laudos citolégicos).

Tabela 4: Observa-se que o percentual de 77,4 % dos resul-
tados da colpocitologia oncética esta associado a ocorrén-
cia de infecc¢ao pelo Virus Papiloma Humano — HPV.

TABELA IV
Distribuicao de freqiiéncia quanto ao diagnéstico, por
faixa etaria na populag¢ao estudada.

Frequéncia %
Associacéo a infecgdo pelo HPV 82 77,4
Né&o associagéo a infecgédo pelo HPV 24 22,6
Total 106 100,0
Fonte: Amostra do estudo (laudos citolégicos).
DISCUSSAO

Dos 106 prontuarios analisados, de mulheres que procura-
ram o Hospital Universitario Sul Fluminense - HUSEF,
Vassouras, RJ, para realizacao do exame preventivo do can-
cer de colo uterino (Papanicolaou), no periodo de janeiro de
2006 a julho de 2007, observou-se por diagnoéstico citolégi-
co que 82 (77,4%) dos resultados estdo associados a ocor-
réncia de infeccao pelo Papiloma Virus Humano — HPV.

O estudo permitiu evidenciar a distribuicao por faixa etaria
demonstrando que 35,8% tinham de 14 a 29 anos; 45,2%
entre 30 e 44 anos e 19,8% entre 45 e 60 anos. Dos cento e
seis laudos estudados, a maior ocorréncia (81%) pertencia
a faixa etaria compreendida entre 14 e 44 anos.

Em relacdo ao resultado citolégico, todos os exames
(100%) estudados apresentaram algum tipo de alteracao
celular (por exemplo: inflamacao). Os diagnoésticos foram
agrupados em conformidade com os dados descritos nos
laudos e registrados nos 106 prontuarios analisados.
Desses, 34 (32,1%) apresentaram positividade para lesoes
de baixo risco (LSIL — NIC I); 61 (57,5%) apresentaram
positividade para lesées precursoras de alto risco de evolu-
¢do para cancer (HSIL — NIC II e NIC III); 4 (3,8%) foram
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classificadas como ASCUS (atipias de significado indeter-
minado em células escamosas) por apresentar auséncia de
alteracoes celulares que possam ser classificadas como
neoplasia intra-epitelial cervical; 3 (2,8%) dos exames
apresentaram carcinoma invasivo; 29 (27,4%) apresenta-
ram alteracoes reativo-inflamatérias e 15 (14,2%) apresen-
taram algum tipo de alteracao celular por lesao. Vale res-
saltar que 44 mulheres do estudo (41,5%) apresentaram
diagnostico persistente de lesdes e foram encaminhadas
para colposcopia para uma melhor investigacao e, quando
necessdrio, para a Cirurgia de Alta Freqiéncia (CAF) devi-
do as alteracodes citopatolégicas e colposcopicas.

Para reforcar os resultados encontrados, estao descritos
abaixo alguns estudos realizados: a primeira pesquisa foi
estudada por Noronha L V, et al., 2005, que objetivaram
verificar a prevaléncia de HPV e de outros co-fatores de
risco para cancer e lesoes precursoras, em colo uterino; o
segundo estudo foi realizado por Eleutério Jr. J, et al., 2004,
e tinham como objetivo correlacionar diagnésticos citolégi-
cos com colposcopia e achados de bidépsia em casos de
lesoes epiteliais do colo do Utero; na terceira pesquisa Silva
O JR, etal, 2003, apresentam um estudo onde analisam a
prevaléncia de lesoes intra-epiteliais cervicais de alto grau,
em pacientes infectadas pelo HIV; no quarto trabalho des-
crito, Ferreira H, et al., (2006), apresentam um estudo sobre
o rastreamento de NIC (neoplasia intracervical) em um
grupo de mulheres portadoras de virus da imunodeficién-
cia humana (HIV).

Noronha, et al., (2005), estudou 491 mulheres submetidas
a colposcopia oncética, na Unidade Materno-Infantil do
Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Satude da Universidade
do Estado do Pard, visando a deteccao do Papiloma Virus
Humano (HPV). Como critérios para inclusao dessas parti-
cipantes no estudo, os autores exigiram: idade de 30 a 45
anos; procura espontanea pelo exame preventivo do can-
cer de colo uterino; nao estar em periodo gestacional; nao
ser histerectomizada e nem ter sido submetida a cirurgia
em colo uterino.

Noronha, et al., (2005), para fins de andlise estatistica, divi-
diram as participantes do estudo em dois grupos, de acor-
do com resultado da citologia oncética, baseando-se na
classificacao de Bethesda: Grupo A: presenca de quaisquer
das seguintes alteracoes (ASCUS e/ou AGUS; LSIL; HSIL)
e Grupo B: dentro dos limites da normalidade.

Noronha, et al., (2005), encontraram os seguintes resulta-
dos: 12% (59/491) apresentavam-se fora dos padroes de
normalidade. Dos 46 diagnésticos agrupados como de
ASCUS/AGUS, 41 eram ASCUS, 3 eram ASCUS e AGUS e
2 eram apenas AGUS. A prevaléncia de HPV na populacao
estudada foi de 12,6% (62/491), sendo significativamente
mais elevada entre as que apresentavam citologia alterada
(Grupo A), quando comparadas as citologias dentro da nor-
malidade (Grupo B), com freqiiéncia de 44,1% (26/59) nas
pacientes do grupo A e 8,3% (36/432) nas do Grupo B.
Segundo esses autores, os tipos considerados de alto risco
foram detectados em 39% das mulheres do Grupo A
(23/59), 28% (13/46) das com ASCUS, 71% das com LSIL
(5/7) e 83% das com HSIL (5/6) e, em 4,4% (19/432) das do
Grupo B. Dentro do subgrupo das infectadas dos Grupos A
e B, o HPV de risco esteve presente em 88,5% (23/26) e
52,8% (19/36), respectivamente. O HPV 16 foi o mais fre-
quente, tendo sido detectado em 30,8% (8/26) das infecta-
das do Grupo A e em 8,3% (3/36) do Grupo B.

Noronha, et al, (2005), também observaram que houve
associacao estatisticamente significativa entre presenca de
HPYV, presenca de HPV de alto risco e de HPV 16 com
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mulheres do Grupo A. Dentre os co-fatores de risco, os
autores observaram que, iniciacao sexual com idade igual
ou inferior a 15 anos, foi significativamente associada com
as pacientes do Grupo A, com diagnéstico citolégico de
ASCUS/AGUS, LSIL e HSIL. Com as demais varidaveis nao
encontraram associacao significativa.

Noronha L V, et al., 2005, concluiram que os achados sao
coerentes com inumeros trabalhos da literatura nacional e
mundial, tanto quanto a prevaléncia de HPV, quanto
aos tipos presentes em esfregacos de material colhido de
cérvice uterina.

No segundo estudo, Eleutério, et al., (2004), realizaram
suas pesquisas nos arquivos do Laboratério de Citologia da
Maternidade Escola Assis Chateaubriand, de Fortaleza,
onde analisaram 242 casos de citologia cérvico-vaginal ati-
pica, diagnosticados pelo exame de Papanicolaou como
anormalidades epiteliais, onde se incluiam casos de
ASCUS, LSIL, HSIL, células glandulares atipicas e carcino-
ma escamoso. Desses, 35 casos que tinham colposcopia e
bi6psia foram catalogados para estudo de achados.
Segundo os autores, os laudos histopatolégicos foram
dados conforme a classificacao de Richart, de acordo com
a orientacao da Sociedade Brasileira de Patologia. Os diag-
noésticos citopatolégicos foram confrontados com os acha-
dos colposcépicos e laudos histopatolégicos para se obser-
var o nivel de concordancia.

Eleutério, et al., (2004), observaram dentre os casos com
biépsia guiada por colposcopia, os seguintes resultados: 6
casos de ASCUS (17%); 17 casos de LSIL (48%); 10 casos
de HSIL (29%); 1 caso de AGUS (3%) e 1 caso de carcino-
ma escamoso invasor (3%). Foram também observados na
colposcopia, zona de transformacao atipica (zta) em 85,7 %
dos casos para ASCUS; 93% para LSIL e 90% como HSIL.
Em relacao a avaliacdo das bidpsias, Junior, et al., (2004),
evidenciaram que quando o diagnéstico citolégico foi
ASCUS em 16,7%, a biépsia foi normal, citopatia por
Papiloma Virus Humano (HPV) foi diagnosticado em
33,4%, neoplasia intra-epitelial cervical grau I (NIC I) em
16,7% e NIC I e HPV em 16,7%, além de neoplasia intra-
epitelial cervical grau III (NIC III) em 16,7%. Quando o
achado foi LSIL, a biépsia foi normal em 26,7 % dos casos,
o diagnéstico de HPV ocorreu em 6,7%, de NIC I em 6,7 %,
de NIC I e HPV em 33,3%, de neoplasia intra-epitelial
escamosa grau II (NIC II) em 20% e de NIC III em 6,7%.
Nos casos HSIL, a biépsia foi normal em 10%, NIC I em
10%, NIC I e HPV em 20% e NIC II em 30%, NIC III em
30%. O caso de carcinoma escamoso foi confirmado pela
bi6épsia e o caso de AGUS foi diagnosticado histologica-
mente como NIC IIIL.

