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Uso de pincas opticas para avaliacao do potencial
zeta de hemacias em EDTA, CPD-SAGM e estocadas

Use of optical tweezers for evaluation of zeta potential of red blood cells in EDTA, CPD-SAGM
and stored in blood banks

D. C. N. Silva', H. P Fernandes®, C. N. Jovino®, M. M. Filho', A. E M. Filho', A. D. P. R. Oliveira’,
P. M. A. Farias’, B. S. Santos®, C. L. Cesar®, M. L. Barjas-Castro’ & A. Fontes'

/RESUMO - A hemécia é carregada negativamente, principalmente devido ao acido sidlico, o que gera um potencial elétrico denomi-
nado Potencial Zeta (C), que impede a aglutinacao intravascular. Os testes de hemaglutinacao na rotina transfusional, necessitam de
substancias potencializadoras, das quais muitas agem diminuindo o  para se ter maior sensibilidade. Através da Pinca Optica, ferra-
menta capaz de capturar células utilizando a luz, foi proposta uma metodologia para quantificar o T e aplicar em hemacias coletadas
com EDTA e estocadas em CPD-SAGM (visando avaliar alteracoes de cargas da membrana relacionadas a lesées de armazenamen-
to). Os € em CPD-SAGM foram superiores (-14,8 mV) aos em EDTA (-7,9 mV) e decrescentes a partir do primeiro dia de armazena-
mento, estabilizando-se a partir da terceira semana com C = -7,6 mV. Hemacias com CPD-SAGM apresentaram C maior, pois possivel-
mente este conservante evitou lesdes mais significativas da membrana que poderiam alterar as cargas. A reducao do T no armazena-
mento pode ser conseqiiéncia de enzimas liberadas de leucécitos lisados que tenham alterado as glicoforinas da membrana. A
metodologia permitiu avaliar o T em diferentes condi¢des e podera contribuir na padronizacao de técnicas de hemaglutinacao com
diferentes meios potencializadores e no melhor conhecimento das lesoes de estocagem para fins transfusionais.

\PALAVRAS-CHAVE - Potencial Zeta, Imunohematologia, EDTA, CPD-SAGM, Estocagem. /

/SUMMARY - Erythrocytes are negatively charged, mainly due to sialic acids, which generate an electrical potential called Zeta
Potential (§), preventing intravascular agglutination. Hemagglutination tests applied in transfusional routine use reactions potentia-
tors. Many of them act by decreasing the { to obtain a higher reaction sensitivity. Using Optical Tweezers, a tool that captures cells
using light, we proposed a methodology to quantify the . We measured the C of red blood cells (RBCs) collected with EDTA and stored
in CPD-SAGM to evaluate changes in the membrane charges related to storage injuries. The § for CPD-SAGM was higher (-14.8 mV)
than for EDTA (-7.9 mV) and decreased from the first day of storage, remaining stable from the third week with { = -7.6 mV. The RBCs
¢ with CPD-SAGM presented higher values, possibly because of the preservative medium, which prevents significative lesions of the
cell membrane that could modify the charges. The "reduction for stored cells can be caused by enzymes released from lysed leuko-
cytes that can change membrane glycophorins. The methodology here proposed allowed the evaluation of  under different condi-
tions, which can contribute to the standardization of hemagglutination techniques with different reactions potenciators and a better

knowledge of the lesions of RBCs stored for transfusion.

KEYWORDS - Zeta Potential, Inmunohematology, EDTA, CPD-SAGM, Storage. /

INTRODUCAO

incorporacao de lasers na microscopia 6ptica tem cola-

borado consideravelmente para as mais modernas
pesquisas nas areas biomédicas com propositos de mani-
pulacdo, medidas, diagnésticos e microandlises. Entre as
modernas técnicas, destaca-se a pin¢a 6ptica, uma ferra-
menta de alta sensibilidade que utiliza um laser no infra-
vermelho fortemente focalizado por uma objetiva de um
microscépio que possibilita o aprisionamento e a movimen-
tacao de particulas da ordem de micrémetros [2]. As forcas,
da ordem de femto a picoNewtons, exercidas pela pinca
optica sobre as particulas, permitem especialmente a cap-
tura e a medida de propriedades de células e pequenas
organelas, que podem ser manipuladas individualmente
sem qualquer dano térmico. Entre as varias aplicacoes da
pinca optica, temos: a manipulacdo de material genético
em diferentes tipos celulares [16], a mensuracao do com-
primento de moléculas de DNA [19], a detec¢ao de concen-
tracoes femtomolares e atomolares de antigenos [14],
modificacao estrutural de estruturas microtubulares [8], a
medicao de deslocamentos celulares e mecanismos de ade-
sdo leucocitéria [21], e a andlise da motilidade de esperma-
tozbides [15] e tripanossomatideos [18].
Para o estudo da biologia eritrocitaria, a pinca 6ptica per-

mite a manipulacao e a medida de propriedades mecanicas
(adesao, viscosidade da membrana e elasticidade) de
hemadcias normais e alteradas por algum fator externo, por
exemplo: estocagem, irradiacao, acao de um medicamento
ou até mesmo por uma doenca hematolégica [3, 4, 13].
Além disso, a pinga 6ptica também permite a mensuracgao
das cargas elétricas da membrana eritrocitaria [10].

A superficie eritrocitaria possui algumas glicoproteinas
conjugadas ao &cido sidlico, principal responsavel pela
carga negativa da membrana da hemacia, que em solucao
criam um potencial elétrico repulsivo denominado
Potencial Zeta (€) [9, 17]. E esse potencial repulsivo que
impede a agregacao dos eritrécitos na corrente sangtiinea.
Essa carga elétrica negativa influencia a distribuicdao dos
ions da solucéo ao redor da célula formando duas camadas,
a primeira compacta com ions rigidamente ligados a hema-
cia e uma segunda camada de fons distribuidos difusamen-
te. Quanto maior a camada i6nica em torno da célula,
maior em moédulo serd o valor do ¢, dificultando a agrega-
cao intercelular. Todavia, hd procedimentos laboratoriais,
que visam diminuir o T e permitir a aglutinacao celular,
como as reag¢oes de hemaglutinacdao, amplamente utiliza-
das em imunohematologia [1]. Essas reacoes sao baseadas
na ligacdo de anticorpos com antigenos da membrana eri-
trocitaria, onde a formacao e deteccao de agregados celu-

Recebido em 20/04/2010
Aprovado em 31/07/2010
Este trabalho foi agraciado com o Prémio SBAC de 2010
"Departamento de Biofisica e Radiobiologia, Universidade Federal de Pernambuco
?Hematology and Transfusion Center, Universidade Estadual de Campinas
*Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal de Pernambuco
‘Instituto de Fisica, Universidade Estadual de Campinas

RBAGC, vol. 42(4): 237-240, 2010

237



lares correspondem a resultados positivos. Uma maior sen-
sibilidade destes testes ocorre com a diminuicao do T, por
favorecer a aproximacao das hemadcias e conseqlientemen-
te a formacao de pontes entre antigenos e anticorpos que é
visualizada macroscopicamente como agregados. Esse
principio é explorado por substancias denominadas poten-
cializadoras, normalmente utilizadas para aumentar a sen-
sibilidade das reacoes de hemaglutinacao [11].

Neste trabalho, foi proposta uma metodologia utilizando a
técnica de pingas Opticas para a quantificacdo do C e a sua
aplicacao para medidas de hemacias coletadas em EDTA (Ks
- anticoagulante normalmente utilizado para pesquisa de
antigenos eritrocitarios pelas reacées de hemaglutinagao) e
para células de concentrado de hemadcias preservadas em
CPD-SAGM e estocadas por periodos crescentes, visando
avaliar alteracoes de cargas da membrana relacionadas a
diferentes condigoes de coleta e as lesdes de armazenamento.
Noés acreditamos que uma melhor compreensao das cargas de
membrana da hemdcia pode levar a um aprimoramento da
sensibilidade e especificidade das reagoes de hemaglutinacao
e guiar o desenvolvimento de novas substancias potencializa-
doras para serem usadas em Hemocentros.

MATERIAL E METODOS

PINCA OPTICA: O sistema de pincas épticas utilizado
consiste de um feixe de laser no infravermelho préximo (A=
1064 nm - IPG Photonics, EUA), passando por um conjun-
to de lentes e focalizado no material de analise através de
uma objetiva de 100x. Esta é acoplada a um microscépio
(Axiolab, Carl Zeiss, Alemanha) equipado com platina
motorizada (Prior Scientific, Inglaterra) e sistema de captu-
ra de imagem em tempo real constituido de uma camera de
video (SDC-415ND, Samsung, Japao) e uma placa de
video (Pinnacle Systems, EUA) acoplada a um computador.
A Figura 1 ilustra o sistema de pingas 6pticas.

CAMARA PARA MEDIDA DO POTENCIAL ZETA: Para a
mensuracao do C desenvolveu-se uma camara que permite a
realizacdo das medidas nas mesmas condicoes eletroliticas
das reacgoes de aglutinacao utilizadas na pratica imunohe-
matologica. Esta camara feita em acrilico apresenta dois
reservatorios laterais que se comunicam através de um canal
de 25 mm de comprimento (L), 2 mm de largura (W) e 75 pm
de profundidade (9). Nos reservatérios foram instalados ele-
trodos de platina (99,95%, Heraeus, Sao Paulo), material nao
reativo em processos eletroliticos, a uma distancia média de
40 mm entre si. Para geracao de um campo elétrico foi utili-
zada uma fonte de alta voltagem ligada aos eletrodos. A
Figura 2 mostra um esquema da camara de medidas.

PREPARACAO DAS AMOSTRAS: Trinta e uma células em
CPD-SAGM (Citrato, Fosfato, Dextrose, Solucao Salina,
Adenina, Glicose e Manitol) obtidas do tubo conector da
bolsa do concentrado de hemdcias e quarenta e nove de
tubos de coleta a vacuo com EDTA (Ks), foram analisadas no
primeiro dia de estocagem. Realizou-se medidas temporais a
cada 5 dias até o 25° dia de armazenamento dos eritrécitos
das bolsas do concentrado de hemaécias com solucao de CPD-
SAGM, sendo analisadas 10 células a cada experimento.
Todas as amostras foram obtidas de doadores de sangue da
Fundacao de Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco
(HEMOPE), pertencentes ao grupo O Rh (D) positivo. As
amostras foram diluidas em soro do grupo AB Rh (D) positi-
vo (0.5:500 pL). Este trabalho foi aprovado pelo comité de
ética em pesquisa desta instituicao (Parecer N°. 003/2009).
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MEDIDAS DO ZETA: Apés a diluicao, a solugao com as
hemadcias é adicionada na camara em volume suficiente
para preencher o canal que comunica os dois reservatérios
que contém os eletrodos. Utilizando as pincas épticas cap-
tura-se uma hemadcia e para a mesma célula aplicam-se
diferentes voltagens (30, 40, 50, 60, 70 e 80 V) no sistema.
Como a hemadcia é carregada e a solucao ao seu redor é
eletrolitica, ela ird se mover em velocidade constante de
acordo com a voltagem aplicada, como ilustrado na Figura
3. Assim, para cada voltagem mede-se a velocidade termi-
nal da hemécia e se recaptura a mesma célula para ser
aplicada a préxima voltagem. Métodos baseados em medi-
das individuais sao mais sensiveis a pequenas diferencas
existentes que métodos baseados somente em médias.
Todas as medidas foram gravadas em tempo real e as ima-
gens foram analisadas qualitativamente com auxilio dos
softwares Image Pro-Plus (Media Cybernetics, Silver
Spring, MD) e VirtualDub (by Avery Lee). Ap6s as medidas
e as analises, o T foi determinado experimentalmente atra-
vés da equacao de Smoluchowski [20]:
v=(eT/m)E,

onde V é a velocidade terminal medida, E é o campo elétrico
dado pela voltagem dividida pela distancia entre os eletro-
dos, ¢ € a constante dielétrica do soro sanguineo [7] en é a
viscosidade do soro sanguineo medida, utilizando um visco-
simetro de Ostwald. Assim, através de uma curva de veloci-
dade em funcao do campo elétrico podemos determinar o C.

RESULTADOS

Para a analise dos eritrocitos do 1° dia, obtidos de bolsas de
concentrado de hemaécia com solucdo de CPD-SAGM e em
tubos em EDTA (Ks), observamos uma diminuicdo do T na
presenca do EDTA, ilustrado nos histogramas da Figura 4. Os
valores médios, maximos e minimos obtidos para o T com
EDTA e CPD-SAGM estdao na Tabela 1. A média do C das
hemacias em CPD-SAGM foi (= -14,5 mV e em tubos com
EDTA foi C= -7,9 mV. As células estocadas apresentaram
valores decrescentes do € durante as duas primeiras sema-
nas, estabilizando-se a partir da terceira semana, assim como
mostra a Figura 5. As hemadcias estocadas apresentaram os
seguintes valores: 5° dia: ¢=-13,5mV, 10° dia: ¢=-9,0mV, 15°
dia: ¢= - 7,5mV, 20° dia: ¢=-7,5 mV e 25° dia: = -7,8 mV.

Laser

> camera
Ocular

Telescopio

Objetiva {--'-"'__'_ |_|

Figura 1: Esquema de montagem da pinca 6ptica.

RBAC, vol. 42(4): 237-240, 2010



Eletrodos

Reservatorios

Figura 2: Esquema da camara de medidas.
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Figura 3: Migracao de hemacia submetida a voltagens.

2 2 CIEDTA
=3 CPD-SAGM

Medidas
Medidas

-20 -30 B
Cimvy Cmvy
(a) (b}

Figura 4: Histogramas da distribuicao do potencial Zeta:
(a) EDTA e (b) CPD-SAGM.
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Figura 5: Evolucao temporal do " durante o armazenamento
em CPD-SAGM.
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TABELA |
Valores do C obtidos em EDTA e CPD-SAGM.

N total Média Minimo Maximo

(CYymV (CYmV (CYmV
EDTA 31 -7.9 -31 -14.0
CPD/SAGM 49 -14.8 -7.8 -31.1

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Devido a sua propriedade nao conservante, o EDTA (Ka)
nao previne danos oxidativos, podendo assim favorecer a
reducao das cargas elétricas, com conseguinte diminuigao
do C. O préprio EDTA tem sido citado por sua possivel acao
sobre as propriedades da membrana eritrocitaria alteran-
do, por exemplo, a permeabilidade e elasticidade celular
através de danos a proteinas membranares [12], logo tal
processo também pode ser sugerido como o possivel meca-
nismo responsavel pela diminuicao das cargas. Ja para as
hemadcias estocadas, provavelmente, a degeneracao de
leucécitos presentes no concentrado tenha possibilitado a
diminuicao das cargas negativas da membrana eritrocité-
ria, devido a liberacdo de enzimas hidroliticas durante o
armazenamento que alteram as glicoproteinas da membra-
na. A leucorredugao ou deleucotizacao por filtros remove
mais de 99,9% de leucécitos do componente original [1, 5].
Desta forma entre outras vantagens, tais como a reducgao
da sensibilizacdo contra antigenos leucocitarios, a deleuco-
tizacdo pode também prevenir os danos da membrana eri-
trocitdria por enzimas leucocitdrias.