Em sua pesquisa, Eleutério Jr. J, et al., 2004, concluiram
que a biépsia guiada por colposcopia é essencial para a
conduta adequada de lesoes epiteliais cervicais. Segundo
esses autores, uma conduta baseada sé na citologia pode
levar a um sub ou sobre tratamento.

Silva, et al., (2003), formaram um banco de dados consoli-
dado para andlise com 354 pacientes de um total de 420
infectadas pelo HIV atendidas em servigos publicos de
saude do Rio de Janeiro, entre 1996 e 2000. A colposcopia
foi realizada sistematicamente em todas as pacientes. A
presenca de lesao intra-epitelial cervical de alto grau
(HSIL) foi comparada com varidveis disponiveis e de inte-
resse clinico. O diagnéstico de lesdo de alto grau foi obtido
em amostras analisadas a histopatologia, quando eram
observados os aspectos colpocitolégicos de padrao B, C e
alguns achados de padrao E da classificacao colposcépica
de Roma (1990).
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O estado imunoloégico foi analisado através da contagem
dos linfécitos T CD4, células-alvo do HIV e principal para-
metro laboratorial de acompanhamento da infeccao. A
amostra contou com 64,4% de pacientes com contagem
abaixo de 500 céls/mm?, 48,1% abaixo de 350 céls/mm?® e
24,8% abaixo de 200 céls/mm?®.

Em relacao ao tabagismo, presente em 40% das pacientes,
os autores optaram pelo critério de aferir o uso atual do
tabaco, nao considerando o seu uso no passado, nem a
quantidade de cigarros. De acordo com Silva, et al., (2003),
esse resultado estd de acordo com os estudos que apontam
o fumo como oncégeno para o epitélio cervical.

Apbs submeter os dados a analise, Silva, et al., (2003),
observaram no estudo que a idade menor que 33 anos,
mediana da amostra, que se declararam fumantes e pos-
suiam nivel de CD4 inferior a 350 céls/mm?®, apresentaram
associacao significativa com a presenca de lesao intra-epi-
telial de alto grau.

Nesse trabalho, os autores puderam relacionar os resulta-
dos encontrados com a tendéncia observada na incidéncia
do cancer do colo e de suas lesdes precursoras, ao aumen-
to da prevaléncia do HPV, em especial, nas pacientes
infectadas pelo HIV.

Silva, et al., (2003), concluiram em sua pesquisa que € alta
a prevaléncia de lesoes intra-epiteliais cervicais de alto
grau em pacientes infectadas pelo HIV. A imunodeficién-
cia, o habito de fumar e a idade abaixo de 33 anos foram
varidveis associadas a presenca dessas lesoes.

Ferreira, et al., (2006), realizaram seu estudo acompanhan-
do 30 mulheres HIV-soropositivas, cadastradas no Centro
de Orientacao e Aconselhamento Sorolégico (COAS), do
municipio de Guarapuava/PR. As pacientes foram subme-
tidas ao protocolo estabelecido de atendimento ginecolégi-
co que inclui anamnese e exame ginecolégico com o ras-
treamento das neoplasias intracervical.

De acordo com Ferreira, et al., (2006), as 30 pacientes estu-
dadas, portadoras do HIV, estavam em uso de uma ou mais
drogas anti-retrovirais, independente do tempo de uso, até
a data da colpocitologia oncética cervical. O material cito-
légico coletado foi encaminhado ao Laboratério Central do
Estado do Parand e os resultados desses exames retorna-
ram ao COAS, que providenciou cuidados as pacientes
com indicacao de NIC.

Ainda, segundo os autores, a idade das mulheres do grupo
de estudo variou entre 18 a 65 anos, sendo a média de 40
anos. Quanto a escolaridade, 60% possuiam ensino funda-
mental incompleto, indicando baixo grau de instrucao. Nesse
estudo, Ferreira, et al., (2006), notaram que 59% nao pos-
sulam parceiros fixos, sendo 21% separadas e 38% solteiras.
Conforme dados obtidos na pesquisa de Ferreira, et al.,
(2006), das 30 pacientes em estudo, encontraram 03 casos
(10%) de NIC no grupo investigado, sendo duas (6,6%)
diagnosticada NIC I e uma (3,3%) NIC II. Dentre essas
mulheres com NIC, em 02 (66,6%) havia indicacao de
infeccao pelo HPV.

Embora o HPV nao tenha sido motivo do estudo de Ferreira,
et al., (2006), os autores da pesquisa chamam atencao para
o alto indice de mulheres portadoras de NIC com indicacao
de HPV. Ferreira, et al., (2006), encontraram o indice de
10% de NIC e 66% de HPV nas pacientes deste estudo.
Segundo Ferreira, et al., (2006), varios estudos tém eviden-
ciado que em mulheres portadoras de HIV, observa-se
maior incidéncia de infeccao do trato genital inferior pelo
HPV. Os autores concluiram que os dados desse estudo
sugerem que o HPV, assim como o NIC, sao patologias
agravadas pelos virus HIV e alertam quanto um maior con-
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tingente de mulheres portadoras do virus a merecer cuida-
dos na deteccao do NIC como o rastreamento e tratamento
precoce das doencas relacionadas com a sindrome (AIDS).
Pelo estudo realizado, pelas pesquisas descritas e pela lite-
ratura pesquisada, observou-se que o HPV tem uma asso-
ciagdo com o cancer cervical uterino. Dai, a importancia da
realizacdo da colpocitologia oncética que é ofertado a
populacdo feminina pelo Sistema Unico de Satde (SUS),
bastando para isso que se faca o exame preventivo
(Papanicolaou), bem como o procedimento histopatolégico,
quando necessdrio, permitindo; assim, a deteccao e diag-
noéstico precoce e o tratamento das lesdes cervicais.

CONCLUSAO

O estudo descritivo retrospectivo da populacao estudada
foi realizado junto aos resultados citolégicos registrados
nos prontudrios de 106 pacientes do sexo feminino, no
periodo de janeiro de 2006 a julho de 2007, do qual fizeram
parte mulheres que procuraram o Hospital Universitario
Sul Fluminense, Vassouras, RJ, para submeterem a colpo-
citologia oncética.

De acordo com esse critério, os prontuérios foram submeti-
dos a andlise onde foram levantados dados para avaliar a
incidéncia da infeccao pelo HPV e paralelamente foi reali-
zada uma revisao bibliografica com o objetivo de abordar
o virus do HPV e suas possiveis conseqiiéncias em relacao
a associacao da infeccdo pelo papiloma virus humano -
HPYV, no desenvolvimento de cancer e lesdes precursoras
em cérvice uterina.

Assim, conclui-se que dos 106 laudos citolégicos, 82
(77,4%) estdo associados a ocorréncia de infeccao pelo
papiloma virus humano (HPV), como, também, este estudo
evidéncia que a ocorréncia da infecgado é elevada em todas
as faixas etarias estudadas e, de acordo com a revisao
bibliogréafica pesquisada, certos tipos de HPV sao capazes
de induzir lesbes para neoplasias de diferentes graus.
Faz-se necessdria a realizacao de ac¢oes integradas e volta-
das a Sauide da Mulher conjuntamente com a questdao do
cancer ginecolégico.

E importante considerar que a Educacdo em Satde tem
uma grande contribuicdo na area de prevencgao, como meio
de evitar lesdes e agressdes ao colo uterino e doencas
sexualmente transmissiveis (DSTs); através de campanhas
de esclarecimento e adesao aos programas de acompanha-
mento e prevencao, associadas a eficdcia de métodos diag-
nosticos sdo as chaves para o sucesso de novas estratégias
para combater o cancer cervical.
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Perfil de sensibilidade de Salmonella sp. de ambiente
aquatico a antimicrobianos comerciais e a extratos
hidroalcoolicos de plantas medicinais*

Profile of sensitivity of Salmonella sp. of water environment for commercial antimicrobials and
the hydroalcoholic extracts of medical plants*
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/RESUMO - Doencas de veiculacao hidrica é a causa de grandes problemas de saide publica no mundo, sendo a Salmonella sp. um
representante dessa classe de microrganismos patogénicos. A contaminacao dos recursos hidricos vem acompanhada de outro fator
agravante, o crescente aparecimento de cepas de Salmonella sp. resistentes aos antimicrobianos comerciais, demonstrando a
importancia de encontrar novas substancias com atividade antimicrobiana. Este estudo objetivou verificar a sensibilidade de 28 cepas
de Salmonella sp., isoladas de um rio impactado por esgotos em Campina Grande (PB), a antimicrobianos comerciais e analisar a ativi-
dade antimicrobiana dos seguintes extratos hidroalcodlicos: Rosmarinus officinalis, Ximenia americana, Anadenanphera colubrina,
Astronium uruncleura, Sprychnobendron abscringens e Anarcadium occidentale. As analises foram realizadas no Laboratério de
Microbiologia da Universidade Estadual da Paraiba (Campina Grande/PB). Na metodologia, foram usados métodos de difusao em pla-
cas com meio s6lido Mueller-Hinton. Observou-se, diante dos antimicrobianos comercias, 6 (21,5%) cepas resistentes a Tetraciclina,
seguida por Cotrimoxazol com 1 (3,6%) cepa resistente. Nenhuma resisténcia foi verificada a Amicacina, Amoxacilina, Aztreonam,
Cefalotina, Cefoxitina, Cloranfenicol, Gentamicina, Imipenema e Lomefloxacina. Dos seis extratos hidroalcoédlicos testados, todos
apresentaram atividade antimicrobiana as cepas de Salmonella sp. testadas, apenas o Rosmarinus officinalis mostrou pouca atividade,
sendo eficaz a 4 (14,3%) das cepas testadas.

\PALAVRAS-CHAVE - Salmonella sp., antimicrobiano, extratos hidroalcodlicos. /
/SUMMARY - Diseases of running water is the cause of major public health problems in the world, and the Salmonella sp. is a repre-
sentative of this class of pathogenic microorganisms. Contamination of water resources is accompanied by other aggravating factor,
the growing emergence of strains of Salmonella sp. resistant to commercial antimicrobial, demonstrating the importance of finding
new antimicrobial activity substances. This study aimed to verify the sensitivity of 28 strains of Salmonella sp., isolated from a river
impacted by sewage in Campina Grande (PB), the commercial antimicrobials and examine the antimicrobial activity of the following
hydroalcoholic extracts: Rosmarinus officinalis, Ximenia americana, Anadenanphera colubrina, Astronium uruncleura,
Sprychnobendron abscringens and Anarcadium occidentale. The analyses were performed in the Laboratério de Microbiologia in the
Universidade Estadual da Paraiba (Campina Grande / PB). In methodology, it was used methods of dissemination in plates with solid
middle Mueller Hinton. It was observed in front of commercial antimicrobials, 6 (21.5%) strains resistant to Tetracycline, followed by
Cotrimoxazol with 1 (3.6%) resistant strain. No resistance was found to Amikacin, Amoxicillin, Aztreonam, Cefalotin, Cefoxitin,
Chloramphenicol, Gentamicin, Imipenem and Lomefloxacin. Of the six hydroalcoholic extracts tested, all showed the antimicrobial
activity of Salmonella sp. strains tested, only the Rosmarinus officinalis showed little activity, with the effective 4 (14.3%) of the strains
tested.

KEYWORDS - Salmonella sp., antimicrobial, hydroalcoholic extracts. /

INTRODUCAO

Doengas de transmissao hidrica sdo aquelas em que a
dgua atua como veiculo de agentes infecciosos. Os
microrganismos patogénicos atingem a dgua através de
excretas de pessoas ou animais infectados, causando pro-
blemas principalmente no aparelho intestinal do homem.
Essas doencas podem ser causadas por bactérias, fungos,
virus, protozodrios e helmintos®.

Salmonella sp. é uma enterobactéria cuja forma de contéa-
gio estd associada a alimentos e dgua contaminados com
fezes infectadas’. Segundo Smith et al. (2008), é primaria-
mente transmitida pela via oral-fecal. Outros modos de
transmissdao zoonética incluem o contato direto com ani-
mais de producao, animais silvestres, animais de compa-
nhia, particularmente gatos e tartarugas. Sendo que, a
doenca mais comum causada pela Salmonella sp. é a sal-
monelose, cujos sintomas sao febre, diarréia, nduseas e
vOmitos e tendem a aparecer cerca de 24h apés a ingestao

de dgua ou alimentos contaminados'.

Um aspecto de extrema importancia tem sido o aumento
expressivo da ocorréncia de amostras multirresistentes aos
antimicrobianos. Nos paises desenvolvidos, esta ocorréncia
tem sido particularmente associada ao emprego de doses
terapéuticas e subterapéuticas de antibi6ticos nos animais, ou
para a promocao de crescimento (aditivo de ragoes); enquan-
to nos paises em desenvolvimento, o aumento da resisténcia
tem sido relacionado ao uso de antimicrobianos na medicina
humana, tanto nos hospitais, como na comunidade29.

Tendo em vista que bactérias resistentes a multiplos anti-
microbianos representam um desafio no tratamento de
infecgOes, € notéria a necessidade de encontrar novas
substancias com propriedades antimicrobianasi2.

As propriedades antimicrobianas de substancias e 6leos
essenciais que as plantas contém como produtos de seu
metabolismo secundario tém sido reconhecidas empirica-
mente durante séculos, mas foram confirmadas cientifica-
mente apenas recentemente. Varios grupos de pesquisado-
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res estudam a atividade biolégica de plantas medicinais ori-
ginarias de diversas regidoes do mundo, orientados pelo uso
popular das espécies nativas. Extratos e 6leos essenciais de
plantas medicinais mostraram-se eficientes no controle do
crescimento de uma ampla variedade de microrganismos,
incluindo fungos filamentosos, leveduras e bactérias®.
Neste contexto, intiimeras pesquisas vém comprovando
cientificamente o aumento de estirpes de bactérias resis-
tentes a antimicrobianos, a exemplo da Salmonella sp.™,
bem como a atividade antimicrobiana de algumas plantas
frente a cepas bacterianas, a exemplo do alecrin
(Rosmarinus officinalis)!, ameixa-do-mato (Ximenia ameri-
cana)”, angico (Anadenanphera colubrina)®, aroeira
(Astronium uruncleura)’, barbatimao (Sprychnobendron
abscringens)® e cajueiro (Anarcadium occidentale)”, anali-
sadas neste estudo.

O uso tradicional dos extratos hidroalcoélicos analisados
neste trabalho, mostra que eles possuem varias atividades
terapéuticas, dentre elas: anti-séptica e antiespasmoddica
(alecrim)?; antifingica (ameixa-do-mato)"; antidisentérica
e cicatrizante (angico)® antioxidante e antimicrobiana
(aroeira)’; antimicrobiana, antiinflamatéria e cicatrizante
(barbatimao)'®; estimulante dos centros medulares, além de
eficacia nas astenias (cajueiro)’.

O presente trabalho objetiva conhecer in vitro o perfil de
sensibilidade de cepas de Salmonella sp. a onze antibiéti-
cos comerciais, usados rotineiramente na clinica médica,
bem como verificar a atividade antimicrobiana de seis
extratos hidroalcoélicos.

MATERIAIS E METODOS

Local da pesquisa

As atividades de pesquisa foram desenvolvidas nos
Laboratérios de Microbiologia do Centro de Ciéncias
Biologicas e da Saude (CCBS) da Universidade Estadual
da Paraiba (UEPB), onde funciona o Laboratério de
Pesquisa em Atividades Antimicrobianas.

Plantas utilizadas
As plantas utilizadas foram selecionadas, adquiridas e
identificadas pelos professores Thulio Antunes de Arruda e
Rossana Miranda Pessoa Antunes, na cidade de Campina
Grande-PB, Brasil.

Obtencao dos extratos

Os extratos foram preparados seguindo-se as recomenda-
¢oes da Farmacopéia Brasileira 2® edicao (1959), procedeu-
se no Laboratério de Fitoterapia da UEPB.

Os Extratos hidroalcodlicos analisados foram: alecrim
(Rosmarinus officinalis), ameixa-do-mato (Ximenia ameri-
cana), angico (Anadenanphera colubrina), aroeira
(Astronium uruncleura), barbatimao (Sprychnobendron
abscringens) e cajueiro (Anarcadium occidentale).

Microrganismos

Foram utilizadas neste estudo 28 cepas de Salmonella sp.
da colecao do Laboratério de Microbiologia do departa-
mento de Farmdacia da UEPB. Estas cepas foram isoladas
de um rio do Estado da Paraiba, cuja nascente encontra-se
entre os Municipios de Pocinhos e Puxinana, atravessa a
cidade de Campina Grande, dirigindo-se posteriormente a
Barra de Santana.
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Meios de Cultura

Foram utilizados nos ensaios biolégicos, os seguintes meios
de cultura: Agar Mueller-Hinton e Caldo Brain Heart
Infusion, todos da marca BBL- Difco Laboratoires Ltda.