Foi estabelecida uma metodologia para avaliar o T de
hemaécias em diferentes condicbes, a qual podera contri-
buir na padronizacao de técnicas de hemaglutinacao utili-
zando diferentes meios potencializadores e proporcionar
melhor conhecimento sobre as lesdes de membrana em
hemaécias durante o periodo de armazenamento com diver-
sos meios conservantes.

Acredita-se que a metodologia proposta para medir o poten-
cial Zeta, usando pingas Opticas, pode ser extendida para
outros tipos de células, onde o T seja um parametro importan-
te. As células nos organismos multicelulares sdao carregadas e
cercadas de solugoes eletroliticas. O potencial Zeta pode, por
exemplo, ser utilizado para diferenciar células de baixo poten-
cial metastatico de células de alto potencial metastético [6].
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Analise da atividade antimicrobiana de extratos
isolados de plantas nativas da flora brasileira
frente a Mycoplasma arginini, M. hominis e
Ureaplasma urealyticum

Evaluation of the antibacterial activity of extracts isolated from native plants of the Brazilian
flora against Mycoplasma arginini, M. hominis and Ureaplasma urealyticum

Samuel Mendes de Cordova’, Camila Simées Benfatti', Michele Debiasi Alberton Magina®,
Alessandro Guedes® & Caio Mauricio Mendes de Cordova®

/RESUMO - Em vérios grupos de microrganismos é crescente o nimero de cepas resistentes aos antibiéticos utilizados no tratamento.
Da mesma forma, o interesse nas espécies de molicutes vem aumentando constantemente, principalmente pelo fato de serem micror-
ganismos peculiares responsaveis pelo desenvolvimento de varias doengas, e também pelos relatos constantes de aumento de
resisténcia. Na busca de novos medicamentos, sabe-se que existem muitas plantas com excelentes potenciais medicinais, e que vém
sendo utilizadas pela medicina popular. Estas propriedades terapéuticas necessitam de trabalhos cientificos que comprovem suas
atividades. Desta forma, neste trabalho procurou-se analisar frente as espécies de molicutes Mycoplasma arginini, M. hominis e
Ureaplasma urealyticum, a atividade antibacteriana in vitro de sete plantas nativas da Flora Brasileira que apresentaram propriedade
contra outros tipos de microrganismos. Extratos brutos de Hedyosmum brasiliense, Piper caldense, Piper lindbergii, Piper cernuum,
Piper mollicomum, Serjania erecta e Rubus rosaefolius foram testados através do método de microdiluicao em caldo para determinacao
da Concentracao Minima Inibitéria (MIC). Todas as plantas apresentaram atividade inibindo o crescimento bacteriano, com MICs var-
iando de 5,0 mg/dL a 0,625 mg/dL, sendo que a planta Serjania erecta do Parand foi a que apresentou os melhores resultados.

\PALAVRAS-CHAVE - Molicutes, mycoplasma, atividade antibacteriana, produtos naturais, plantas. -

active plant.

KEYWORDS - Mollicutes, mycoplasma, antibacterial activity, natural products, plants. J

/SUMMARY - Among several groups of microorganisms, the percentage of strains showing resistance to every antibiotic used in treatx
ment continues to increase. In the same way, the interest over mollicute species is uprising, as they are exotic microorganisms respon-
sible for a series of diseases, with increasing reports of antibiotic resistance. In the search for new drugs, it is known that we dispose
of many plants with excellent therapeutic potential, in use by folk medicine. These plants often still lack of scientific work to prove
their therapeutic properties. With this in mind, we have aimed to evaluate, against the mollicute species Mycoplasma arginini, M.
hominis and Ureaplasma urealyticum, the in vitro antibacterial activity of seven species of native plants species from the Brazilian
flora which have shown the same properties with some bacteria,. Whole plant ethanol extracts of Hedyosmum brasiliense, Piper
caldense, Piper lindbergii, Piper cernuum, Piper mollicomum, Serjania erecta and Rubus rosaefolius were evaluated through the broth
microtitration method to determine the Minimal Inhibitory Concentration (MIC). All plant extracts presented antimicrobial activity
inhibiting bacterial growth with MICs varying from 5.0 mg/dL to 0.625 mg/dL, being Serjania erecta from the Parand state the most

INTRODUCAO

Anecessidade da busca por novos tratamentos para
infecgdes bacterianas é o grande desafio da medicina
atual pelo aumento da resisténcia aos antimicrobianos, que
a cada dia vem sendo mais evidente. Os molicutes sao os
menores microrganismos capazes de auto-replicacao, e
uma de suas principais caracteristicas é a auséncia de
parede celular (4). O interesse nas espécies de molicutes
vem aumentando constantemente, principalmente pelo
fato de serem responsaveis pelo desenvolvimento de varias
doencas importantes, como no caso de Mycoplasma homi-
nis e Ureaplasma urealyticum que possuem envolvimento
na patogénese infecgdes do trato urogenital, podendo levar
a infertilidade. M. arginini é uma espécie que infecta ovi-
nos, sendo responsavel por grave doenca respiratéria nes-
tes animais (1). Também existem relatos de infeccao fatal
por M. arginini no homem, podendo se constituir numa
zoonose importante (16). Além disso, os relatos de aumen-
to da resisténcia dos molicutes aos antibiéticos utilizados
no tratamento sao significantes (13). Assim, a busca por
novas substancias que possam gerar medicamentos capa-

zes de combater as infec¢oes por estes e outros microrga-
nismos se faz mister. Devido a enorme biodiversidade bra-
sileira, o estudo das propriedades medicinais das plantas
de nossas florestas constitui-se grande oportunidade na
drea da microbiologia e dos produtos naturais.

Em um levantamento bibliogréfico etnobotdnico sobre
plantas utilizadas pela populacao brasileira no tratamento
de sinais e sintomas relacionados as infecgdes fungicas,
foram citadas 490 espécies. A familia Piperaceae foi uma
das mais testadas para a atividade antifingica em um pro-
grama de triagem de plantas latino-americanas (8). Nesta
triagem foi observado que o maior nimero de resultados
positivos concentra-se na familia Piperaceae. Estudos reali-
zados recentemente mostram que algumas espécies de
Piper podem trazer muitos beneficios, como propriedades
analgésicas e energéticas; promover vasodilatacao, ter acao
antioxidante, antifiingica, anticancer e antiinflamatoéria (2).
A planta Serjania erecta (nome popular Cinco Folhas), per-
tencente a familia Sapindaceae e a Ordem Sapindales, é
uma planta do cerrado de uso popular principalmente nos
estados do Mato Grosso, Tocantins, Goias e Distrito
Federal utilizada para como diuréticas, estimulante fisico e
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mental, cicatrizantes de tlceras, anti-inflamatéria, entre
outros (6). A biodiversidade de espécies vegetais do cerra-
do é enorme e o potencial de pesquisa cientifica é igual-
mente vasto. Muitos estudos tém demonstrado que a ava-
liacao da bioatividade de plantas medicinais de cerrado
fornece subsidios para utiliza-las como fadrmacos pelo
homem (5). Assim por sua popularizacao e uso torna-se
extremamente importante a andlise e identificacao de seus
principais compostos para a verificacao de presenca de
substancias que justifiquem sua atividade e uso popular.
Rubus rosaefolius Smith, conhecida popularmente como
amora, amora silvestre, amora brava, amora de Sao Francisco,
amora do campo, amora do mato e amora branca, vem sendo
popularmente usada como hipoglicemiante, antihiperlidémi-
co, regulador dos niveis hormonais e como antimicrobiano (9).
Estudos demonstram a atividade antimicrobiana da planta
Hedyosmum brasiliense contra espécies de microrganismos
muito conhecidos, a exemplo de algumas dos géneros
Pseudomonas, Escherichia, Staphylococcus, dentre outras (10).
Possui ainda atividade antifiungica superior ao Fluconazol em
testes in vitro contra espécies do género Candida (2).
Entretanto, ainda nao foi relatada a eventual atividade
antimicrobiana destas plantas nativas da flora brasileira
contra espécies de molicutes, microrganismos peculiares
responsaveis por uma série de doencas no homem, nas
plantas e nos animais.

MATERIAL E METODOS

CEPAS BACTERIANAS. Os microorganismos utilizados
foram cepas de referéncia de Mycoplasma hominis (ATCC
23114) e Ureaplasma urealyticum (ATCC 27618), e
Mycoplasma arginini (PG18). O ureaplasma foi cultivado
em meio de cultura U10 (14), e os micoplasmas em meio
liquido de Arginina - MLA (15), e incubados 37° C = 1° C
por 48 horas em microaerofilia.

PLANTAS. Foram utilizados extratos brutos das partes
aéreas das plantas da Mata Atlantica Hedyosmum brasilien-
se, Piper caldense, Piper lindbergii, Piper cernuum, Piper
mollicomum, Rubus rosifolius, além de Serjania erecta do
Cerrado. Também foi utilizada uma variedade de Serjania
erecta cultivada no estado do Parana. O material vegetal foi
submetido a secagem a 40°C em estufa com circulacao de ar.
Ap6s a secagem, o material foi moido em moinho de facas.

EXTRATOS VEGETAIS. Os extratos foram preparados a
partir de folhas secas trituradas deixadas em maceracao
em uma solucao hidroalcodlica 70%. Esse processo ocorreu
durante 7 (sete) dias em um recipiente de vidro, fechado e
protegido da luz. Em seguida, os extratos foram concentra-
dos em um evaporador rotatério sobre pressao reduzida,
com uma temperatura controlada de 45°C, e posteriormen-
te secos com o auxilio de um jato de ar aquecido e de um
dessecador (7). Os extratos foram entdao dissolvidos em
dimetil-sulf6xido (DMSO) e testados através do método de
microdiluicao em concentracoes variando de 5 mg/mL a
0,0391 mg/mL, frente as cepas de molicutes. Depois de
solubilizados, os extratos foram filtrados com filtros Millex
(Millipore) de 0,22 um para esterilizacao, tendo em vista a
grande facilidade de contaminacao do meio devido a sua
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riqueza em nutrientes. Inicialmente, foi testada a atividade
antimicrobiana dos extratos de plantas (100 mg) dissolvi-
dos em 10 mL de DMSO, solvente normalmente inerte no
crescimento de bactérias, como E. coli, Staphylococcus sp,
Streptococcus sp e Klebsiela sp.(5).

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA. Os testes de
Concentracdo Inibitéria Minima (MIC) foram realizados
por um método padronizado de microdiluicdo em caldo,
em placas de 96 cavidades (3). Primeiramente, foi realiza-
da uma diluicao seriada dos extratos de planta, onde a 100
pL de meio de cultura MLA ou U10 foram adicionados 100
pL de extrato; desta solugcao, 100 pL foram retirados e
homogeneizados com 100 pL. de meio na cavidade seguin-
te, e assim sucessivamente, obtendo-se uma gama de con-
centracao de extrato de planta (inicialmente a 10 mg/mL)
diluida em razao 2 (5 mg/mL na segunda cavidade; 2,5
mg/mL na terceira cavidade, e assim sucessivamente). A
esta gama de concentracoes de extratos de plantas, foram
adicionados 100 pL. de um inéculo de cultura de molicutes
em fase log de crescimento, contendo 10° microrganis-
mos/mL. Como controle, foi feita uma diluicao seriada do
proprio solvente (DMSO), sem extrato de planta, e uma
diluicao seriada da cultura do microrganismo, sem a adicao
de solvente ou de extrato de planta. Por fim, adicionou-se
em todas as cavidades 2 a 3 gotas de vaselina liquida para
isolar cada cavidade do meio externo, e criar um ambiente
de microaerofilia. As placas foram incubadas a 37° C + 1°
C por 48 horas, e o crescimento foi observado a partir da
mudanca de cor do meio de cultura, devido a presenca do
indicador vermelho de fenol. Os microrganismos degra-
dam uréia (ureaplasmas) ou arginina (M. hominis e M.
arginini) produzindo amonia e alcalinizam o pH do meio,
fazendo com que haja uma mudanca de cor do amarelo
para o vermelho, indicando o crescimento bacteriano. Nao
hé turvacdo do meio de cultura, em razao de seu diminuto
tamanho celular. Todos os procedimentos foram realizados
de maneira estéril em capela de fluxo laminar.

RESULTADOS

Nos primeiros testes para avaliar a atividade antimicrobia-
na dos extratos brutos de plantas solubilizados em DMSO,
frente a M. arginini, foi possivel observar uma grande ativi-
dade de Piper caldense e Piper mollicomum na inibicao do
crescimento bacteriano. Entretanto, observando o controle
do solvente, pudemos verificar que o DMSO por si s6, dilui-
do até 1:8, era capaz de inibir o crescimento do micoplasma.
Desta forma, foi necessario solubilizar os extratos das plan-
tas em DMSO a 10% em agua, para evitar o efeito do sol-
vente sobre a inibicao do crescimento bacteriano. Assim,
foi possivel avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos
das plantas contra as espécies de molicutes, conforme se
pode observar na figura 1, através do teste de microdilui-
cao em caldo. Foram utilizados os extratos brutos das plan-
tas Piper caldense, Piper lindbergii, Piper cernuum, Piper
mollicomum, Hedyosmum brasiliense, Serjania erecta
(Parana), Serjania erecta (Cerrado), Rubus rosifolius, em
diluicoes seriadas de 5,0 a 0,0391 mg/mL.

Desta forma, foi possivel determinar a Concentragao
Inibitéria Minima (MIC) dos diferentes extratos brutos de
plantas, de acordo com a tabela 1.
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Figura 1. Método de microdiluicao em caldo para avaliacao da
atividade antimicrobiana dos extratos brutos das plantas Piper
caldense (E), Piper lindbergii (F), Piper cernuum (G), Piper molli-
comum (H), Hedyosmum brasiliense (l), Serjania erecta (Parana)
(J), Serjania erecta (Cerrado) (K), Rubus rosifolius (L) contra U.
urealyticum. Coluna A (1-8): controle do meio (somente meio de
cultura sem adicao de in6culo), Coluna B: controle do in6culo
(diluicao seriada do inoculo de razao 2); Coluna C: controle do
solvente, diluicdo seriada de razao 2 do DMSO 10%; Coluna D:
controle do diluente, diluicdo seriada de razdo 2 de H20.

TABELA |
Atividade antimicrobiana representada pela
Concentracao Inibitéria Minima (MIC) dos extratos
das plantas contra as espécies de molicutes.