Preparo e Padronizacao de In6culos Bacterianos

Durante a realizacao do ensaio as cepas foram mantidas
em Agar Mueller-Hinton (AMH). Antes dos testes as cepas
cultivadas foram repicadas duas vezes consecutivas para
os meios mencionados e incubadas a 37°C por 24h.
Suspensoes de cada microrganismo foram preparadas pelo
método de suspensdao direta de coldnias (3 a 5 colonias
semelhantes) em 2mL de solucao salina (NaCl 0,85%) esté-
ril e ajustadas ao padrao 0,5 da escala de McFarland para
conter cerca de a 1,5X10°UFC/mL*.

O inéculo bacteriano foi semeado aproximadamente 15 a
20 minutos apds sua preparacao?.

Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos (antibiograma)
Para a andlise dos antimicrobianos, o inéculo microbiano foi
semeado na superficie das placas de Petri de 150 x 90 mm
estéril, contendo Agar Mueller Hinton, com auxilio de swabs
estéreis (BAUER et al., 1966). Onde foram dispostos os 11
antimicrobianos testados: Amicacina 30ng (AMI),
Amoxacilina 10 pg (AMO), Aztreonam 30ng (ATM),
Cefalotina 30ng (CFL), Cefoxitina 30pg (CFO), Cloranfenicol
30pg (CLO), Cotrimoxazol 25pg (SUT), Gentamicina 10pg
(GEN), Imipenema 10pg (IPM), Lomefloxacina 10pg (LMX) e
Tetraciclina 30ng (TET), todos da marca Cecon.

Ap6s 30 minutos a temperatura ambiente, as placas foram
incubadas a 37°C por 24 h. A avaliacao da atividade anti-
microbiana foi realizada observando-se o a formacao de
halos de inibicao de crescimento bacteriano.

Screening

Os ensaios do screening para verificar a presenca de ativi-
dade antimicrobiana nos extratos frente as cepas selecio-
nadas, foram efetuados pelo método de difusdo em agar,
utilizando os extratos puros.

Para cada microrganismo testado, 1mL de in6culo padroni-
zado foi transferido para placa de Petri de 90 x 15 mm esté-
ril e misturado homogeneamente com 20 mL. de AMH fun-
dido a 45°C. Apés solidificacdo, cavidades de cerca de
6mm de diametro foram perfuradas no agar (seis por
placa), para as quais foram transferidos 50 pL de cada
amostra de extrato. Apés 30 minutos a temperatura
ambiente as placas foram incubadas a 37°C por 24 h.
Simultaneamente aos testes, foram realizados controle de
viabilidade das cepas frente ao solvente utilizado na pre-
paracao dos extratos.

Leitura e interpretacao do screening

Apbs a incubacéo, procedeu-se a leitura das zonas de ini-
bicao de crescimento, que foi realizada com régua com
precisao de 0,5 mm. Foram utilizados os seguintes parame-
tros para interpretacao dos resultados obtidos: auséncia de
halo de inibicao = inativo; presenca de halo de inibicao =8
mm ativo? .

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 1 estao sumarizados os resultados do perfil de
sensibilidade das cepas estudadas frente aos antimicrobia-
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nos comercias e na tabela 2 os resultados da atividade anti-
microbiana dos extratos hidroalcodlicos.

No teste de disco-difusao, relacionado ao perfil de sensibi-
lidade de cepas de Salmonella sp. a antimicrobianos
comerciais, observou-se que dentre as 28 cepas testadas, 7
(25%) foram resistentes pelo menos a um dos antimicrobia-
nos testados e verificou-se ainda que 6 cepas (21,5%)
foram resistentes a tetraciclina e 1 cepa (3,6%) apresentou
resisténcia ao cloranfenicol (Tabela 1).

Os resultados mostraram que todas as cepas foram sensiveis
a amicacina, amoxacilina, aztreonam, cefalotina, cefoxitina,
cloranfenicol, gentamicina, imipenem e lomefloxacina.
Dados de literatura mostraram valores semelhantes aos
encontrados neste estudo, Morais et al. (2003), analisando
a resisténcia de cepas de Salmonella sp. isoladas de
ambiente aqudtico, observou que o maior nimero de cepas
resistentes foi a tetraciclina (17% do total das cepas testa-
das) e ao cotrimoxazol (2,8% das cepas testadas). Tavechio
et al. (2004), em Sao Paulo, estudando a freqiiéncia e resis-
téncia antimicrobiana de Salmonella entérica, observou
que todas as cepas foram sensiveis a aztreonam, cefalotina,
cefoxitina e imipenem, resultados estes que estao de acor-
do com os encontrados neste trabalho.

Diante dos resultados, é evidente que o tratamento apro-
priado para as infec¢oes causadas por enterobactérias
deve ser individualmente monitorado para sensibilidade
do organismo ao antibiético. Muitos destes bacilos sao alta-
mente resistentes aos antibi6ticos, devido a producao de -
lactamases e outras enzimas que modificam as drogas.
Esses organismos sofrem conjugacao de modo freqiiente,
adquirindo plasmideos (fator R) que medeiam mdultipla
resisténcia as drogas®.

Com os dados obtidos nesta pesquisa é possivel constatar
que 25% das cepas testadas apresentaram resisténcia a um
dos antimicrobianos e destacou-se a tetraciclina como anti-
microbiano ineficaz a 21,5% das cepas testadas. Esse fato,
provavelmente, estd relacionado ao emprego das tetracicli-
cas como um dos antibiéticos mais utilizados como aditivo
na alimentacao de animais, onde o seu uso resulta em um
significativo ganho de peso animal; entretanto problemas de
saude, como resisténcia antibidtica, podem ocorrer a seus
consumidores®. Estas observacoes podem ser validas para
este estudo, visto que as cepas de Salmonella sp. analisadas
foram isoladas de ambiente aquético, coletadas de uma
ampla regido geografica que compreende vdrios trechos de
um mesmo rio, ndao se podendo excluir a possibilidade das
cepas serem provenientes de humanos ou animais™ %,

A tabela 2 apresenta a atividade antimicrobiana dos extra-
tos hidroalcoélicos de alecrim, ameixa-do-mato, angico,
aroeira, barbatimao e cajueiro, observando-se que todos
eles apresentaram atividade para as cepas testadas, sendo
os extratos de ameixa-do-mato, angico, aroeira, barbati-
mao e cajueiro eficazes para todas as cepas (28/100%),
enquanto que o extrato de alecrim apresentou atividade
apenas para 4 (14,3%) das cepas testadas, inclusive com os
menores halos de inibicao de crescimento.

Dos extratos utilizados neste trabalho, existem relatos na
literatura de suas atividades antimicrobianas que corrobo-
ram com os resultados obtidos. Um estudo realizado por
Orlando (2005), com o objetivo de avaliar a atividade anti-
bacteriana do extrato hidroalcodlico de barbatimao frente
as bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, demons-
trou atividade para todas as cepas testadas, resultados
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semelhantes aos encontrados nesta pesquisa. Omer et al.
(2003) apud Morais et al. (2005), comprovou experimental-
mente a atividade fungicida da ameixa-do-mato ao estudar
plantas medicinais utilizadas por indios.

Os resultados obtidos para o extrato hidroalcooélico de ale-
crim corroboram com as citagoes realizadas por Sousa e
Conceicao (2007), que relatam pouco ou nenhum efeito
deste extrato contra bactérias Gram-negativas. Em relacao
a atividade antimicrobiana do angico, resultado semelhan-
te ao obtido por esta pesquisa foi descrito por Viana (2003)
que ao analisar o extrato de Anadenanthera macrocarpa,
comprovou sua atividade antimicrobiana frente a cepas de
Salmonella spp.

O extrato de cajueiro confirmou os dados obtidos por
Gongcalves et al. (2005), produzindo atividade antibacteriana
a todas as cepas testadas, assim como também, o extrato de
aroeira que foi ativo em todas as cepas testadas, corroboran-
do com, o estudo de Degaspari e Wasczynskvj (2004).

De acordo com os resultados obtidos, verificou-se que os
extratos hidroalcodlicos de alecrim, ameixa-do-mato, angi-
co, aroeira, barbatimao e cajueiro possuem potencial anti-
microbiano, o que torna promissor seu estudo para elabo-
racao de medicamentos fitoterapicos. Entretanto, sao
necessarios estudos complementares para isolar as subs-
tancias responséveis por esta atividade antimicrobiana.

CONCLUSOES

Observou-se que a maioria das cepas de Salmonella sp. foi
sensivel aos antimicrobianos comercias. Destacando-se,
porém, a Tetraciclina como o antimicrobiano menos eficaz,
por apresentar o maior nimero de cepas resistentes.