Planta MIC do Extrato Bruto (mg/mL)
M. arginini M. hominis U. urealyticum
Piper caldense 25 5,0 5,0
Piper lindbergii 2,5 >5,0 5,0
Piper cernuum 2,5 >5,0 5,0
Piper mollicomum 25 5,0 1,25
Hedyosmum brasiliensis 1,25 5,0 1,25
Serjania erecta (Parana) 0,625 25 0,625
Serjania erecta (Cerrado) 1,25 5,0 1,25
Rubus rosifolius 1,25 5,0 1,25

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Pelo o processo de solubilizacdo dos extratos brutos, apds
a adicao de 9 mL de &gua ao extrato solubilizado em 1 mL
de DMSO, naturalmente acabamos testando somente
substancias presentes no extrato que se mantiveram solu-
veis em DMSO 10% em &agua. Assim, na realidade, nao
partimos exatamente de extratos na concentracao de 10
mg/mL nos testes de atividade antimicrobiana, mas sim em
concentracao muito menor, devido a perda de material pre-
cipitado, no momento de esterilizacao. Esta observacao é
bastante importante, pois indica que a atividade antimicro-
biana do extrato de Serjania erecta, 0,625 mg/mL contra U.
urealyticum e M. arginini certamente é ainda mais poten-
te, considerada a perda de extrato durante o processo de
solubilizacao e filtracao.

Com os dados obtidos, pudemos observar que o DMSO
exerce um efeito téxico sobre o crescimento de M. arginini,
ao contrdrio do observado com espécies de bactérias tipi-
cas, como Pseudomonas sp, E. coli, e Staphilococcus sp (5).
Este fato provavelmente é devido a caracteristica peculiar
dos molicutes, os menores microrganismos capazes de auto-
replicacao, desprovidos de parede celular, assemelhando
neste sentido as células dos microrganismos eucariotos.
Pode-se verificar facilmente que todos os extratos das
plantas Hedyosmum brasiliense, Piper caldense, Piper
lindbergii, Piper cernuum, Piper mollicomum, Serjania
erecta e Rubus rosifolius possuem atividade antimicrobia-
na com ao menos um titulo de dilui¢do superior ao solven-
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te utilizado. As dificuldades no cultivo destes microrganis-
mos explicam em parte a escassez de publicacoes relacio-
nadas a avaliacdao da atividade antimicrobiana de produtos
naturais contra espécies de molicutes.

Nota-se que os extratos das plantas utilizadas neste estudo
apresentam menor atividade sobre M. hominis em compa-
racdo com as outras espécies de molicutes analisadas, com
um MIC méximo de 2,5 mg/dL para a Serjania erecta do
Parana. Ainda nao esta clara a razao desta diferenca, mas
pode-se especular que talvez seja devida ao mecanismo de
acao dos antimicrobianos presentes nestes extratos. M.
hominis é uma espécie de molicute naturalmente resisten-
te a eritromicina, por mecanismo ja conhecido (12). Deve
ser investigado se estes produtos naturais presentes nos
extratos destas plantas eventualmente apresentam um
mecanismo de acao semelhante.

A familia Piperaceae tem mostrado uma grande diversida-
de de metabdlitos secunddrios com marcantes atividades
bioldgicas, incluindo alcaléides, amidas, flavonéides, acido
benzdico e seus derivados, terpenos e ciclopentanodionas.
Resultados anteriores (11) relatam a presenca de heterosi-
deos antraquinoénicos (tanto C-heterosideo como O-hetero-
sideo), antraquinonas livres, saponinas, taninos, flavonoi-
des, heterosideos cianogénicos, cumarinas, alcaléides, a¢u-
cares redutores e nao redutores e heterosideos cardioativos
(ntcleo esteroidal lactona desoxiactcares), tanto nas par-
tes aéreas e subterraneas de Rubus rosaefolius.

E importante ressaltar que os testes foram realizados com
os extratos hidro-alcodlicos brutos, e a realizacao de testes
com as sub-fracoes destes extratos, e principalmente com
componentes purificados, certamente devem apresentar
resultados ainda melhores. A adequacao da solubilizacao
dos extratos, bem como a utilizacao de fra¢oes purificadas
dos mesmos, promete ser uma abordagem inovadora e pro-
missora na busca de novos compostos antimicrobianos
para o tratamento das infeccoes causadas pelos molicutes.
No momento, estamos conduzindo estudos visando a iden-
tificacao e purificacao dos componentes destes extratos de
plantas, de modo a identificar novos compostos com poten-
cial antimicrobiano. Estes sao os primeiros relatos de ativi-
dade antimicrobiana de extratos destas plantas nativas da
Mata Atlantica e do Cerrado contra espécies de microrga-
nismos da classe Mollicutes.
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Frequéncia de grupos sanguineos dos sistemas ABO e

Rh na populacao de Belo Horizonte-MG*

Frequence of ABO and Rh blood groups in the population of Belo Horizonte-MG

Eduardo Antonio Ferraz Coelho'? ,Rejane Silva Diniz', Jenner Karlisson Pimenta dos Reis’ &
Karina Braga Gomes'

/RESUMO - A frequéncia de grupos sanguineos dos sistemas ABO e Rh sdo variaveis entre as diversas populacoes do mundo. No perio}
do de 1999 a 2007, no Setor de Patologia Clinica do Colégio Técnico da UFMG, foi realizada a tipagem sangtiinea nos sistemas ABO
e Rh em uma amostra populacional representada por 4.800 pessoas, por meio da coleta de amostras de sangue por puncao digital e/ou
coleta venosa, de individuos residentes em Belo Horizonte e sua regiao metropolitana. Os resultados revelaram uma frequéncia média
de 38% para o grupo sangiiineo do tipo A; 12% para o grupo B; 4% para o grupo AB e 46% para o grupo 0. Na determinacao do Fator
Rh, a frequéncia encontrada foi de 93% para o grupo Rh* e 7% para Rh'. Dessa forma, por meio de uma amostragem significativa pop-
ulacional, observou-se que o tipo sangtiiineo 0/Rh* é o mais encontrado em Belo Horizonte e regiao metropolitana.

PALAVRAS-CHAVE - Grupos sangtiineos, classificacao sangtinea, estudo epidemiolégico. J

SUMMARY - The frequency of the blood groups of the ABO and Rh systems varies among the populations in the world. In the pen’od\
from 1999 to 2007, in the Sector of Clinical Pathology of Coltec of UFMG, was realized the blood group classification of the ABO and
Rh groups in about 4.800 people through the blood collection of coming individuals from Belo Horizonte and metropolitan area. This
study revealed a medium frequency of 38% for blood group A; 12% for group B; 4% for group AB and 46% for group 0. In relation to
the determination of the factor Rh, it was found frequency of 93% to Rh* and 7% for Rh". In this way, was observed that the 0 and Rh*
blood groups were the most predominant in the population represented by Belo Horizonte and metropolitan area.

\KEYWORDS - Blood groups, blood classification, epidemiological study. J

INTRODUCAO

s grupos sanguineos existentes na espécie humana

manifestam-se pelas proteinas expressas na membra-
na externa de células sangtiiineas (1) e tais antigenos cons-
tituem-se como marcadores genéticos relevantes e seu
reconhecimento individual apresenta importancia em
diversas areas da medicina aplicada (2, 3, 4).
Dentre os grupos sangliineos existentes, o sistema ABO
apresenta-se com destaque, uma vez que hd expressao
abundante de seus antigenos na superficie de células san-
giiineas e as proteinas A e B. Os anticorpos naturais do sis-
tema ABO sao produzidos pelo organismo logo ap6s o nas-
cimento, normalmente a partir do 3° més de idade, atingin-
do seu apice na adolescéncia (5).
A frequéncia dos grupos sanguineos do sistema ABO varia
entre as diversas popula¢des no mundo. Varios trabalhos
vém demonstrando a associacao dos mesmos a susceptibi-
lidade e/ou resisténcia as doencas; dessa forma, possibili-
tando sua utilizacao como marcadores epidemiolégicos de
fatores de risco (6, 7, 8, 9, 10).
O grupo 0 foi o tipo sanguineo existente nos primérdios da
humanidade e é, atualmente, ainda o mais freqliente.
Estudos epidemiol6gicos correlacionaram o grupo 0 a uma
maior predisposicao para o desenvolvimento de ulcera duo-
denal e leucemia linfoblastica aguda (11). Outros trabalhos,
por sua vez, correlacionam a incidéncia do grupo A com a
susceptibilidade a infeccdo por Giardia Iamblia (12) e no
desenvolvimento de carcinoma gastrico (12, 13), bem como
0s grupos sanguineos nao 0 ao aumento da freqiiéncia de
eventos trombéticos e acidente vascular cerebral hemorragi-
co (14). Naturalmente, outros fatores contribuem para tal
incidéncia, entretanto, a correlacdo direta dos diferentes gru-
pos sangiiineos com a maior ocorréncia de doencas, torna-se
um fator cujo conhecimento nao deve ser desprezado (15).
O sistema Rh é caracterizado pela expressao do antigeno D
na superficie das células sangiiineas. Entretanto, uma par-

cela significativa da populacao que nao desenvolve reagao
de aglutinacdo nos testes normalmente utilizados, pode
expressar o antigeno D em niveis diminuidos sendo entao
classificadas, erroneamente, como pessoas do tipo Rh- (16).
Dessa forma, ha a necessidade do conhecimento e da clas-
sificacao correta deste sistema, a fim de se evitar tipagens
sanglineas errébneas e, consequentemente, expor o
paciente a riscos desnecessarios.

Neste trabalho, foi realizado o levantamento epidemiolégico
da frequéncia dos grupos sangtineos dos sistemas ABO e Rh
em uma amostra significativa da populacao de Belo Horizonte
e regiao metropolitana, representada por um contingente de
4.800 pessoas. Pela anélise dos resultados obtidos, observou-
se que o tipo sanguineo O e Rh* sdo os mais freqlientes encon-
trados na populacao, coincidente com a evolucao humana,
embora a frequéncia do grupo A tenha aumentado significa-
tivamente no decorrer das ultimas décadas.

MATERIAL E METODOS

A coleta da amostra foi realizada por puncao digital.
Participaram deste estudo 4.800 pessoas atendidas no
periodo de 1999 a 2007, durante os eventos de extensao
oferecidos pela Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMGQ) a comunidade académica e externa. Nao houve
nenhum critério de exclusado para a participacao neste estu-
do, sendo observados individuos de todas as faixas etarias.

TIPAGEM SANGUINEA

Sistemas ABO e Rh

Gotas de sangue foram transferidas para laminas de
microscopia e foram acrescentados os anticorpos anti-A,
anti-B e anti-D (DIAMED®). As amostras foram homogenei-
zadas e processadas sob condicoes de aquecimento para a
verificacao de aglutinacao e a classificacao do respectivo
grupo sangiiineo.
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Pesquisa do fator D*

As hemadcias presentes nas amostras de sangue venoso
coletadas foram separadas e lavadas por trés vezes, utili-
zando-se solucao salina 0.85% estéril. Os anticorpos anti-D
foram acrescentados e o material foi processado sob aque-
cimento. Verificou-se, entdo, a ocorréncia ou nao de aglu-
tinacao. Em caso negativo, o soro de Coombs foi adiciona-
do e a amostra foi centrifugada para verificacao da agluti-
nacao. Nos casos de aglutinacao, o individuo foi considera-
do D" * e, na auséncia da mesma, D" .

RESULTADOS

O trabalho foi realizado no periodo de 1999 a 2007, no
Setor de Patologia Clinica do COLTEC da UFMG, envol-
vendo 4.800 pessoas provenientes do municipio de Belo
Horizonte e regiao metropolitana.

Os resultados revelaram a frequéncia de 38% para o grupo
A; 12% do grupo B; 4% do grupo AB e 46% do grupo O
(Figura 1A).

Na determinacao do Fator Rh, a frequéncia encontrada foi
de 93% para o grupo Rh* e 7% do grupo Rh- (Figura 1B).
Em relacao aos individuos que apresentaram reagao nega-
tiva na pesquisa do Fator Rh, a pesquisa do fator D" foi rea-
lizada e constatou-se que cerca de 10% dos individuos
apresentaram reacao positiva, dessa forma, sendo classifi-
cados como individuos D*.
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FIGURA 1- Frequéncia dos grupos sanguineos dos sistemas ABO (A)
e Rh (B) em individuos residentes no municipio de Belo Horizonte e
regiao metropolitana, avaliada no periodo de 1999 a 2007.
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DISCUSSAO

Os sistemas de grupos sanguineos humanos sao caracteri-
zados pela expressao de proteinas na membrana externa de
células sanglineas, notadamente as hemadcias e sdo impor-
tantes em diversas aplicacoes da medicina tradicional.

Na andlise dos resultados obtidos neste trabalho, péde-se
constatar uma variagao percentual minima entre os grupos
avaliados durante os diferentes anos do estudo, demons-
trando a nao-existéncia de variabilidade da populacao
durante o periodo avaliado, mesmo tratando-se de pessoas
com etnias diferentes.

Os resultados demonstraram que, apesar de ter sido o Gnico
grupo existente nos primérdios da humanidade e ainda ser
o mais prevalente encontrado atualmente, o grupo sangui-
neo O vem perdendo espac¢o em relacao aos demais grupos,
notadamente, em relacao ao grupo A; o que denota a maior
miscigenacao entre os diferentes povos. Na avaliacao do
sistema Rh, péde-se observar que grande parte da popula-
cao apresenta o Fator Rh*. Ha de se destacar ainda que, dos
individuos que se comportaram nos exames inicialmente
como Rh’, ap6s a pesquisa do fator D¥, 10% dos mesmos
apresentaram reacao positiva e foram classificados como
individuos D, fato considerado importante, especialmente,
nos casos de transfusoes sangtiineas.

Em um levantamento realizado pela Fundacao
Hemominas, no ano de 2006, foi observado um percentual
de 36% de individuos do grupo sanguineo A, 13% do
grupo B, 4% do grupo AB e 47% do grupo 0. Dessa forma,
hé& uma relacao estrita entre os valores percentuais obser-
vados pela Fundacao Hemominas com aqueles valores
apresentados neste trabalho (17).

Dessa forma, por meio da andlise dos resultados, ressalta-
se a importdncia de uma classificacdo e interpretacao cor-
reta dos grupos sanglineos da populacao, uma vez que ha
uma crescente miscigenacgao entre os povos, o que faz com
que a prevaléncia de determinados grupos tenda a sofrer
uma variacdo na sua frequéncia.

Além disso, o conhecimento da freqiiéncia dos grupos san-
guineos na populacao de Belo Horizonte e regiao metropo-
litana é de grande importancia, uma vez que pode nortear
o trabalho nos Centros de Hemoterapia, bem como prever
nesta populacao o desenvolvimento de varias doencas
relacionadas ao grupo sanguineo.

AGRADECIMENTOS
Agradecemos a Alair Flor de Maio pelo apoio técnico.
Este trabalho foi realizado com suporte financeiro da Pro-

Reitoria de Extensao (PROEX) da UFMG.

REFERENCIAS

—_

. MILLAND, J. & SANDRIN, M. S. - ABO blood groups and related antigens,
natural antibodies and transplantation. Tissue antigens., 68:459-466, 2006.
2. HOFMANN, R.; BENZ, E. J.; SHATILL, S. J.; FURIE, B.; COHEN, H. J.; SIL-
BERSTEIN, L. E & MCGLAVE P. - Hematology: basic principles and practice.

Philadelphia, Churchill Livingstone, 2000.

3. DAS, P. K;; NAIR, S. C.; HARRIS, V. K.; ROSE, D.; MAMMEN, J. J.; BOSE, Y.
N. & SUDARSANAN, A. - Distribution of ABO and Rh-D blood groups among
blood donors in a tertiary care centre in South India. Trop. Doc., 31:47-48,
2001.

4. BORGES, M. R.; ROBISON, M. & WANYCE, O. - Genética humana. Sao
Paulo, Artmed, 2001.

5. CARVALHO, W. F. - Técnicas médicas de Hematologia e ImunoHematologia.

Belo Horizonte, Coopmed, 2002.

RBAC, vol. 42(4): 245-247, 2010



6. REID, M. E. & BIRD G. W. - Associations between human red cell blood group
antigens and disease. Transfus. Med. Rev., 4:47-55,1990.

7. JESCH, U.; ENDLER, P. C.; WULKERSDORFER, B. & SPRANGER, H. ABO
blood group. Related investigations and their association with defined pha-
tologies. Sci. World J., 10:1151-54,2007.

8. LOSCERTALES, M. P; OWENS, S.; O'DONNELL, J.; BUNN, J., BOSCH-CAP-
BLANCH, X. & BRABIN, B.J. - ABO blood group phenotypes and
Plasmodium falciparum malaria: unlocking a pivotal mechanism. Adv.
Parasitol. 65:1-50, 2007.

9. MORAN, A. P. - Relevance of fucosylation and Lewis antigen expression in
the bacterial gastroduodenal pathogen Helicobacter pylori. Carbohydr. Res.,
343:1952-1965, 2008.

10. WU, O.; BAYOUMI, N.; VICKERS, M. A. & CLARK, P. - ABO (H) blood groups
and vascular disease: a systematic review and meta-analyses. J. Thromb.
Haemost., 6: 62-69, 2008.

11. VADIVELU, M. K.; DAMODARAN, S.; SOLOMON, J. & RAJASEHARAN, A. -
Distribution of ABO blood groups in acute leukaemias and lymphomas. Ann
Hematol., 83: 584-587, 2004.

12. EL GANAYNI, G. A; ATTIA, R. A. & MOTAWEA, S. M. - The relation between
ABO blood groups, HLA typing and giardiasis in children. J. Egypt Soc
Parasit. 24: 407-412, 1994.

13. ALAVI, S. - Distribution of ABO Blood groups in childhood acute leukaemia.
Pediatric Hematol. Oncol., 23:611-617, 2006.

14. WIGGINS, K. L.; SMITH, N. L.; GLAZER, N. L.; ROSENDAAL, F. R.; HECK-
BERT, S. R.; PSATY, B. M.; RICE, K. M. & LUMLEY, T. - ABO genotype and
risk of thrombotic events and hemorrhagic stroke J Thromb Haemost.,
7:263-269, 2009.

15. DANIELS, G. - Human blood groups. Oxford, Blackwell Publishing, 2002.

16. CARVALHO, M. G. & SILVA, M. B. - Hematologia: técnicas laboratoriais e
interpretagéo. Belo Horizonte, Editora UFMG, 1988.

17. Folheto informativo de doagdo de sangue - 2006 da Fundacdo Centro de
Hematologia e Hemoterapia de Minas Gerais (Hemominas) em: www.hemo-
minas.mg.gov.br

ENDERECO PARA CORRESPONDENCIA:

Eduardo Antonio Ferraz Coelho

Setor de Patologia Clinica - COLTEC, Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627, Pampulha

CEP: 31.270-901- Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil.

Tel.: 55 31 3409-4983 Fax: 55 31 3409-4964

E-mail: dudafercoelho@yahoo.com.br

() SBAC

Qualidade

PNCQ DICQ

TEAC

Titulo de Especialista
em Anilises Clinicas

ABNT/CB-36

Comité Brasileiro
de Analises Clinicas
e Diagnéstico in vitro

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

Programa Sistema
Nacional de Nacional de ‘ BAC
Controle de Acreditaciio

FAY

Centro de Pos-Grraduagiao
Socidade Brasileira de Analises Clinicas

LU

SBA CJO}"}?(H

Participe vocé também. Associe-se!

Congresso Brasileiro de Analises Clinicas

\SBAC

¢ LEARNING

Asociacion Mercosur de
Normalizacién

Dualinews

O Portal de Conhecimento em Andlises Clinicas

www.sbac.org.br

RBAC, vol. 42(4): 245-247, 2010

247



Influéncia de tinturas de fruto cereja e verde de café
no tratamento do Diabetes*

Influences of teinturerie of fruits cherry and green the coffee trait the Diabetes

Luciana Marques Cardoso’, Tania Toledo de Oliveira’, Aloisio da Silva Pinto®, Maria Aparecida
Ledo', Agnaldo Rodrigues de Melo Chaves®, Marcelo Rocha da Costa’, Marilane Kalyetta Almeida
Fonseca', Ricardo Anténio Zatti' & Tanus Jorge Nagem®

RESUMO - O consumo de café tem sido associado a menor risco de diabetes. Entretanto, os compostos especificos e os mecanismos\
responsaveis por este efeito ainda nao estao claros. Realizou-se um experimento para avaliar o efeito das tinturas de casca cereja, fruto
verde e fruto cereja da planta café (Coffea arabica L.) da variedade Catuai Vermelho em ratos com diabetes induzido por aloxano.
Ap6s 30 dias de tratamento, foram coletados amostras de sangue dos animais para dosagens séricas de glicose, colesterol e
triglicerideos. As tinturas de casca cereja (1,0 mL), fruto verde (0,5 mL, 1,0 mL e 2,0 mL) e fruto cereja (1,0 mL e 2,0 mL), promover-
am aumento significativo nos niveis de colesterol, quando comparado ao grupo doente néo tratado. Com relacao aos niveis de glicose
e triglicérideos, observou-se que todas as tinturas reduziram significativamente os valores séricos destes parametros. As percentagens
de reducao das concentracoes de glicose e triaglicérides variaram entre -28% a -49% e -27% a -47%, respectivamente. A diminuicao
dos niveis de glicose e triglicerideos se sobrepde ao aumento observado do colesterol, indicando que estas tinturas podem ser promis-

soras como adjuvantes no tratamento da diabetes.
PALAVRAS-CHAVE - tinturas, café, diabetes

/

KEYWORDS - teinterurerie, coffee, diabetes

/SUMMARY— The coffee consumption has been associated with a lower risk of diabetes. However, the specific components and the
responsible mechanism for this effect are not clear yet. An experiment was made to evaluate the tinctures of cherry bark, rawed fruit
and the cherry fruit of the coffee plant (Coffea arabica L.) of the “Red Catuai” variety, in rats with induced diabetes, by administra-
tion of alloxan. After 30 days of treatment, blood samples of the animals were collected for serum glucose, cholesterol and triglyc-
erides. The tinctures of cherry bark (1,0mL), rowed fruit (0,5mL and 2.0 mL), cherry fruit (1,0 mL and 2,0 mL), promoted a significant
increase in the levels of cholesterol compared to the sick group not treated. All the tinctures reduced significantly the levels of glu-
cose and triglycerides. The percentages of reduction of the glucose and triglycerides concentrations varied between -28% to — 49%
and -27% to - 47%, respectively. The decrease of the glucose and triglycerides levels overlap the observed cholesterol increase, indi-
cating that these tinctures can be promising as adjuvants in the treatment of diabetes.

/

INTRODUGAO

Diabetes Mellitus (DM) é um distirbio crénico do

metabolismo dos carboidratos, lipidios e proteinas
causado por secrecao inadequada e/ou diminuicao da sen-
sibilidade dos tecidos a insulina. O efeito no metabolismo
decorre da tentativa de garantir o aporte adequado de gli-
cose para as células. Consequentemente ha o aumento da
glicemia, utilizacdao de quantidades cada vez menores de
glicose e mobilizagao crescente de proteinas e lipideos .
A diabetes ocasiona complicacoes vasculares e neuropa-
tias. Juntos, o acidente vascular cerebral e coronariopatias
fazem da diabetes a sétima causa de 6bitos no mundo
desenvolvido ®. Pelo impacto socioeconémico, o DM vem
sendo reconhecido, em vdrios paises, como problema de
saude publica com reflexos sociais importantes ©. Estima-
se que em 2000 havia aproximadamente 150 milhoes de
pessoas no mundo com diagnéstico da doenca e é provavel
que este numero alcance o dobro em 2025%“. Na Europa, o
numero de diabéticos em 1994 era de 16 milhoes e poderd
chegar 24 milhdes em 2010 ®. Nos Estados Unidos, o
Centro de Controle e Prevencao de Doencas (CDC) estima
que mais de 18 milhoes de norte-americanos seja portado-
res de diabetes e que a diabetes tipo 2 corresponde a mais
de 90% desse total.
As pesquisas sobre os fatores dietéticos e o risco de diabe-
tes tipo 2 (DM2) focaliza os macronutrientes. Entretanto,
micronutrientes e fitoquimicos também podem afetar o
metabolismo da glicose ©.

Evidéncias epidemioldgicas sugerem que o alto consumo
de café pode reduzir o risco de DM2 @. VAN DAN & HU ©),
em uma revisao sistematica sobre o consumo de café e o
risco de DM2 identificaram varios estudos de coorte,
incluindo 193.473 participantes e 8.394 casos de DM2,
Foram encontrados risco relativo de 0,65 (95% de interva-
lo de confianca) para o maior consumo de café (= 6 ou = 7
xicaras por dia) e 0,72 (95% de intervalo de confianca) para
o segundo maior consumo (4-6 xicaras por dia) comparado
com o menor consumo do produto (0 ou = 2 xicaras por dia),
ou seja, os participantes que consumiam 4 a 6 xicaras de
café por dia ou maior ou igual a 6 a 7 xicaras tiveram 28%
e 35%, respectivamente, menor risco de desenvolverem
DM2 comparados com aqueles que consumiam de 0 a 2
xicaras de café por dia.

O café é constituido por cafeina, trigonelina, minerais,
acido clorogénico, acidos alifaticos, acido quinico, flavonéi-
des (caempferol, quercetol), carboidratos, aminodcidos
totais, aminodcidos livres e lipideos . Diferencas na com-
posicao entre os graos verdes e torrados, bem como nas
espécies e nos procedimentos de extracado para preparo da
bebida, resultam numa grande diversidade da composicao
quimica do produto final .

Substancias presentes no café, como cafeina "?, acido clo-
rogénico "9, magnésio " e trigonelina " podem afetar o
metabolismo de glicose em animais e humanos. Durante o
processo de torrefacao do café, pode ocorrer a degradacao
de algumas dessas substancias, como o acido clorogénico e
a trigonelina. A trigonelina é parcialmente degradada na
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torrefacao e ocorre a decomposicao do acido clorogénico
com formacado do aroma volatil, material polimérico (mela-
noidina) e CO.. Apesar de termicamente estdvel, também
pode ocorrer pequenos decréscimos de cafeina 9. Assim,
os efeitos benéficos da planta café podem ser superiores ao
da bebida no tratamento e prevencao da diabetes.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de tin-
turas obtidas a partir de Coffea arabica L. da variedade Catuai
Vermelho em ratos com diabetes induzida por aloxano.

MATERIAIS E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério Biofarmacos do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da
Universidade Federal de Vicosa (UFV) e aprovado pelo
Comité de Etica da Universidade Federal de Juiz de Fora
(UFJF). Foram utilizados 132 ratos machos da raca Wistar,
com 45 dias de idade, com peso médio de 250 g, oriundos
do Biotério do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Satude da
UFV. Os animais foram acondicionados em gaiolas coleti-
vas, contendo seis animais, em ambiente climatizado, com
ciclo claro/escuro de 12 horas, recebendo racao comercial
(Labina - Purina®) e dgua “ad libitum".

Ap6s um periodo de adaptacgao de 05 dias, os animais per-
maneceram em jejum de 16 horas para a inducao do dia-
betes, que consistiu na administracao de aloxano (Alloxan
Monohydrate Sigma®), também conhecido como 2,3,5,6-
tetraoxoexaidropirimidina monoidratada a 15% p/v diluido
em solucao de NaCl a 0,9% na dose de 60 mg/kg de peso
corporal por via intraperitonial. Em seguida, para evitar a
morte dos animais por hipoglicemia, os ratos receberam
uma solucdo hipersaturada de glicose a 90% por 2 dias.
Sete dias ap6s a aplicacao do aloxano, parte dos animais
foram sacrificados, ap6s jejum de 12 horas, para a determi-
nacao dos niveis séricos de glicose. Verificou-se que todos
os animais que receberam o aloxano ficaram diabéticos
(glicose acima de 180 mg/dL). Foram utilizadas tinturas do
café Coffea arabica L. da variedade Catuai Vermelho pro-
veniente de propriedade particular, localizada na cidade
de Coimbra-MG. Estas tinturas foram preparadas com 30 g
do material diluido em 70 mL de agua e 30 mL de &lcool de
cereal. A solucao foi armazenada em vidro ambar e agita-
da 2 vezes ao dia por aproximadamente 7 dias.

Os animais foram separados em grupos, aleatoriamente,
conforme descrito no Quadro 1. O ensaio bioldgico teve a
duracao de 30 dias, sendo que todos os grupos receberam
as tinturas por via oral (gavagem), com excecao do grupo
diabético (grupo 1) e do grupo controle (grupo 2).

Ao final do tratamento, todos os animais foram sacrifica-
dos, devidamente anestesiados com ketamina (180 mg/Kg)
e xilazina (10 mg/Kg), por via intraperitoneal. As amostras
de sangue (cerca de 5 mL por animal) foram coletadas por
puncao cardiaca, colocadas em tubos de ensaio e centrifu-
gadas por 15 minutos, para obteng¢ao do soro. Foram anali-
sados os niveis séricos de glicose, colesterol e triacilglice-
rol, utilizando kits da marca BIOCLIN e o equipamento de
dosagens multiparamétrico de Bioquimica (Alizé).

Na andlise estatistica, cada tratamento foi comparado ao
grupo doente nao tratado pelo teste de Dunnett, conside-
rando 5% de significancia.

RESULTADOS
De acordo com os resultados obtidos (Tabela 1), apenas o G-

9 (Aloxano + Fruto cereja 0,5 mL) reduziu o parametro
colesterol, porém nao foi estatisticamente significativo. Os
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demais tratamentos aumentaram este parametro, sendo
que no grupo casca cereja (1,0 mL), fruto verde (0,5 mL, 1,0
mL e 2,0 mL) e fruto cereja (1,0 mL e 2,0 mL) este resultado
foi significativo quando comparado ao grupo doente nao
tratado. Entretanto, com relacao ao significado clinico des-
tas variacoes, observou-se que os tratamentos com as tintu-
ras de café ndo aumentaram as concentracoes de colesterol
ao ponto de desenvolverem uma hipercolesterolemia.