Todos os extratos analisados apresentaram atividade antimi-
crobiana frente as cepas de Salmonella sp. testadas.
Entretanto, o extrato de alecrim demonstrou ser o menos ativo.

TABELA |
Perfil de sensibilidade de cepas de
Salmonella sp. aos antimicrobianos

@S ANTIMICROBIANOSTESTADOS/ DIAMETRO DOS HALOS (MM)

AMI AMO ATM CFL CFO CLo SuT GEN 1PM LMX TET
01 24(5) | 26(S)| 30(S) | 24(5) | 26(5) | 28(5)| 28(5)| 24(S)| 30(5) | 30(5) | 26(3)
03 22(S) | 24(5)| 28(S)| 20(5) | 28(5) | 28(5) | 29(5)| 18(S)| 30(S) | 28¢(S) | 26(3)
14 22(S) | 28(S)| 30(S) | 26(S) | 28(S)| 24(S)| 24(5)| 18(S)| 30(S) | >30(5)| 0O(R)
16 26(S) | 30(S) | >30(s)| 30(S) | >30(5)| >30 ()| >30 ()| 26(S) | >30(S)| 28¢(S) | >30(S)
21 24(s) | 29(5) | >30(s)| 27(5) | 30(S) | >30(5)[ >30(5)| 24(5) | >30(5)| >30(5)| 12 (R)
23 20(S) | 28(S) | >30(s)| 28(s) | 29(5) | >30 ()| >30 ()| 20(S) | >30 ()| >30 (5)| 12 (R)
31 22(5) | 29(8) | >30(s)| 29(s) | 30(s) | >30 ()] >30 ()| 21(S) | >30(8)| >30(5)] 29(3)
38 27(S) | 28(S)| 30(s) | 28(S) | 28(5) | 27(5) [ >30(5)| 28(S) | >30 ()] >30 (5)| 30 (5)
54 22(S) | 28(S) | >30(s)| 24(s) | 30(5) | >30(S)| 30(S) | 24(S) | >30(s)| 30 ()| 26 (3)
61 22(S) | 28(S) | >30(s)| 28(S) | 30(S) | >30(S)| 30(S) | 24(5) | >30(5)| >30 (5)| >30(5)
63 22(S) | 30(s) | >30(s)| 30¢(S) | 30(S) | 30(S) [ >30(5)| 24(S) | >30 (5)] >30 (5)| 30 ¢(5)
69 22(5) | 27(5)| 30(s)| 26(5) | 30(s) | >30(8)| 30(5) | 22(8) | 30¢(5) | >30(5)| 29(3)

70 23(S) | 28(S) [ >30(5)| 26(S) [ 29(s) [ >30(5)[ >30 (5)] 22(S) | >30 (5)] >30 (5)] 12 (R)

(3 22(S) | 26(S)| 26(S) | 24(S) | 26(S) | 26(S) | 28(S)| 20(S)| 29(S) | 28(S) | 26(3)
92 26 (S) | >30(S)| >30 ()| 30(S) | >30(5)| >30 (S)[ >30(S)| 26(S) | >30 ()| >30 (5)| >30(5)
104 20(S) | 25(5) | 26(S)| 24(5)| 26(5)| 28(5)| 28(5)| 18(S)| 26(S)| 28(S)| 26(5)
109 23(S) | 26(S) | >30(s)| 28(S) | 28(S) | 28(5) | 30(5) | 22(5) | 30(s) | 30(5) | 28(3)
111 22(S) | 30(S) | >30(s)| 26(s) | 30(S) | >30 ()| >30 ()| 22(S) | >30(8)| >30 (5)| 12 (R)
125 21(S) | 29(S) | >30(s)| 28(S) | >30(S)| >30(S)| 30(S) | 22(S) | >30(5)| >30 ()| 28(S)
126 22(S) | 28(S) | >30(s)| 28(S) | 28(S) | >30(S)| 30(S) | 21(S) | >30(s)| >30(S)| 30(S)

)
)
)
)
)
)
)
129 26(S) | 30(S) | >30(S)| >30(S)| 30(S) | >80 (S)| >80 (S)| 24(S) | >30(S)| >30 (S)| >30(S)
)
)
)
)
)
)
)

144 22(5) | 27(5)| 30(S)| 26(S)| 28(5) | 26(5) | 26(5) | 22(5) | >30(s)| 30(S) | 28(3)
148 26(S) | 28(S) | >30(5)| 29(5) | 29(5) | >30 ()| >30 ()| 226) | >30(s)| >30(5)| 29(s)
153 24(S) | 28(S) | >30(S)| 26(S) | 30(S) | 30(S) | 30(S) | 24(S)| 30(S) | >30(s)| 30(S)
188 24(S) | 28(S) | >30(S)| 26(S) | 28(S) | >30(S)| 23(S) | 24(S) | >30(5)| >30(5)| 2(R)
190 26(S) | 26(S) | >30(S)| 26(S) | 28(S) | 28(S) | 26(S) | 23(S) | 30(S) | >30(5)| 28(3)
197 20 (s 28(5) | 25(5) | 27(9) | 27(5)| 28(5) | 20(5) | 29(5) | >30(5)| 28(5)
228 20(S) | 28(S)| 29(S)| 25(5) | 26(S) | 30(S)| O(R) | 20(S) | >30(s)| 24(S)| 26(S)

Ne Total de
Cepas (28) 28 28 28 28 28 28 27 28 28 28 22

% Sensibili- | (100%) | (100%) | (100%) | (100%)| (100%)| (100%)| (96,5%)| (100%)| (100%)| (100%)| (78,5%)
dade (100%)

Legenda: AMI = , AMO = ATM = CFL = Cefalotina, CFO = Cefoxitina, CLO = Cloranfenicol, SUT
= Cotrimoxazol, GEN = Gentamicina, IPM = Imipenem, LMX = Lomefloxacina e TET = Tetraciclina. S = sensivel; R = resistente.
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TABELA Il
Atividade antimicrobiana dos extratos hidroalcooélicos
frente as cepas de Salmonella sp

Cepas Extratos hidroalcoélicos /DIAMETRO DOS HALOS (MM)

A B c D E F
01 18 16 8 17 13 14
03 17 15 0 15 18 13
14 18 12 0 17 18 18
16 17 16 0 18 14 16
21 17 16 0 16 15 16
23 18 15 0 19 17 17
31 16 15 0 17 16 17
38 17 18 0 17 19 18
54 17 16 0 15 16 15
61 18 16 0 19 13 19
63 1 9 0 1 18 9
69 17 15 0 16 15 16
70 18 17 1 18 15 12
90 17 15 9 16 14 16
92 17 15 0 16 16 17
104 17 15 0 17 15 16
109 19 16 1 18 15 18
111 17 17 0 14 14 15
125 16 15 0 16 15 16
126 17 15 0 17 16 18
129 17 16 0 17 16 17
144 15 9 0 16 14 17
148 17 14 0 16 17 18
153 17 15 0 16 16 17
188 16 12 0 14 14 14
190 18 16 0 16 15 17
197 16 17 0 15 18 17
228 17 14 0 17 17 14

Ne Total de
“(;uespgr?s(igﬁi)- 28 (100%) | 28(100%) | 4(14,3%) | 28(100%) | 28(100%) | 28 (100%)
dade (100%)

Legenda: A = barbatiméo (Sprychnobendron abscringens); B = ameixa-do-mato (Ximenia americana); C = alecrim (Rosmarinus

officinalis); D = cajueiro (A

9.

E = angico (; e F = aroeira (Astronium uruncleura).
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Avaliacao dos efeitos do hipotireoidismo na gestacao

Avaliation of hypothyroidism effects in pregnancy

Natdlia Barth'; Bianca Pizzolotto da Costa'; Fabio Kerber Slongo’;
Mabel Cristina Nascimento' & Gustavo Miiller Lara’®

/RESUMO - A gestacao induz diversas alteracdes fisiolégicas maternas, sendo uma delas a funcao tireoidiana. Quando ha a presenga\
de anticorpos antitireoidianos ou ingestao deficiente de iodo, as alteracées aumentam ainda mais, resultando em hipotireoidismo
materno e/ou fetal ocasionando complicacoes para a mae e para o feto durante a gravidez. Estudos relatam que filhos de maes
hipotireoidianas nao tratadas durante a gravidez podem apresentar deficiéncias no desenvolvimento do sistema nervoso central
(SNC). E aconselhdvel que mulheres que possuem hipotireoidismo estabilizem a doenca antes da gestacdo para a prevencio de
maiores complicacoes. Devido a isto, tornam-se importante realcar o diagnéstico e o tratamento de gestantes hipotireoidianas, elimi-
nando, desta forma, os riscos de provaveis complicacoes tanto para a gestante quando para o feto.
PALAVRAS-CHAVE - Gestacao, hipotireoidismo, glandula tiredide.

/

complications to the mother and the fetus.
KEYWORDS - Pregnancy, hypothyroidism, thyroid gland

SUMMARY - Pregnancy induces many physiological maternal changes, being one of them the thyroid function. When there is the prex
sence of anti-thyroid antibodies or deficient ingestion of iodine, the alterations increase even more, resulting matern and/or fetal
hypothyroidism, occasioning complications for the mother and for the fetus during pregnancy. Studies report that children of mothers
with untreated hypothyroidism during pregnancy can develop significant decrease in intellectual development of the offspring. We
point that women with hypothyroidism stabilize their disease before pregnancy to avoid bigger complications. With this literature
review we aim to show the importance of the diagnosis and treatment of pregnant women with hypothyroidism, excluding the risk of

/

INTRODUCAO

ulheres em idade fértil e durante a gestacao comu-

mente apresentam desordens tireoidianas. FANTZ et
al.,® A freqiiéncia de hipotireoidismo na gestacao varia em
cada pais, porém estima-se em torno de 0,3% a 25%. Em
paises que nao possuem deficiente ingesta de iodo, a doen-
ca tireoidiana autoimune é a principal causa de hipotireoi-
dismo. Esta doenca relaciona-se com um grande numero
de complicacOes para a mae e para o desenvolvimento dos
fetos, sendo as mais freqlientes a hipertensao gestacional e
o baixo peso fetal. SMALLRIDGE*
Vérios estudos tém demonstrado que a presenca de anti-
corpos anti-tireoidianos; especialmente o anticorpo anti-
tireoperoxidase, pode ocasionar complica¢coes para a mae
e o feto, tais como a deterioracao da funcao tireoidiana das
maes e aumento de abortos espontaneos. As mulheres com
abortos no primeiro trimestre de gestacao apresentam ele-
vados niveis de anti-TPO em compara¢ao com as que nao
abortaram. BRENT; GLINOER; STAGNARO-GREEN*!"%
As mulheres moradoras de regides com deficiéncia modera-
da de iodo (ingestdao < 100pg/dL) tém um aumento na con-
centracao de TSH, comparando-se com mulheres de regioes
suficientes de iodo. Esse aumento apresenta-se maior nas
mulheres que apresentam auto-imunidade tireoidiana,
podendo levar a hipotireoidismo materno e/ou fetal. BRENT;
GLINOER*" O desenvolvimento intelectual dos filhos de
maes hipotireoidianas pode ser afetado se nao tratado duran-
te a gestacao. SMALLRIDGE; BRENT; MORREALE®*2%
Por isso, o rastreamento precoce de gestantes com risco de
hipotireoidismo deve ser inserido na rotina de hospitais e
clinicas obstétricas, pois, se tratadas, pode-se atenuar ou até
mesmo eliminar o risco de complicagoes. MANDEL et al.,*
Mudancas na funcao tireoidiana durante a gestacao
A gestacao leva a modificagoes funcionais e estruturais na
tiredide que simulam alteracdes patoldgicas; ela interfere

na fisiologia tireoidiana através de varias vias. O eixo hipo-
talamo-hipdfise-tire6ide materno, durante o periodo gesta-
cional, sofre uma série de adaptacoes. O feto ird desenvol-
ver, também, seu préprio eixo e a placenta ira desempe-
nhar um papel ativo no transporte e metabolismo do iodo e
da tiroxina (T4), de modo que, no curso da gestacao, hd trés
séries de eventos atuando na fisiologia tireoidiana, resul-
tando em efeitos complexos provisérios ou permanentes.
ANDRADE et al.,!

A primeira seqiiéncia de eventos comeca durante a primei-
ra metade da gestacao e se mantém até o término. Os hor-
monios tireoidianos sao transportados no sangue através
de proteinas; estas sao: globulina transportadora da tiroxi-
na (TBQG), transtirretina (TBPA) e albumina. A TBG encon-
tra-se em baixa concentracdo sérica; no entanto, apresenta
alta afinidade com os hormoénios tireoidianos sendo, res-
ponsével por grande parte do transporte de T4 (68%) e T3
(80%). Durante a gestacdo, a TBG aumenta de duas a trés
vezes, enquanto as concentracoes de TBPA e albumina
permanecem inalteradas; porém, a afinidade das trés pro-
teinas por T3 e T4 néo é significativamente alterada. O
aumento de TBG ocorre nas primeiras semanas de gesta-
¢ao, com pico em torno da 21° semana, mantendo-se assim
até o final desse periodo.

Os niveis elevados de estrégenos induzem o aumento de
TBG pelo efeito combinado de aumentar a sintese hepati-
ca e também a sinalizacdao da molécula de TBG. Os niveis
de T3 e T4 aumentam durante a gestacao como resultado
dessas alteragoes, ficando nos limites superiores da norma-
lidade. Esses niveis costumam elevar-se acentuadamente
no inicio da gestacdao e mantém um platé no inicio do
segundo trimestre em cerca de 30-100% dos valores ante-
riores a gestacdo. Os hormonios livres tendem a reduzir,
com um ligeiro aumento de TSH, resultante da estimulacao
do eixo hipéfise-tire6ide. As mulheres gravidas que resi-
dem em éareas suficientes de iodo tém uma diminuicao da
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fracao livre limitada de 10 a 15%, no entanto, em locais de
restricdo ou deficiéncia de iodo a redugao é significativa-
mente mais pronunciada. GLINOER""

A segunda seqléncia de eventos ocorre transitoriamente
durante o primeiro trimestre, resultante da estimulacao dire-
ta da tiredide materna por niveis elevados de gonadotrofina
corionica (hCG), que é acompanhada por uma inibicao par-
cial do eixo hipéfise-tiredide. Coincidentemente, com o pico
na concentracao de hCG, entre 8-14 semanas de gestacao,
hé uma diminuicéo transitéria no TSH sérico, GLINOER'"
Aproximadamente 20% das grdavidas normais apresentam
niveis séricos de TSH no limite inferior da normalidade
(<0,20 pUI/mL), sendo os niveis de hCG significativamente
aumentados, comparando-se com os 80% restantes de gra-
vidas com os niveis de TSH inalterados. GLINOER""

A terceira seqiiéncia de eventos inicia-se na segunda
metade da gestacao, relacionando-se com as modificacoes
do metabolismo periférico dos hormoénios tireoidianos
maternos. Existem trés enzimas que catalisam a desioda-
¢ao dos hormoénios tireoidianos. A atividade da Deiodase
tipo I provavelmente nao é modifica na gravidez. A
Deiodase tipo II é expressa na placenta e sua atividade
pode representar um mecanismo homeostdtico para a
manutencao da producao de T3 localmente quando as con-
centracoes de T4 encontram-se reduzidas. A placenta tam-
bém contém grandes quantidades de Deiodase tipo III,
enzima que converte T4 para T3 reverso e T3 para T2. Por
possuir uma atividade enzimatica extremamente alta
durante a vida fetal, esta enzima pode explicar as baixas
concentracoes de T3 e altas concentragoes de T3 reverso,
caracteristicas do metabolismo hormonal da tirdide fetal.
GLINOER; BURROW*#

Em conjunto, ocorrem diversas alteracées no organismo
materno a fim de ajustar a producao hormonal, atingindo
um novo estado de equilibrio; isso requer uma produgao
hormonal aumentada pela glandula tiredide materna. Uma
vez atingido o equilibrio, as demandas hormonais sao man-
tidas até o término, provavelmente através da passagem
transplacentdria de hormoénios da tiredéide materna e
aumento do turnover de T4 materno, sob a influéncia da
alta atividade da deiodase tipo III.