Os resultados dos valores médios de triacilglicerol estao
apresentados na Tabela 1. Em todos os tratamentos (grupos
3 a 11) observou-se reducoes (-27% a -47%) estatistica-
mente significativas, resultando em valores abaixo do
apresentado pelo grupo normal. Os maiores decréscimos, -
47%, -46% e -45%, foram observados no G-7 (Fruto verde
1,0 mL + Aloxano), G-3 (Casca cereja 0,5 mL + Aloxano) e
no G-11 (Fruto cereja 2,0 mL + Aloxano), respectivamente.
E a menor reducao (-27%) ocorreu com o G-6 (Fruto verde
0,5 mL + Aloxano). E importante ressaltar, que o G-9, o
Unico que ndo aumentou os niveis de colesterol, segundo a
Tabela 1, promoveu uma diminuicao de -43% dos niveis de
triacilglicer6is. Assim, observa-se que todos os tratamen-
tos, seja com tinturas de casca cereja, fruto verde ou fruto
cereja da planta café, foram benéficos na reducéao de tria-
cilgliceréis. Ademais, estas reducgdes sao consideraveis do
ponto de vista clinico e, possivelmente, estas tinturas pode-
rao ser utilizadas no tratamento da hiperlipidemia.

Esta pode ser uma nova alternativa de uso para o fruto
verde do café, que colhidos verdes podem causar prejuizos
na colheita. Quando a colheita é feita em grande percenta-
gem de frutos verdes, sdao necessarios mais litros de café
colhido, gerando menor rendimento do que quando se
colhe o café j@ maduro. Isto implica maior utilizacdo de
mao de obra, mais gastos com transporte e maior necessi-
dade de area de terreiro para secagem, onerando os custos.
A colheita de um fruto verde também necessita de maior
esforco em relacao a um maduro, o que provoca grande
arranquio de folhas e galhos causando injurias ao cafeeiro.
De acordo com os resultados demonstrados na Tabela 1,
observou-se que todos os tratamentos foram eficazes na
reducao da glicose comparados com o grupo de animais
doentes nao tratados (G-1), sendo estes resultados estatisti-
camente significativos. Os tratamentos nao foram capazes
de reduzir os niveis de glicose sanguinea ao ponto de levar
os animais a normalidade. Porém, o periodo da intervencao
foi apenas de 30 dias, o que pode nao ter sido suficiente
para que os animais atingissem niveis de glicose semelhan-
tes ao grupo normal. O G-6 (Fruto verde 0,5 mL + Aloxano)
foi o tratamento que mais influenciou na diminuicao dos
niveis glicose, reduzindo 49%, seguido pelos grupos 11 e 5,
que apresentaram percentagens de reducao de 40 e 36%,
respectivamente. Estas redugdes sao considerdveis para uso
clinico, uma vez que pacientes com diabetes fazem uso de
farmacos hipoglicemiantes por longos periodos. Portanto,
as tinturas de casca cereja, fruto verde e fruto cereja da
planta café sdo promissoras no tratamento da diabetes.

GRUPO TRATAMENTO DOSE(mL)
G-1 RACAO + ALOXANO

G2 RACAO -
G3 RACAO + ALOXANO + CASCA CEREJA 05
G4 RACAO + ALOXANO + CASCA CEREJA 1,0
G5 RACAO + ALOXANO + CASCA CEREJA 2,0
G6 RACAO + ALOXANO + FRUTO VERDE 0,5
G7 RACAO + ALOXANO + FRUTO VERDE 1,0
G8 RACAO + ALOXANO + FRUTO VERDE 2,0
G9 RACAO + ALOXANO + FRUTO CEREJA 0,5
G-10 RACAO + ALOXANO + FRUTO CEREJA 1,0
G-11 RACAO + ALOXANO + FRUTO CEREJA 2,0

Quadro 1: Descri¢ao dos grupos avaliados.
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TABELA |
Valores médios de colesterol, triacilglicerol e glicose (mg/dL)
em soro sanguineo de ratos machos submetidos a diferentes
tratamentos e suas respectivas percentagens de variacao

Contetado % Variagdo Contetdo % Variagao Contetado % Variagao

Glicose

G1 = Aloxano + Ragao 9340 A 0 104,03 A 0 34337 A 0
G2 = Ragéo 103,68 B +11 102,61 A - 112,83 B -67
G3 = Aloxano + Casca cereja (0,5 mL) 9,21 A +3 56,33 B -46 229,05 B -33
G4 = Aloxano + Casca cereja (1,0 mL) 107,77 B +15 7068 B 32 24182 B -30

G5 = Aloxano + Casca cereja (2,0 mL) 98,36 A +5 64,78 218,27

o >
&
&

o ®

G6 = Aloxano + Fruto verde (0,5 mL) 107,24 B +15 75,76 -27 176,38
G7 = Aloxano + Fruto verde (1,0 mL) 99,06 B +6 5469 B -47 246,02 B -28
G8 = Aloxano + Fruto verde (2,0 mL) 108,88 B +17 5871 B -44 24539 B -29

G9 = Aloxano + Fruto cereja (0,5 mL) 8862 A 5 5947 B -43 228,99

®
&
&

G10 = Aloxano + Fruto cereja (1,0 mL) 115,12 B +23 60,95 B -41 241,54

@
&
8

]
IS
3

G11 = Aloxano + Fruto cereja (2,0 mL) 106,15 B +14 5742 B -45 207,50
Observagao: Letras iguais nao diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett a 5% de significancia o grupo doente néo tratado (G1)

DISCUSSAO

Como visto anteriormente, os niveis de glicose sanguinea e
triacilglicerol, ap6s 30 dias, foram maiores no grupo diabé-
tico nao tratado, em relacao ao grupo normal. Este resulta-
do era esperado, visto que a droga utilizada para a inducao
da diabetes, o aloxano, promove o aumento dos niveis de
glicose sanguinea em animais experimentais, como obser-
vado em diversos trabalhos 781920 Consequentemente,
hé uma elevacao do triacilglicerol, pois o excesso de glico-
se pode ser metabolizado no tecido adiposo.

Em relacdo ao colesterol, existem controvérsias sobre os
efeitos do café. Alguns trabalhos demonstraram que a
bebida café pode influenciar fatores de risco cardiovascu-
lar, incluindo colesterol *?» e homocisteina séricos @2,
Entretanto, outros trabalhos nao encontraram esta relacao
@5.26:27 - Adicionalmente, o café contém substancias antioxi-
dantes que diminuem a oxidacdo do LDL, como o &cido
clorogénico e o 4cido cafeico, minimizando disturbios car-
diovasculares ®.

Apesar deste trabalho nao ter utilizado o preparo conven-
cional da bebida café, pois o objetivo foi avaliar diversas
partes da planta (Coffea arabica L.) no diabetes, para o uso
em fitoterapia e nao a bebida propriamente dita. Os resul-
tados indicam que substancias presentes no café podem
ser uteis na prevencao e tratamento do diabetes e sao coe-
rentes com varios trabalhos que analisaram a associagao
do café com esta patologia. Estudo realizado na Finlandia
@) envolvendo mais de 14.000 pessoas, relata que o alto
consumo de café pode reduzir o risco de DM2. Como a
Finlandia tem o indice mais alto de consumo de café do
mundo, foi possivel determinar o risco de diabetes com
altos niveis de consumo. Neste trabalho, pessoas que
bebiam grandes quantidades de café, dez ou mais xicaras
por dia, apresentaram menores probabilidades de desen-
volver o DM. Esse consumo reduziu o risco em 79% no
caso das mulheres e em 55% no caso dos homens em
desenvolver o DM2. A constatacao também foi positiva
para as pessoas que utilizavam quantidades moderadas,
trés a quatro xicaras por dia, para quem o risco de diabetes
foi 29% menor nas mulheres, e 27% nos homens.

Em um estudo de coorte holandés foi observado que os
participantes que consumiam 7 ou mais xicaras de café por
dia apresentaram 0,50 (95% de intervalo de confianca)
menos chance de desenvolver DM2, quando comparado
com os que consumiam 2 ou menos xicaras da bebida por
dia . Possivelmente, a reducao dos niveis de glicose pode
ser atribuida as substdncias presentes no café, como o
acido clorogénico (ACL), trigonelina, cafeina, lignina e
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minerais . Entretanto, os mecanismos responsaveis por
este efeito ainda nao estao claros.

Pesquisas indicam que a ingestdo de dacido clorogénico
(ACL) reduz a concentracao de glicose em ratos ®*". Alguns
mecanismos tém sido propostos para explicar os efeitos
benéficos do ACL no metabolismo da glicose ™. Estudos in
vitro e com animais “" utilizando o ACL mostraram que este
composto pode inibir a producao hepética de glicose por ini-
bir a glicose-6-fosfatase. O ACL também pode diminuir a
absorcao da glicose no intestino por inibir a glicose-6-fosfa-
to translocase 1 e reduzir o gradiente de sédio ©2.
Adicionalmente, o ACL parece estimular a secrecao do hor-
monio incretina glucagon-like peptideo 1 em humanos ©2.
As incretinas sao hormonios secretados pelas células endo-
crinas localizadas no epitélio do intestino delgado. Existem
dois hormoénios principais: o GLP-1 (glucagon-like pepti-
deo-1) e o GIP (glucose-dependent insulinotropic peptide).
O GLP-1 é o mais importante na patogenia do DM2, ele
estimula a sintese e a secrecdo de insulina dependente da
glicemia; inibe a secrecao de glucagon, promove o retarda-
mento do esvaziamento gastrico e diminui o apetite. A
ingestdo de cafeina foi associada com a reducgéao da sensi-
bilidade a insulina em humanos ©* %%, Este efeito ocorre,
provavelmente, pelo fato da cafeina aumentar a sintese de
epinefrina ®. A epinefrina, além da sua funcao como neu-
rotransmissor, também pode influenciar a taxa metabdlica,
estimulando a secrecao de insulina, a glicogendlise e a
mobilizacdo de acidos graxos . Porém, os estimulos da
cafeina no aumento dos niveis de epinefrina diminuem
apo6s ingestdo continua .

Baseados em estudos com animais, os efeitos da cafeina no
metabolismo da glicose através do aumento da expressao
de proteinas nao acopladas e da oxidacao lipidica também
podem ser sugeridos "?. Entretanto, recentes descobertas
de estudos observacionais indicam que a associacao inver-
sa do consumo de café e o risco de DM2 podem néo ser
explicados pela cafeina, pois o consumo de café descafei-
nado também foi associado ao menor risco de DM2 ©8 ),
Além disso, a ingestao de cafeina, em estudos de interven-
cao por periodos curtos, mostrou aumentar a concentracao
de glicose pds prandial # #4237,

As ligninas presentes no café podem afetar o metabolismo
de glicose através de sua acdo antioxidante. Elas podem
ser convertidas a enterelactona ou enterodiol por bactérias
intestinais e entrar na circulacao sanguinea ®. O café tam-
bém contém numerosos outros compostos, incluindo quan-
tidades substanciais de Mg, K, trigonelina e niacina “¥;
MISHKINSKY et al."® mostraram que a trigonelina reduziu
a concentracao de glicose em ratos diabéticos.

A alta ingestao de Mg também foi associada ao menor risco
de DM2 em varios estudos “Y, e doses farmacolégicas
foram associadas a uma melhor sensibilidade a insulina em
outros estudos de intervencao. O magnésio é co-fator de
varias enzimas envolvidas nos processos de fosforilacao,
que sao essenciais para o metabolismo da glicose “*.
Entretanto, a ingestao regular de Mg nao explicou a asso-
ciacao do consumo de café com a tolerancia a glicose e
menor risco de DM2 849,

CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, conclui-se
que todos os tratamentos in vivo com tinturas da planta
café, da casca cereja, fruto verde e fruto cereja, reduziram
significativamente, em diferentes proporgoes, os parame-
tros de glicose e triacilglicerol em ratos diabéticos induzi-
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dos por aloxano. Estes dados sustentam a hipétese que o
café esta associado a um menor risco de DM2.

A maioria dos tratamentos promoveu pequeno aumento
nos niveis de colesterol, no entanto, do ponto de vista clini-
co, estes nao foram capazes de causar hipercolesterolemia.
Os beneficios das tinturas de café utilizadas neste trabalho
nos niveis de glicose e triacilglicerol se sobrepéem ao pos-
sivel efeito negativo sobre o parametro colesterol, indican-
do que estas tinturas podem ser promissoras para o trata-
mento da diabete. Todos os trabalhos que analisaram o
efeito do café no diabetes investigaram a bebida e néo a
planta como ocorreu neste trabalho. Muitas substancias
sao formadas e degradadas durante o processo de torrefa-
cao do café e que nao estdo presentes no café in natura.
Portanto, é interessante que seja analisado a composicao
quimica destas tinturas, para facilitar a compreensao dos
mecanismos das substancias presentes no café no metabo-
lismo da glicose. Sugere-se, ap6s estudos de toxicidade em
animais, que estas tinturas sejam avaliadas em humanos,
visando o aumento de opcoes terapéuticas e a reducao dos
custos com medicamentos para tratamento do diabetes.
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Perfil sorolégico dos marcadores de Hepatite B em
profissionais académicos da area da saude*

Serologic profile of Hepatitis B markers in professionals academics of the area of the health

Mirna Giselle Moreira’, Patricia de Fatima Evangelista’ & Leticia Antunes Athayde®

/RESUMO - O objetivo deste estudo foi avaliar a presenca de marcadores sorolégicos para hepatite B em profissionais académicos da
drea da saude, assim como a situacao vacinal destes académicos. Participaram da pesquisa 50 profissionais académicos da drea da
saude. As amostras foram identificadas e estocadas até a realizacdao dos testes. Realizou-se, através do ensaio imunoenzimatico, a
deteccao dos seguintes marcadores:HBsAg, anti-HBc e anti-HBs. Os dados analisados mostraram que 28% foram reagentes para o
HBsAg e 72% nao reagentes. Quanto ao anti-HBc, 98% foram nao reagentes e 2% mostraram reagentes. Em relacao ao anti-HBs, 48%
mostraram positividade, enquanto 52% foram nao reagentes. Observou-se que a grande maioria dos académicos foi vacinada (80%),
e 20% nunca receberam a vacina. A imunogénese anti-HBs (+) completou-se em 57,5% dos vacinados, entretanto 42,5% dos partici-
pantes que foram vacinados apresentaram anti-HBs (-). Baseados nestes resultados, conclui-se que a campanha de vacinacao e
implantacao de medidas profildticas devem ser intensificadas, bem como a realizacao de triagem sorolégica para hepatite B dos profis-
sionais da &rea da satude para confirmacao da imunizacéo, visando a prevencéao e controle da infeccao pelo HBV nestes profissionais.

\PALAVRAS-CHAVE - hepatite B; profissionais da satude; sorologia; vacina anti-HBV /

/SUMMARY- The aim of this study was to evaluate the presence of serologic markers for hepatitis B in professionals academics of the
area of the health, as well as vaccination of these academic ones. Participated in this stydy 50 professionals academics of the area of
the health. The samples were identified and thrusts to the accomplishment of the tests. The following markers were detected by immu-
noenzymatic assay: HBsAg, anti-HBc and anti-HBs. Analyzed material showed that 28% were HBsAg positive and 72% negative. As
to the anti-HBC, 98% were negative and 2% were positive. In relation to the anti-HBs, 48% were shown positivy, while negative. It
was observed that the academics’ great majority was vaccinated (80%) and 20% never received the vaccine. The immunization anti-
HBs (+) was completed in 57,5% of those vaccinated, however 42,5% participants that were vaccinated presented anti-HBs (-). Based
on these results, concluded that vaccination campaigns and implantation of prophylaction measures should be intensifie, as well as
the accomplishment of serolog screen for hepatitis B the area of the health for comfirmation of immunization seeking to the preven-

tion to the and control of the infection for HBV in these professionals.

KEYWORDS - hepatitis B; health professionals; serology; anti-HBV vaccine J

INTRODUGAO

Hepatite viral do tipo B (HBV) constitui em um grave

problema de satude publica de &mbito mundial, sendo
que a sua maior incidéncia e prevaléncia estd na Africa,
Asia e Pacifico Sul®. No Brasil, sob o ponto de vista epide-
miolégico, os estudos sdo escassos, sendo estes restringidos
a grupos populacionais distintos, como no Espirito Santo e
Oeste de Santa Catarina onde se observa uma alta taxa
endémica®. Na regidao Amazonica, o indice também é bem
expressivo sendo que aproximadamente 5 a 15% dos habi-
tantes da regido sdo portadores da fase cronica da patolo-
gia, apresentando a expressdao do antigeno de superficie
(HBsAg) denominado como antigeno Australia’.
A hepatite B é tida como uma doenca ocupacional, que
estd intimamente relacionada com o grau de exposicao
destes profissionais em seus locais de trabalho, através de
sua intima relacdo com a manipulacao de sangue e outros
fluidos corporais de pacientes infectados pelo virus®.
Segundo dados estima-se que o risco de contaminacao com
o virus do HBV é de 6 a 30% ap6s acidente com agulha ou
materiais perfurocortantes?.
O primeiro registro de risco de transmissao da hepatite do
tipo ocupacional na area da saude data de 1949, quando
Leibowitz, relatou um caso de hepatite em um profissional
de um banco de sangue, comprovada posteriormente por
outros autores o risco associado a manipulacao dos fluidos
e seus derivados™.
Atualmente ja se sabe que a transmissao do HBV se d&
pela: transfusao de sangue e seus derivados, relacoes

sexuais, exposicao pariental as agulhas e outros instru-
mentos contaminados, usudrios de drogas intravenosas no
compartilhamento de seringas, transmissao vertical, conta-
tos domiciliares, procedimentos odonto-médico-cirargico,
por nao adotarem regras de biosseguranca, por solucoes de
continuidade de pele e mucosas, procedimentos de tatua-
gens sem o uso adequado de materiais descartaveis'.

O virus circula no sangue em altas concentragoes e em bai-
xo0s niveis em outros fluidos corporais. Sabe-se que é 100
(cem) vezes mais infectantes que o virus da imunodeficién-
cia adquirida (HIV), e 10 (dez) vezes mais do que o virus da
hepatite C (HCV)", e que sobrevive fora do organismo
humano por até 1 semana, no plasma de 1 a 3 dias e nos
hepatécitos por aproximadamente de 10 a 100 dias.
Portanto possui uma infectividade elevada podendo infec-
tar o homem com uma s6 particula viral®.

O HBYV pertence a familia hepadnaviridae, tem como hospe-
deiro natural o homem e possui um tropismo por células
hepaticas. A fase aguda € caracterizada histologicamente por
degeneracao dos linfécitos, com necrose focal, infiltracdo de
parénquima e tratos portais com linfécitos, e a fase cronica
pode permanecer por toda a vida podendo evoluir para uma
cirrose e até um carcinoma hepatocelular, sendo estes porta-
dores o principal reservatério do virus*. Considerando que
muitos individuos infectados sdo assintomaéticos ou que o
numero de casos nao sao devidamente notificados, o niimero
real de contaminados ainda € subestimado''.

O diagnéstico laboratorial é feito através da deteccdao de
marcadores sorolégicos que podem ser realizados através
de testes de pesquisas, no soro, do antigeno de superficie
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*Faculdade de Salde Ibituruna — FASI, Laboratério de Analises Clinicas
'Biomédicas. Académicas do curso de Biomedicina da FASI
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RBAGC, vol. 42(4): 255-259, 2010

255



do virus da Hepatite B (HBsAg) e seu respectivo anticorpo
(anti-HBs), além de anticorpos totais especificos para anti-
geno do nucleocapsideo desse virus (anti-HBc), através do
método de ensaio imunoenzimético (ELISA).

Nas ultimas décadas tem se observado um grande avanco
nas tecnologias empregadas nos exames e no diagnéstico.
Atualmente a melhor profilaxia no combate a infeccao pela
hepatite B é por meio da vacina que foi desenvolvida a par-
tir do plasma de doadores e sé6 foi liberada para ser comer-
cializada em 1982".

E preconizado no Brasil que a vacinacao seja feita em 3
(trés) doses, no esquema de 0, 30 e 180 dias®. A via de
administracao é a via intramuscular, nas regioes do deltéi-
de ou vasto lateral da coxa em criancas sendo a dosagem
conforme a idade do receptor’. Se a série for interrompida
apos a primeira dose, a segunda deverd ser administrada
logo em seguida, e a terceira pelo menos 2 (dois) meses, ja
no caso da falta da terceira dose devera esta ser adminis-
trada imediatamente. A protecdo se da pela memoria imu-
nolégica estabelecida®.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a presenca de
marcadores sorolégicos para Hepatite B em profissionais
académicos da area da satude, assim como a situacéo vaci-
nal destes académicos.

MATERIAIS E METODOS

Obtencao das amostras

Apés aprovacdo da pesquisa pelo Comité de Etica da
Unimontes, foram obtidas amostras de soro de 50 pessoas,
estudantes e profissionais da area da saude da Faculdade de
Satde Ibituruna em Montes Claros-MG (Brasil). Os partici-
pantes foram abordados individualmente na faculdade e
encaminhados ao laboratério de Andlises Clinicas para a apli-
cacao do questionadrio e assinatura do termo de consentimen-
to livre e esclarecido sobre os objetivos do presente trabalho,
bem como a coleta de amostra sanguinea para obtencao de
soro. Todos os procedimentos foram realizados de maneira
voluntdria aos que se dispuseram a participar do estudo.
Através de puncao venosa, foram coletados 10 ml de sangue
periférico de cada individuo, e o soro obtido por centrifugacao
foi separado em eppendorf, identificado e estocado a tempe-
ratura de - 20 °C, até a realizacdo dos testes sorolégicos.

Coleta de informacoées

Foram obtidas, por meio de entrevista, utilizando-se questio-
nério padronizado, informacoes contendo idade, sexo, uso de
EPI's (equipamentos de protecdo individual), ocorréncia de
acidentes de trabalho, histérico de transfusdao sanguinea, pre-
senca de tatuagem, acupuntura, antecedentes a tratamento
dentéario, relato intrafamiliar de hepatite, vacina contra
Hepatite B (1%, 2% e 3% doses), compartilhamento de objetos cor-
tantes de higiene pessoal e se como profissionais da area da
saude, sabem quais sao as vacinas que devem ser tomadas.

Testes Soroldgicos

Todas as amostras de soro foram analisadas para a pesquisa
dos seguintes marcadores: antigeno de superficie do virus da
Hepatite B (HBsAg) e seu respectivo anticorpo (anti-HBs),
além de anticorpos totais especificos para antigeno do nucleo-
capsideo desse virus (anti-HBc), através do método de ensaio
imunoenzimatico (ELISA). A pesquisa de HBsAg, anti-HBc
total e Anti-HBs foi realizada no laboratério de Anélises
Clinicas da Faculdade de Saude Ibituruna — FASI, utilizando
reativo comercial (Wiener lab e Symbiosys) e seqguindo meto-
dologia e analise recomendadas pelos fabricantes.
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RESULTADOS

Caracteristicas dos profissionais académicos estudados

Em relacdo aos profissionais analisados, a média de idade
desta populacao foi de 25,3, com idades limites entre 21 e 45
anos, sendo composta em sua maioria do sexo feminino
(78%). Dos 50 profissionais analisados, 45 (90%) afirmaram o
uso de equipamentos de protecao individual, 8 (16%) relata-
ram ocorréncia de acidente de trabalho seja por exposicdo ou
por perfuro cortantes, 4 (8%) afirmaram ja ter submetido a
transfusdo sanguinea, 9 (18%) apresentam tatuagem, todos
(100%) nunca se submeterem a Acupuntura, 40 (80%) afir-
maram possuir antecedentes ao tratamento dentdrio, e 14
(28%) afirmaram o compartilhamento de objetos cortantes.
Quanto as caracteristicas relacionadas a hepatite, 10 (20%)
afirmaram a ocorréncia intrafamiliar de hepatite, 4 (8%) con-
firmaram ser vacinados nao relatando quantas doses foram
administradas, 8 (16%) afirmaram ter tomado a 1° dose, 10
(20%) a 2° dose, 18 (36%) o ciclo completo com as 3 doses
administradas e 10 (20%) relataram nao serem vacinados.
Em relacao ao tempo decorrido apés aplicacao da 1° dose, 39
(98%) afirmaram ter mais de 1 més. Sobre o conhecimento
das vacinas necessarias ao profissional da satude, 30 (60%)
demonstraram desconhecimento sobre quais vacinas sao
essenciais para os profissionais da area da saude (Tabela 1).

TABELA |
Caracteristicas dos 50 académicos estudados.

Caracteristicas n %

Idade (anos)

Média 253

Variagao 21-45
Sexo

Feminino 39 78,0

Masculino 1 22,0
Uso de EPIs

Sim 45 90,0

Nao 5 10,0
Ocorréncia de acidente de trabalho

Sim 8 16,0

Nao 42 84,0
Histéria de transfusdo sanguinea

Sim 4 8,0

Nao 46 92,0
Presenca de tatuagem

Sim 9 18,0

Nao 41 82,0
Acupuntura

Sim 0 0,0

Nao 50 100,0
Antecendente de tratamento dentario

Sim 40 80,0

Nao 10 20,0
Relato intrafamiliar de hepatite

Sim 10 20,0

Nao 40 80,0
Compartilhamento de objetos cortantes

Sim 14 28,0

Nao 36 72,0
Vacina anti-HBV

Sim 4 8,0

Sim (1 dose) 8 16,0

Sim (2 doses) 10 20,0

Sim (3 doses) 18 36,0

Nao 10 20,0
Tempo decorrido apds a ultima dose

<1més 1 2,0

> 1 més 39 98,0

Conhecimento das vacinas a serem

tomadas por profissionais da satde
Sim 20 40,0
Nao 30 60,0
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Determinacao dos marcadores virais HBsAg, Anti-HBc
total e Anti-HBs

A tabela 2 mostra que 14 (28%) dos profissionais académi-
cos foram reagentes para HBsAg. Quanto ao anti-HBc total
(considerado marcador de exposicao prévia ao HBV), 49
(98%) foram nao reagentes e 1 (2%) mostrou-se reagente.
Em relacdo ao anti-HBs, 24 (48%) foram reagentes,
enquanto 26 (562%) apresentaram-se nao reagentes, mos-
trando-se susceptiveis a infecgdao pelo HBV.

TABELA II
Resultados obtidos na determinacao dos marcadores virais
HBsAg, Anti-HBc total e Anti-HBs

Reagente Nao-reagente
Marcadores
n % n %
HB sAg 14 28,0 36 72,0
Anti-HBc total 1 2,0 49 98,0
Anti-HB's 24 48,0 26 52,0

Relacao entre a determinacao do Anti-HBs e a imuniza-
cao anti-HBV

Neste estudo, observou-se que a grande maioria dos acadé-
micos foi vacinada (40-80%), e apenas 10 (20%) nunca rece-
beram a vacina. A imunogénese (anti-HBs+) completou-se
em 23 (57,5%) dos vacinados, entretanto 17 (42,5%) académi-
cos que foram vacinados apresentaram anti-HBs- ( Tabela 3).

TABELA Il
Relacéo entre valores obtidos na determinacdo do Anti-HBs
e a imunizagao anti-HBV

Anti-HBs +

n % n % n %
Vacinados 23 57,5 17 42,5 40 100,0
N&o-vacinados 1 10,0 9 90,0 10 100,0

My Anti-HBs - Total
Imunizagao

DISCUSSAO

A incidéncia da infeccdo pelo HBV em profissionais da
saude tem diminuido substancialmente desde a década de
80. Essa queda é atribuida a implementacao dos procedi-
mentos de biossegurancga e, principalmente, ao aumento
da cobertura vacinal nessa populacao’.

Em nosso estudo foram envolvidos profissionais académicos
do curso de Biomedicina e Farmacia atuantes no setor de
andlises clinicas, constituindo um grupo de risco para infec-
¢oes que se transmitem a partir do sangue por via percuta-
nea ou permucosa e susceptiveis a acidentes com perfuro-
cortantes e a exposicao a sangue e seus derivados, sendo
que neste, o virus circula em altas concentracoes, e em bai-
x0s niveis como em outros fluidos corporais, incluido saliva.
Sabe-se que o HBV é 100 (cem) vezes mais infectante que
o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), e 10 (dez) vezes
mais que o virus da hepatite C (HCV)". Portanto, estes pro-
fissionais manipulam estas amostras de maneira bem mais
direta, mostrando a relevancia deste estudo.

Os dados analisados mostraram que 14 (28%) foram rea-
gentes para o HBsAg e 36 (72%) nao reagentes. Quanto ao
anti-HBc (considerado marcador de exposicao prévia ao
HBV), 49 (98%) foram nao reagentes e 1 (2%) mostrou-se
reagente. Em relacao ao anti-HBs, 24 (48%) mostraram-se
positividade, enquanto 26 (52%) foram nao reagentes. Em
um estudo realizado em profissionais de laboratério em
Goiania, Silva e colaboradores (2005)* observaram que
0,7% dos profissionais foram reagentes tanto para HBsAg
quanto para Anti-HBc total, 2% foram reagentes somente
para Anti-HBc total e 21,4% foram reagentes tanto para
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Anti-HBc total quanto para Anti-HBs. Moreira e colabora-
dores (2007)18 observaram, em estudo realizado com pro-
fissionais de um laboratério de satude publica, que 0,5%
eram reagentes para o HBsAg, 10,4% para o anti-HBs e
89,1% nao-reagentes para os dois marcadores. Carneiro e
Daher (2003)3 observaram que 72,2% dos anestesiologistas
analisados foram reagentes para o anti-HBs, 90% foram
nao reagentes para o anti-HBc e nenhum dos participantes
do estudo mostrou positividade para o HBsAg. Em um
outro estudo realizado em profissionais de hemodiéalise de
Goiania, Lopes e colaboradores (2001)* observaram que o
anti-HBc foi observado isoladamente em 3,3% ou concomi-
tantemente com os marcadores HBsAg e anti-HBs em 0,7%
e 20,4% dos profissionais, respectivamente, resultando
numa prevaléncia global para hepatite B de 24,3%.
Constatou-se ainda neste estudo que apenas 49,3% dos
profissionais apresentavam positividade para o marcador
anti-HBs devido a vacinacao prévia contra a hepatite B.
Por outro lado, 40 (26,3%) individuos eram susceptiveis a
infeccao pelo HBV.