Para gestantes de paises que apresentam insuficiéncia de
iodo, o desafio da tire6ide materna é chegar a esse equili-
brio e manté-lo até o fim da gestacao. Todavia, essas alte-
ragOes fisiologicas sdao atingidas sem dificuldade pela
tire6ide normal; contudo, isso ndo acontece quando a glan-
dula materna estd prejudicada, como ocorre na doenca
tireoidiana auto-imune, hipotireoidismo ou quando a ges-
tante possui dieta pobre em iodo. GLINOER'"

Hipotireoidismo materno

A associacao de hipotireoidismo com anovulacao fez com
que muitos médicos concluissem que gestacdes complica-
das por hipotireoidismo eram extremamente raras. BRENT;
METSMAN?#* Contudo, estudos posteriores indicam que
estas mulheres, se tratadas, podem engravidar e desenvol-
ver os fetos sem maiores complicacoes. BRENT; LEUNG**
O SNC fetal depende de iodo e T4 para seu desenvolvi-
mento durante toda a gestacao, sendo, desta forma, extre-
mamente necessdria a avaliacao das criancas nascidas de
maes com severa deficiéncia de iodo. CAO et al.* demons-
traram que das gestantes que receberam iodo durante o
primeiro e segundo trimestre, apenas 2% de seus filhos
apresentaram moderada ou severa anormalidade neurol6-
gica. Contudo, se essa suplementacao for feita tardiamen-
te durante o terceiro trimestre ou no inicio do pés-parto, as
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anormalidades aumentam aproximadamente 9%. SMALL-
RIDGE; CAO**

O hipotireoidismo materno normalmente é causado por
tireoidite auto-imune ou por destruicao da glandula (abla-
¢cao com iodo ou cirurgia) e, raramente, por desordem hipo-
talamica-hipofisdria. Os efeitos do hipotireoidismo materno
nao tratado sao muitos para as maes e para os fetos (qua-
dro 1). SMALLRIDGE; MONTORO** LEUNG et al*®
acompanharam 68 mulheres com hipotireoidismo durante
toda a gestacao, das quais 23 apresentavam hipotireoidis-
mo clinico e 45 subclinico. Como resultado, a prevaléncia
de hipertensao gestacional foi elevada em ambos os gru-
pos, sendo 22% para o clinico e 15% no subclinico, em
comparacao com 7,6% do grupo sem disfuncao. Nos recém
nascidos o baixo peso foi a complicacao mais comum dos
filhos de maes com hipotireoidismo clinico, sendo encon-
trado em aproximadamente 22%. As malformagoes congeé-
nitas e natimortos foram observados nas gestantes que nao
foram tratadas adequadamente. DAVIS et al.,®* acompanha-
ram 18 mulheres diagnosticadas com hipotireoidismo clini-
co, sete dessas mulheres apresentaram pré-eclampsia e
trés tiveram descolamento precoce de placenta e hemorra-
gia poés-parto. Foi observado baixo peso fetal (< 2000g) em
cinco e dois natimortos. Das 12 gestantes com hipotireoi-
dismo subclinico avaliadas, duas apresentaram pré-
eclampsia e hemorragia pés-parto.

O hipotireoidismo clinico e subclinico, se nao tratado, pode
estar relacionado com numero aumentado de abortos
espontaneos. Além disso, essas mulheres apresentam fre-
quentemente anti-TPO positivo (80% versus 9% das
mulheres com TSH normal) e alguns estudos tem confirma-
do o aumento da incidéncia de abortos durante o primeiro
trimestre de gestacao, WASSERSTRUM et al.*® e que a
reposicao de T4 poderia beneficiar um pequeno grupo des-
sas mulheres com historia de abortos recorrentes
(VAQUEIRO et al., *).

Varios estudos tém relatado que filhos de maes com hipo-
tireoidismo descompensado durante a gestacao podem
apresentar significante decréscimo do quociente de inteli-
géncia (QI). Aproximadamente 20% dessas criangas tém
niveis de QI igual ou menor que 85, mostrando, dessa
forma, a importancia da avaliacdo da funcao tireoidiana
antes ou durante o inicio da gravidez. SMALLRIDGE;
MORREALE; GLINOER

Materno Fetal
Hipertensédo Gestacional

- . Prematuri
Pré-eclampsia Ba(?xoatLt:)scchaa?oe nascimento
Descolamento prévio da placenta xo p
Natimorto

Anemia

L Sofrimento fetal
Hemorragia pés-parto

Quadro 1. Hipotireoidismo materno: efeitos na mae e feto

Efeitos no desenvolvimento do feto

Evidéncias clinicas (POP et al.,*') e experimentais (MOR-
REALE et al.,* ) evidenciaram a importancia da passagem
transplacentdria dos hormoénios tireoidianos no desenvolvi-
mento do feto, principalmente quando se trata de SNC.
Assim é que o T4 tem sido mensurado no liquido celémico
humano desde a quarta semana de gestacao,
CONTEMPRE?, sendo detectado no sangue do cordao
umbilical de recém-nascidos com agenesia ou disgenesia
tireoidiana. VULSMA et al.,*

Atualmente, existem publicacoes chamando atencao ao papel
da condicao hormonal tireoidiana materna no prognoéstico
neuropsicoldgico fetal apds o nascimento. HADDOW et al.,*®
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Hipotireoidismo subclinico

O hipotireoidismo é uma condicdo em que se encontram
elevacbdes séricas do hormonio estimulante da tiredide
(TSH) (> 5 pU/ml), na vigéncia de niveis séricos normais de
hormoénios tireoidianos. HUBER et al.””. O aumento dos
niveis de TSH estimula a glandula tire6idea a produzir
mais hormonios tireoidianos e, nestes casos, enquanto hou-
ver tecido tireoidiano responsivo, ocorrerd normalizacao da
producao hormonal tireoidiana, caracterizando assim o
hipotireoidismo subclinico. LARSEN et al.,*

Na grande maioria das vezes, o quadro clinico do hipoti-
reoidismo subclinico é pouco consistente e na gestante
apresenta como complicador do fato de sua sintomatologia,
na sua maioria, ser semelhante ao da gestacao normal, por-
tanto seu diagnéstico laboratorial e determinacao de sua
prevaléncia sao de fundamental relevancia, tendo em vista
a prevencao de complicacdes maternas para o concepto.
ANDRADE et al.,!

Diagnéstico Laboratorial

A determinacao sérica do TSH (invariavelmente elevado
no hipotireoidismo primaéario) é considerada o indicador
mais sensivel. As concentracoes de T4 livre podem estar
dentro dos limites da normalidade em pacientes com hipo-
tireoidismo subclinico, diminuindo de acordo com a gravi-
dade do quadro. Os niveis de T3 livre podem estar ainda
normais mesmo quando o T4 livre ja se encontra em niveis
baixos. Os niveis de T3 e T4 totais estao elevados durante
a gestacao devido ao aumento da concentracao de TBG,
nao sendo uteis para o diagnéstico.

A determinacdo de anticorpos anti-TPO é importante na
identificacao de tireoidite de Hashimoto como a etiologia do
hipotireoidismo, além de ser um marcador de risco das
pacientes que podem desenvolver a doenca durante a gravi-
dez ou disfuncao tireoidiana pés-parto. Foi relatada também
a associacao de anti-TPO a um risco aumentado de aborto
espontaneo em aproximadamente 17% de gestantes, quando
comparado com 8,4% em mulheres com anticorpos negati-
vos. FANTZ; SMALLRIDGE; LAZARUS; GLINOER®#24,

Tratamento

Mulheres portadoras de hipotireoidismo e que pretenden-
te engravidar precisam manter um diagnéstico e tratamen-
to prévio a gestacdo. E necessario manter o TSH e o T4
livre monitorados a partir do primeiro trimestre com revi-
sao a cada 6 a 8 semanas. E, se preciso, aumentar a dose
de reposicao de levotiroxina (1-T4). Esse aumento da dose
de reposicdo de 1-T4 tem sido relatado por varios autores.
Uma das causas que tenta explicar a etiologia do aumento
da necessidade de T4 é que no primeiro trimestre ocorre o
aumento da TBG, permanecendo assim até o final da ges-
tacao e durante a segunda metade da gestacdo hd aumen-
to do tamanho da placenta, com maior atividade da deio-
dase tipo III inativando os hormoénios tireoidianos e, tam-
bém, a expansao do volume plasmatico. Tem sido sugerido
que gestantes que fazem suplementacao com sulfato de
ferro que reduz a absorcao de T4 necessitam também de
aumento da dose de reposicao hormonal. BRENT;
DEGROOT; MANDEL?*"#,

O aumento da necessidade de 1-T4 esta relacionado com a
etiologia do hipotireoidismo. Pacientes atireéticas por abla-
¢ao cirturgica e/ou radioiodo necessitaram aumentar a dose
de reposicao durante a gestacdo em comparacao com
paciente com tireoidite de Hashimoto que necessitaram de
uma reposicao bem menor. BRENT; KAPLAN?*,

Em pacientes em que o diagndstico é realizado durante a
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gravidez o reajuste da dose é realizado 6 semanas apés o
inicio do tratamento com a dosagem de TSH verificada a
cada 6 a 8 semanas. Paciente submetidas a resseccao de
tirebide para tratamento de neoplasias e com reposicao de
dose suprafisiolégicas de hormoénios precisam de aumento
da dose ja no primeiro trimestre de gestacao. BRENT et al.%

CONSIDERACOES FINAIS

Considerando todos os fatos apresentados, conclui-se que
é de fundamental importancia o screening de mulheres
gravidas com hipotireoidismo clinico e subclinico; devido a
isto, fica clara a necessidade de inclusao no exame pré-
natal de solicitagoes periddicas de TSH e T4 livre.