O HBsAg é um importante marcador de fase aguda e cro-
nica, sendo ainda um 6timo indicador de portadores assin-
tomaéticos com Hepatite B cronica. Das amostras analisadas
14 (28%) foram reativas para este marcador, sendo que 2
achados relataram nao serem vacinados e nao tiveram rea-
tividade para o Anti-HBs. Este achado pode indicar um
paciente assintomdtico que j& sofreu exposicdo ao virus,
porém nao manifestou a doenca, pois existem estudos que
afirmam que portadores de HBV podem ficar assintomati-
cos por mais 10 anos, sendo estes transmissores em poten-
cial'. Outra hipétese é considerar o achado como um falso
positivo, pois a especificidade deste marcador com pacien-
tes com sinais e sintomas de hepatopatia é alta, entretanto
foi sugerido aos voluntédrios que procurasse realizar outros
exames confirmatérios como (DNA-HBV) usado na biolo-
gia molecular, pois a identificacao destes pacientes assin-
tomaticos realizada precocemente reduz a transmissao
continuada'. E relevante ressaltar o niimero expressivo de
achados com este marcador, sendo estes pertencentes a um
grupo de risco, idade média de 25,3 anos, dentro de uma
faixa sexualmente ativa, e com relatos de acidentes com
materiais perfurocortantes ou exposicdo percutanea, fato-
res estes que potencializam o risco de transmissao deste
virus tornando o achado significativo.

Em relacao ao Anti-HBc, sua presenca no soro € indicativo
de enfermidade ativa, podendo ser detectavel por um longo
tempo depois da infeccao, podendo ainda ser indicador de
infeccao anterior. Das 50 amostras analisadas somente 1
apresentou-se reagente para este marcador que mostrou-se
também reagente para o anti-HBs, no qual houve relato
deste académico de infecgdo intrafamiliar para Hepatite do
tipo A, presenca de tatuagem, compartilhamento de objeti-
vos de higiene pessoal, demonstrando imunidade adquirida
naturalmente apés contato com o HBV.

Quanto ao Anti-HBs, este marcador detecta a presenca de
anticorpos contra HBsAg, sendo este um importante acom-
panhante dos pacientes infectados com HBV e para o con-
trole da resposta imunolégica depois da vacina. As vacinas
contra a hepatite B disponiveis no Brasil sdo produzidas
por engenharia genética por meio da insercao de um plas-
mideo contendo o antigeno de superficie do virus B
(HBsAg) em levedura. As vacinas nao promovem infec¢ao,
pois ndo contém DNA viral. A vacinacao induz apenas a
producao do anti-HBs. As vacinas podem conter ou nao
timerosal e 0 HBsAg é adsorvido ao hidréxido de aluminio®.
Os esquemas mais utilizados freqiientemente sao de trés
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doses nos momentos zero, um e seis meses apos a primei-
ra dose. O intervalo recomendado entre a primeira e a
segunda dose é de um més, e entre a segunda e terceira é
de, no minimo, dois meses. A terceira dose deve ser admi-
nistrada ap6s os seis meses de idade'’. Se a série foi inter-
rompida apés a primeira dose, a segunda deve ser dada
logo que possivel, e a terceira pelo menos 2 meses ap6s a
segunda. Se apenas a terceira dose estiver faltando, ela
deve ser administrada imediatamente. Esquemas alternati-
vos podem ser utilizados da seguinte forma: vacinagao
rdpida: primeira dose no dia 0 e as outras doses ap6s 1, 2,
meses e reforco aos 12 meses; vacinacao acelerada: primei-
ra dose no dia 0 e as outras ap6s 7 e 21 dias e reforgo aos
12 meses; esquema de 2 doses: primeira dose no dia 0 e
outra 6-12 meses apos (individuos especiais)".

Em relacdo a imunogenicidade e eficacia da vacina, os titu-
los de anti-HBs considerados protetores sao superiores a 10
mUI/ml. Apés trés doses intramusculares de vacina contra
hepatite B, mais de 90% dos adultos jovens e mais de 95%
das criancas e adolescentes desenvolvem respostas ade-
quadas de anticorpos. Porém, com a idade, ocorre queda
da imunogenicidade e, aos 60 anos, aproximadamente,
somente cerca de 75% dos vacinados desenvolvem anti-
corpos protetores’. Na faixa etdria pedidtrica, os niveis de
protecao alcancados com a vacina sao de 16 a 40% apos
uma Unica dose, 80 a 95% depois de duas doses e 98 a
100%, seguindo trés doses®®. Entre os adolescentes e os
adultos, as taxas de resposta de anticorpos sao de 20 a 30%
apo6s uma dose, 75 a 80% seguindo duas doses e 90 a 95%
depois de trés doses. A garantia da eficdcia em longo prazo
da vacina é devida a resposta anamnéstica anti- HBs®**.
Os fatores que podem afetar a resposta a vacina incluem:
modo de conservacao da vacina, local da aplicacao, sexo,
idade, peso maior que 70 kg, obesidade, fumo, fatores
genéticos, doencas cronicas e condicdo nutricional e imuno-
légica. Devido a excelente imunogenicidade da vacina, nao
estd indicada sorologia apds a vacinacao, exceto para os
grupos de risco, tais como: profissionais da satde, pacientes
em didlise e recém-nascidos de maes portadoras do HBsAg.
Nesse caso, o teste sorolégico deve ser realizado um a trés
meses ap6s completar o esquema vacinal’. Os niveis de
anticorpos derivados da vacina normalmente declinam com
o passar do tempo, mas eles permanecem por pelo menos
15 anos apos a série completa de vacinacao e sao reativa-
dos, quando necessdario, pela memoéria imunolégica. Por
esse motivo, doses de reforco nao sao habitualmente reco-
mendadas, a nao ser em alguns grupos especiais, de risco®’.
A vacina tem eficacia de 80% a 100% em prevenir a infec-
cao ou a doenca clinica naqueles que recebem o esquema
completo®**. Em Taiwan, pais de alta endemicidade da
hepatite B, oito anos ap6s o inicio da imunizacdo universal,
houve reducao de cinco vezes na porcentagem de criancas
HBsAg positivas. A eficacia protetora da vacina foi de
85%°. Houve diminuicao significativa nos indices de mor-
talidade por hepatocarcinoma em criancas no mesmo pais
entre 1984 (época do inicio da vacinacao) e 1993%“. No
Alaska, regidao de alta endemicidade de hepatite B, dez
anos apos a implantacdo da imunizacao universal dos lac-
tentes, entre 271 criancas menores de dez anos imuniza-
das, nenhuma ficou portadora crénica, e apenas quatro
mostravam evidéncia de infeccao pregressa resolvida,
sugerindo que a vacinacao universal pode levar a elimina-
cao de novos casos de infeccao crénica™.

Neste estudo, observou-se que a grande maioria dos aca-
démicos foi vacinada 40 (80%), e 10 (20%) nunca recebe-
ram a vacina mostrando que estes académicos eram sus-
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ceptiveis a infeccao pelo HBV. A imunogénese (anti-HBs+)
completou-se em 23 (57,5%) dos vacinados, entretanto 17
(42,5%), participantes que foram vacinados apresentaram
anti-HBs-. Sendo que 8 receberam a 1¢ dose hé mais de 1
més, e dentre estes, 3 apresentaram positividade para o
Anti-HBs corroborando com estudos que demonstraram
que, em adultos, a resposta de anticorpos apés a 1° dose é
de 20 a 30%6,8,21. Em relacéao a vacinacao das 2% doses, 10
afirmaram terem tomado ha mais de 1 més, e dentre estes
5 tiveram reatividade para Anti-HBs corroborando também
com estudos que demonstraram que a porcentagem, em
adultos, das taxas de producao de anticorpos apés a admi-
nistracao da 2° dose é de 75 a 80%°%*, fato que estd intima-
mente relacionado com a memoéria imunolégica de cada
individuo, sendo concluido que 50% dos que afirmaram
terem tomado somente as duas doses se encontram imuni-
zados. Quanto ao esquema de vacinacao completo, 18 afir-
maram ter recebido as trés doses, sendo que 14 deles apre-
sentaram positividade para o Anti-Hbs e 4 profissionais
nao completaram a imunogénese para Anti-HBs. Segundo
Ferreira e Silveira (2006)", a taxa de producao de anticor-
pos apods o esquema de vacinacdo completo é de 90 a 95%,
demonstrando que mesmo ap6s a vacinacdo completa exis-
te uma pequena porcentagem de individuos que podem
nao ficar imunes, comprovando a importancia da realiza-
cdo de testes soroldgicos preconizado pelo Ministério da
Satde em profissionais da drea da satde ap6s esquema de
vacinacao completo, para confirmacao da imunizacao, uma
vez que estes profissionais estao susceptiveis a infeccoes
pelo HBV através de sua intima relacdo com a manipula-
cao de sangue e outros fluidos corporais de pacientes
infectados pelo virus®.

CONCLUSAO

Nao héa duvida que a imunoprofilaxia é o método de menor
custo-beneficio para controlar globalmente a infeccao pelo
virus B e suas complicacoes. Apesar da prevaléncia de
vacinacdo para hepatite B entre os profissionais académi-
cos estudados ser alta, ainda nao é satisfatoria em decor-
réncia da baixa positividade para o Anti-HBs nesses indi-
viduos. A falta de informacéao, possivelmente relacionada a
menor reciclagem profissional, parece ser um dos princi-
pais fatores limitantes da vacinacao, e sugere a importan-
cia de iniciativas desta natureza, uma vez que o Ministério
da Saude disponibiliza gratuitamente as doses da vacina
para os profissionais da area da saude.

Portanto, existe relutancia quanto a protecao contra o HBV,
pois muitos académicos sao susceptiveis a infeccao por
esse virus ou por nao serem vacinados, ou por nao terem
completado o esquema da vacinagao, ou por nao apresen-
tarem resposta imune a vacina, concluindo que campanhas
de vacinacao e implantacao de medidas profilaticas devem
ser intensificadas, bem como a realizacao de triagem soro-
légica para hepatite B dos profissionais da drea da satude
para confirmacao da imunizacao, visando a prevencao e
controle da infeccao pelo VHB nestes profissionais.
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Anticorpos anti-toxoplasma em gestantes atendidas
em unidades de saude do municipio de ljui/RS*

Anti-toxoplasma antibodies in pregnancies attending in health unit at ljui city/RS

Marilei Uecker Pletsch’, Karla Renata de Oliveira® & Francine Toller Saraiva®

/RESUMO - O diagnoéstico da toxoplasmose durante a gestacao é importante, pois a mae pode transmitir ao feto esta doenca o que pode
resultar em abortamento, prematuridade, crescimento intrauterino retardado, malformacoes diversas, prenhez molar e 6bito intra-
utero. Este estudo tem como objetivo identificar a presenca de anticorpos anti-toxoplasma em gestantes atendidas em Unidades de
Saude do municipio de Ijui. A identificacdao dos anticorpos ocorreu através do teste de microhemaglutinacao. Participaram deste estu-
do 80 gestantes no periodo de abril de 2005 a dezembro de 2006. A média de idade das gestantes que realizaram os exames foi de 25
anos e 59% nao possuiam o ensino fundamental completo. Também, é relevante o desconhecimento das gestantes sobre os riscos rela-
cionados a patologia em questao. Com relacao a sorologia, nenhuma delas apresentou anticorpos IgM anti-toxoplasma e 54 (67%)
apresentaram sorologia reagente para o anticorpo IgG anti-toxoplasma. Esses resultados sdo coerentes com outros estudos ja realiza-
dos no Sul do Brasil. Desta forma, é importante manter as gestantes nao reagentes (33%) sob monitoramento, para evitar uma conta-
minagao primaria destas e consequentemente danos ao feto.

PALAVRAS-CHAVE - toxoplasmose; gestantes; sorologia J/

/" SUMMARY- The diagnosis of toxoplasmosis is important during the pregnancy, therefore the mother can transmit this illness to the
embryo and it can result in abortion, premature baby, intrauterine growth retardation, many malformations, molar pregnancy and
intrauterine death. The objective of this study is to identify the presence of anti-toxoplasma antibodies in pregnancies attending in
Health Unit at Ijui city. The antibodies identification occurred through the micro haemagglutination test. The data collection was car-
ried out in the period from April 2005 to December 2006 with 80 pregnancies. The pregnancies age media was 25 years old and 59%
didn't have completed the basic education. Also is relevant the unknown of the pregnancies about the illness risks. About the serolo-
gy, none of pregnancies have the IgM anti-toxoplasma antibodies and 54 (67%) had presented reacting serology to the IgG anti-tox-
oplasma antibodies. These results are coherent with other studies realized in the South of Brazil. It is important to keep the non react-

KEYWORDS - toxoplasmosis; pregnancies; serology

ing pregnancies (33%) on monitoring to prevent a primary contamination and, by consequence, the embryo damages.

/

INTRODUCAO

toxoplasmose é uma doenca infecciosa, causada pelo

protozodrio Toxoplasma gondii (T.gondii), um parasito
intracelular de humanos e animais. Também é chamada de
“doenca do gato”, ja que este é o hospedeiro definitivo do
parasito e principal transmissor da doenca aos humanos. E
uma infeccdo que apresenta manifestacoes variadas,
incluindo desde quadros assintomaticos até quadros de
manifestagoes sistémicas extremamente graves (CAMAR-
GO, 2001; VIEGAS et al. 2002'"%) O parasita atinge o con-
cepto por via transplacentdria causando danos de diferen-
tes graus de gravidade, dependendo da viruléncia da cepa
do parasita, da capacidade da resposta imune da mae e do
periodo gestacional em que a mulher se encontra, poden-
do resultar, inclusive, em morte fetal ou em graves mani-
festacoes clinicas (SPALDING et al. 2003°). Hinrichsen et
al. (2005), ressaltam que a toxoplasmose congénita resulta
da infeccdo priméria aguda da méae no periodo gestacional.
Os mesmos autores alertam que o risco de infeccao fetal
aumenta com a evolucao da gestacao.
A toxoplasmose é uma parasitose de distribuicdo mundial
em que a soropositividade na populacao adulta pode variar
de 20 a 90% (GALVAN-RAMIREZ et al. 1998?). Estudos
realizados por diversos autores mostram que a presenca de
anticorpos anti-toxoplasma em gestantes pode variar muito
de regiao para regiao. No Rio Grande do Sul apontam que
a presenca de anticorpos do parasito pode variar em cerca
de 60% a 75% da populacao adulta (VARELLA et al. 2003;
SPALDING et al, 2005""). De acordo com Varella et al

(2003) esta variacao se deve também a caracteristicas cli-
maticas, fatores culturais e habitos alimentares. Este estu-
do pretende conhecer a estimativa de gestantes atendidas
em Unidades de Satide do municipio de Ijui/RS com soro-
positividade para toxoplasmose.