A gravidez gera inimeros fenémenos fisiol6gicos no orga-
nismo materno, o que, adicionado de alguns fatores de pre-
disposicao, pode desencadear complicacoes extremamente
importantes para o desenvolvimento do feto.

E importante, também, a preocupacdo da gestantes com
seu estado de saude, pois o interesse dela aumenta as chan-
ces de descoberta de doencgas em seu estado subclinico.

REFERENCIAS

1. ANDRADE LJO, CRUZ T, DALTRO C, FRANCA CS, NASCIMENTO AOS.
Deteccdo do Hipotireoidismo Subclinico emGestantes Com Diferentes
Idades Gestacionais. Argq Bras Endocrinol Metab. vol 49 n°6 Dezembro 2005

2. BRENT GA. Maternal hypothyroidism: recognition and management. Thyroid 1999.

3. BURROW GN, FISHER DA, LARSEN PR. Maternal and fetal thyroid function.
N Engl J Med 1994; 331: 1072-8

4. CAO XY, JIANG XM, DOU ZH, RAKEMAN MA, ZHANG ML, O'DONNELL K, MA
T, AMETTE K, DELONG N, DELONG GR. Timing of vulnerability of the brain to
iodine deficiency in endemic cretinism. N Engl J Med 1994; 331: 1739-44.

5. CONTEMPRE B, JAUNIAUX E, CALVO R, JURKOVIC D, CAMPBELL S,
MORREALE DE ESCOBAR G. Detection of thyroid hormones in human
embryonic cavities during the first trimester of pregnancy. J Clin Endocrinol
Metab 1993;77:1719-22.

6. DAVIS LE, LEVENO KJ, CUNNINGHAM FG. Hypothyroidism complicating
pregnancy. Obstet Gynecol 1988; 72: 108-12.

7. DEGROOT LJ, LARSEN PR, HENNESMANN G. Thyroid dysfunction in the
pregnant patient. In: Glinoer D. Thyroid and its diseases. 6th ed. New York:
Churchill Livingstone; 1996.

8. FANTZ RC, DAGOGO-JACK S, LANDENSON HJ, GRONOWSKI MA. Thyroid
function during pregnancy. Clin Chem 1999; 45: 2250-8.

9. FUKUSHI M, HONMA K, FUJITA K. Maternal thyroid deficiency during preg-
nancy and subsequent neuropsychological development of the child [letter].
N Engl Med 1999.

10. GLIONOER D, DE NAYER P, BOURDOUS P, LEMONE M, ROBYN C, VAN
STEIRTEGHEM A, KINTHAERT J, LEJEUNE B. Regulation of maternal thy-
roid during pregnancy. J Clin Endocrinol Metab 1990;71: 276-87.

11. GLINOER D, DELANGE F, LABOUREUR I, DE NAYER PH. Maternal and
neonatal thyroid function at birth in na area of marginally low iodine intake.
J Clin Endocrinol Metab 1992; 75: 800-5.

12. GLINOER D, FERNANDEZ-SOTO ML, BOURDOUX P, LEJEUNE B,
DELANGE F, LEMONE M, KINTHAERT J, ROBJIN C, GRUN JP, DE NAYER
P. Pregnancy in patients with mild thyroid abnormalities: maternal and
neonatal repercussions. J Clin Endocrinol Metab 1991: 73: 421-7.

13. GLINOER D. Management of hypo-and hyperthyroidism during pregnancy.
Growth Horm IGF Res 2003; 13: S45-S54.

14. GLINOER D. Potential repercussions for the progeny of maternal hypothy-
roxinemia during pregnancy. Thyroid 2000; 10: 59-62.

15. GLINOER D. The regulation of thyroid function in pregnancy pathways of endocrine
adaptation from physiology to pathology. Endocrinol Rev 1997; 18: 404-3.

16. GLINOER D. The thyropid in pregnancy: a European perspective. Thyroid
Today 1995.

17. GLINOER D. What happens to the normal thyroid during pregnancy? Thyroid 1999.

147



18.

19.

HADDOW JE, PALOMAKI GE, ALLAN WC, WILLIAMS JR, KNIGHT GJ,
O’HEIR CE, Maternal thyroid deficiency during pregnancy and subsequent
neuropsychological development of the child. N Engl J Med 1999;341:549-55.
HUBER G, STAUB JJ, MEIER C, MITRACHE C, GUGLIELMETTI M, HUBER
P, Prospective study of the spontaneous course of subclinical hypothy-
roidism: prognostic value of TSH, thyroid reserve and thyroid antibodies. J

30.

neuropsychological development related to maternal hypothyroidism or to
maternal hypothyroxinemia? J Clin Endocrinol Metab 2000; 85: 3975-87
MORREALE DE ESCOBAR G, OBREGON MJ, RUIZ DE ONA C, CALVO R,
ESCOBAR DEL REY F. Outer ring iodothyronine deiodinases and thyroid
hormone economy, responses to iodine deficiency in the rat fetus and
neonate. Endocrinology 1991;129:2663-73.

Clin Endocrinol Metab 2002. 31. POP VJ, BROUWERS EP, VADER HL, VULSMA T, VAN BAAR AL, DE VIJLDER

20. KAPLAN MM. Monitoring thyroxine treatment during pregnancy. Thyroid 1992. JJ. Maternal hypothyroxinaemia during early pregnancy and subsequent child

21. KLEIN RZ, HADDOW JE, FAIX JD, BROWN RS, HERMOS RJ, PULKKINEN development: a 3-year follow-up study. Clin Endocrinol (Oxf)2003;59(3):282-8.
A, MITCHELI ML. Prevalence of thyroid deficiency in pregnant women. Clin 32. SMALLRIDGE RC. Hypothyroidism and pregnancy. Endocrinologist 2002;
Endocrinol 1991; 35: 41-6. 12: 454-63.

22. LARSEN PR, DAVIES TF, HAY ID. The thyroid gland. In: Wilson JD, Foster 33. STAGNARO-GREEN A, ROMAN SH, COBIN RH, EL-HARAZY E, ALVAREZ-
DW, Kronemberg HM, Larsen PR, editors. Williams textbook of endocrinol- MARFANY M, DAVIES TF. Detection of at risk pregnancy by means of high-
ogy, 9th ed. Philadelphia: WB Saunders, 1998. p.389-516. ly sensitive assays for thyroid autoantibodies. JAMA 1990; 264: 1422-5.

23. LAZARUS JH, PARKES AB, HALL R, ADAMS H, Premawardhana. influence 34. VAQUERO E, LAZZARIN N, DE CAROLIS C, VALENSISE H, MORETTI C,
of postpartum thyroiditis and antiTPO antibodies on symptomatology in the RAMANINI C. MILD thyroid abnormalities and recurrent spontaneous abortion:
postpartum period. J. Endocrinol. 1993; 137: 208-10. diagnostic and therapeutical approach. Am J Reprod Immunol 2000; 43: 204-8.

24. LEUNG AS, MILAR LK, KOONINGS PP, MONTORO MM, MESTMAN JH. 35. VULSMA T, GONS MH, DE VIJLDER JJ. Maternal-fetal transfer of thyroxine
Perinatal outcome in hypothyroid pregnancies. Obstet Gynecol 1993; 81: 349-53. in congenital hypothyroidism due to a total organification defect or thyroid

25.LEUNG AS, MILLAR LK, KOONINGS PP, MONTORO M, MESTMAN JH. agenesis. N Engl J Med 1989;321:13-6.

Perinatal outcome in hipothyroidism complicating pregnancy. Obstet 36. WASSERSTRUM N, ANANIA CA. Perinatal consequences of maternal
Gynecol 1988; 72: 108-2 hypothyroidism in early pregnancy and inadequate replacement. Clin

26. MANDEL SJ, BRENT GA, LARSEN PR. Levothyroxine therapy in patients Endocrinol (Oxf) 1995.
with thyroid disease. Ann Intern Med 1993; 119: 492-502.

27. MESTMAN JH, GOODWIN TM, MONTORO MM. Thyroid disorders of preg-
nancy. Endocrinol Metab Clin North Am 1995; 24: 41-71. ENDERECO PARA CORRESPONDENCIA:

28. MONTORO MN. Management of hypothyroidism during pregnancy. Clin Natdlia Barth
Obstet Gynecol 1997; 40: 65-80. Rua Emilio Hanschild

29. MORREALE DE ESCOBAR G, OBREGON MJ, ESCOBAR DEL REY F. Is CEP. 70525-180 Novo Hamburgo - RS

Titulo de Especialista em Analises Clinicas
A avaliac3 atica d
hecimento em anali lini
connecimenio em anallses Clinicas.
Valorize a sua profissao
e sua carreira Reakcagne:
Sociedade
L3 L3
Inscreva-se!!! e
s Analises
SBAC Clinicas
www.sbac.org.br
148 RBAC, vol. 42(2): 145-148, 2010