METODOLOGIA

Realizou-se coleta de soro e entrevista com as gestantes
atendidas no servigo publico de Saide do municipio de
Tjui, no periodo de marco de 2005 até dezembro de 2006.
Antes da coleta, as gestantes foram esclarecidas do proce-
dimento e concordaram com a coleta da amostra, assinan-
do o termo de consentimento livre e esclarecido. As amos-
tras de sangue foram coletadas junto ao Posto de coleta da
Secretaria Municipal de Satude de Ijui, no momento em
que a gestante realizava os exames de rotina do acompa-
nhamento pré-natal. As amostras foram processadas no
laboratoério de Imunologia da UNIJUI. Para as analises, uti-
lizou-se a técnica de Microhemaglutinacao e as amostras
positivas foram tituladas. Antes da utilizacao, as amostras
de soro foram inativadas a 56° por 30 minutos e a seguir
procedeu-se a triagem inicial de todas as amostras, com
uma diluicao inicial do soro de 1/16. As amostras reagen-
tes nessa etapa inicial foram tituladas com a presenca e
auséncia de 2-Mercaptoetanol. Todas as reacdes foram
realizadas com a presenca de controles positivo e negativo
e a leitura realizada 90 minutos ap6s a incubacao.

Apbs a realizacdo dos ensaios, os resultados foram encami-
nhados para a Unidade de Saude onde a gestante realiza o
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acompanhamento pré-natal. A presente pesquisa foi sub-
metida e aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da
UNILJUI, segundo Parecer Consubstanciado N° 46/2005.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O periodo de estudo totalizou 21 meses, sendo que 80 ges-
tantes constituiram a amostra desta pesquisa, das quais
67% (54) apresentaram resultados positivos para IgG na
triagem inicial e 33% (26) sorologia nao reagente, indican-
do que essas gestantes sdo imunes e suscetiveis a toxoplas-
mose respectivamente. Esses resultados sao semelhantes
aos dos estudos realizados por Reis et. al., (2006), que
encontraram 67,5% das gestantes com sorologia reagente
para anticorpos IgG e por Leao (2001) que verificou em
puérperas do municipio de Cuiabd a prevaléncia de anti-
corpos IgG para toxoplasmose de 70,7%. No procedimento
de titulacao e identificacao, realizado neste estudo, nenhu-
ma das gestantes apresentou resultado reagente para IgM,
o que indica que nenhuma das gestantes estudadas encon-
tra-se na fase aguda da doenca. Os resultados da sorologia
estdao expressos na figura 1.

Resultados da Sorologia

IgM Reagente
0%

N&o Reagente
33%

I IgM Reagente
IgG Reagente

67%

H Nao Reagente

W IgG Reagente

Figura 1: Triagem sorolégica inicial das 80 gestantes partici-
pantes deste estudo.

Entretanto, nos estudos realizados por Kawasaki, Carvalho e
Lucarevschi,(2006), com uma populacao residente no inte-
rior de Sao Paulo e por Margonato et al., (2007), no Parana,
foi verificado, respectivamente, que 1,3 e 2,5% das mulhe-
res estudadas apresentavam resultado positivo para IgM.

A idade média das gestantes atendidas foi de 25 anos,
sendo que a mais jovem apresentava 14 anos e a mais
velha 50 anos no momento da coleta, o que esta de acordo
com Kawasaki, Carvalho e Lucarevschi, (2006), que verifi-
caram a idade média de 24 anos variando entre 13 e 47
anos. No mesmo estudo, os autores verificaram que 37,4 %
das gestantes eram multiparas, enquanto nesta pesquisa
verificou-se 61,3% multigestas e 38,7% primigestas. Além
disso, verificou-se que a maioria, 58,75% (47), ndao comple-
tou o ensino fundamental, enquanto os autores do estudo
realizado no interior paulista encontraram, 61,2%, das
mulheres com este nivel de escolaridade. Esses autores
relacionaram esse dado com as gestantes que apresenta-
ram IgG reagente e concluiram que quanto menor o nivel
de escolaridade materna maior a soropositividade.

Quanto aos fatores de risco para a doenca, 35% (28) das
gestantes tem contato com gatos, 32,5% (26) ingerem car-
nes cruas, 26,25% (21) ingerem leite cru e apenas 6,25% (9)
tem habito de ingerirem ovos crus. Estes sao fatores de risco
ja que o leite e ovos crus contém cistos do parasito, e gatos
sao hospedeiros definitivos da toxoplasmose, pois hé inges-
tao ou inalacao de oocistos encontrados em fezes de gatos
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[ contaminados. Os resultados, quanto a presenca de fatores

de risco e desconhecimento da doenca, sdo compativeis
com estudo realizado com puérperas em Cuiabd, (Leao,
2001%). Outro dado que aparece neste estudo é o desconhe-
cimento das gestantes quanto a doenca, 47% delas relata-
ram desconhecer a doenca e suas manifestacoes, o que
pode justificar o fato de muitas gestantes em acompanha-
mento pré-natal (12%) nao realizarem os testes sorolégicos
apontado por Kawasaki, Carvalho e Lucarevschi, (2006)
No momento da coleta do material biolégico para o exame,
25 gestantes encontravam-se no primeiro trimestre da ges-
tacao, 36 no segundo trimestre e 19 no terceiro trimestre,
como mostrado na figura 2. O risco de transmissao para o
feto no primeiro trimestre é de 6 a 14%, no segundo € de
29 a 40% e no terceiro trimestre é de 59 a 72% o risco de
transmissao da doenca para o feto, segqundo (HINRICH-
SEN, et al. 2005%). Contudo é importante ressaltar que as
consequéncias para o feto sdo mais graves quando a trans-
missdo ocorre no primeiro trimestre de gestacao (MOZ-
ZATTO E SOIBELMANN PROCIANOY, 2003’). Nesse sen-
tido, Margonato et al., (2007), destacam a importancia da
implantacdo de protocolos clinicos de forma adequada, no
que se refere a idade gestacional, ressaltando que esses
podem trazer beneficios tanto do ponto de vista de prote-
cao a saude quanto de economia. Kawasaki, Carvalho e
Lucarevschi (2006) sugerem que o ginecologista solicite
sorologia para toxoplasmose desde a primeira consulta
pré-natal. E, ainda, segundo Spalding et al. (2005), o diag-
noéstico precoce auxilia na prevencao da transmissao, bem
como de gastos desnecessdrios com medicamentos. Cabe
salientar que a assisténcia a toxoplasmose na gestacao,
ainda é limitada em algumas localidades (KAWASAKI,
CARVALHO E LUCAREVSCHI, 2006%), o que também é
realidade no municipio estudado.

PERIODO DA GESTAGAO NA HORA DA COLETA

40
35
30
25
20
15
10

N° de
Gestantes

1° Trimestre 2° Trimestre 3° Trimestre

Periodo de Gestacao

Figura 2: Periodo da Gestacao no momento da coleta.

A partir dos resultados reagentes na triagem, avaliou-se a
quantidade de anticorpos anti-toxoplasma que a gestante
possuia no soro, realizando a titulacdo dos anticorpos. De
acordo com os resultados explicitados na Figura 3, pode-se
observar que a maioria das gestantes estd na titulacao
ideal que as fornece imunidade para a doenca, ja que abai-
xo0 de 1/64 a protecéo fetal é baixa e acima de 1/256 pode
ser indicio de doenca recente.
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RESULTADO DA SOROLOGIA
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Figura 3: Titulacao de anticorpos anti-toxoplasma.

CONCLUSAO

Nenhuma das gestantes que realizaram o exame apresenta-
ram IgM nos seus resultados, o que garante que nao encon-
tram-se na fase ativa da doenca. Por outro lado, é importan-
te considerar que 33% das mulheres nao apresentaram
nenhum tipo de anticorpo anti-toxoplasma, o que torna essa
populacéo suscetivel ao desenvolvimento da doenca e con-
taminacao fetal principalmente porque estao expostas aos
fatores de risco e desconhecem os riscos da patologia. Desta
forma essas gestantes devem ser orientadas quanto aos pos-
siveis mecanismos de contaminacdo e principais sintomas
da doenca para que possam ser tratadas e diminuir o risco
de infeccao fetal, caso desenvolvam a doenca primdria
durante a gestacao. Além disso, seria recomenddavel orientar
as mulheres em idade fértil desta populacao sobre os riscos
relacionados a patologia, principalmente para o feto, e da
necessidade de uma investigacao acerca da patologia antes
da concepcao, bem como durante o periodo pré-natal, prin-
cipalmente para as gestantes que apresentam suscetibilida-
de ou infecgao pelo toxoplasma.
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Herpes Simplex 2 e Citomegalovirus
Efeitos Citopaticos vs. Mecanismos de Infeccao

Herpes Simplex 2 Virus and Cytomegalovirus
Cytopathic Effects vs. Infection Mechanisms
Batista, A."; Caeiro, A."; Mendonca, P’ & Amaral, | *

/RESUMO - Os virus, contrariamente a outras classes de agentes que afectam o organismo, nao sao observaveis em microscopia ()ptiN
ca, reflectindo-se apenas microscopicamente em efeitos citopaticos virais (ECPV), que permitem identificd-los por constituirem um
conjunto de alteracoes patognomonicas a nivel celular.

O aumento nuclear, a variacao da morfologia celular, a perda do padrao da cromatina, as inclusoes intranucleares ou intracitoplas-
maticas ou a multinucleacéao, sao alguns dos ECPV mais comuns.

Entre os virus que afectam a mucosa genital, na familia Herpesviridae, inserem-se o Herpes Simplex 2 e o Citomegalovirus, cujo diag-
noéstico devera ter em conta a complexidade dos mecanismos de replicacao.

Assim, e apesar dos varios métodos para a deteccao do virus, a citologia continua a ser um método viavel para o diagnéstico destas
infecgoes virais, sendo que a compreensao do processo de infeccao contribui para a correcta avaliagao microscépica.

Este trabalho tem como finalidade efetuar uma revisao bibliografica sobre o grupo Herpes, focando o Herpes Simplex 2 e
Citomegalovirus; assim como, explicar e relacionar os ECPV, associados ao grupo Herpes, tendo por base os mecanismos de infeccao.

PALAVRAS-CHAVE - Efeitos Citopaticos Virais (ECPV), Herpesviridae, Herpes Simplex 2, Citomegalovirus, Citologia J

plasmatic inclusions and multinucleation.

associated to Herpesvirus group.

/SUMMARY— In opposite to other external agents classes, which affect the organism, viruses are not observed in light microscopy,\
resulting in cytopathic viral effects (CPVE). Those are a group of cellular modifications related to certain microorganisms.
The most common CPVE are: nuclear increase, variation of cellular morphology, lost of chromatin pattern, intranuclear or intracyto-

The Herpesviridae family includes the Herpes Simplex 2 Virus and the Cytomegalovirus that affect the genital mucosa. The complex
diagnostic of these viruses should considerate the replication mechanisms.

In spite of several methods of virus detection, Cytology still is a viable way to diagnose these viral infections. The understanding of
the infection process contributes for a correct microscopic evaluation.

This revision hopes to remember the importance of the understanding of the replication mechanisms, which are correlated with CPVE,

\KEYWORDS - Cytopathic Viral Effects (CPVE), Herpesviridae, Herpes Simplex 2 Virus, Cytomegalovirus, Cytology /

INTRODUGAO

Contrariamente a outras classes de agentes externos
que afectam o organismo, os virus nao sao observaveis
em microscopia 6ptica, sendo apenas detectaveis pelas
suas caracteristicas patognomonicas que alteram a cito-
morfologia. Esse conjunto de alteracoes denomina-se efei-
tos citopdticos virais (ECPV),

Assim, a correlacao desses achados permite a execucao de um
diagnéstico citolégico, com indicacdo do agente causal, sendo,
por isso, a experiéncia do citotécnico de extrema importancia*
O aumento nuclear, a variacao da morfologia celular, a
perda do padrao da cromatina, as inclusdes intranucleares
ou intracitoplasmaticas ou a multinucleacao, sao alguns
dos ECPV mais comuns. **

Assim, pretende-se efectuar uma revisdo bibliogréfica
sobre o grupo Herpes, focando principais virus que afec-
tam a mucosa genital — Herpes Simplex 2 (HSV2) e
Citomegalovirus (CMV), bem como, explicar e relacionar
os ECPV, associados ao grupo Herpes, observados em
Citologia, tendo por base os mecanismos de infeccao.

REVISAO DA LITERATURA

Entre os virus que afectam a mucosa genital, a familia
Herpesviridae, que engloba mais de 100 virus, possui duas
subfamilias que se destacam 2:

- Alphaherpesviridae, na qual se insere o género Simplex
Virus, e onde se inclui a espécie Herpes Humano 2, desig-

nado por HSV2 ou herpes genital;

- Betaherpesviridae, cujo género Cytomegalovirus possui
como espécie principal o Herpes Humano 5, comummente
dito como virus citomegdlico ou CMV.

Estruturalmente (fig.1) salienta-se que estes sao virus DNA
de cadeia dupla linear associada a proteinas. 2

Replicacao viral

A replicacao viral ocorre segundo o conjunto de etapas
enunciadas***® (fig.2):

1 — Ligacao e fusao do virus com a membrana celular.

2 — Migracao da cépside pelos microtibulos celulares até
aos poros da membrana nuclear.

3 — Entrada do DNA viral no nucleo.

4 — Transcricdo do DNA, com sintese de proteinas virais de
regulacao e estruturais.

5 — Saida do ntcleo, com encapsidacao aquando da passa-
gem pela membrana nuclear.

6 — Libertacao dos virioes por exocitose.

Achados Citolégicos

Apbs a infeccao celular e consoante o seu estddio, sao
observados alteracoes citolégicas ou ECPV caracteristicos
do género viral (tab.1).

Os achados especificos do CMV sao a rara multinucleacao,
a perda do padrao da cromatina, halos perinucleares,
inclusdes nucleares escuras e inclusdes citoplasmaticas
denominadas satélite (fig. 3A).7

Em relacdo ao HSV2 a multinucleacdao dé origem a células
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gigantes de Tzanck, existe modelacao nuclear, perda do
padrao da cromatina, halos perinucleares e auséncia de
inclusoes citoplasmaticas. As inclusdes nucleares sao tam-
bém observadas apresentando-se inicialmente com um
aspecto claro “em vidro fosco” e evoluindo para inclusoées
eosinofilicas denominadas Cowdry do tipo A (fig. 3B). *%¢

EXPLICAGAO DOS ACHADOS

Os ECPV relacionam-se com os mecanismos de infeccao
viral. Essas alteracoes podem ser atribuidas a véarias etapas
da interaccao entre o virus e as células hospedeiras. *
Como demonstrado na tabela 1, a multinucleacao esta pre-
sente em ambos os herpesvirus. Existem véarias explicacoes
para a formacéo de células policariéticas atuando na infec-
¢ao viral. Por um lado, a divisdo da célula infectada pode
ser inibida por falha na mitose, formando um sincicio; por
outro lado, esta multinucleacao pode ter origem na fusao
entre células infectadas e nao infectadas. Através das gli-
coproteinas virais hd quebra das membranas celulares e o
citoplasma funde-se. A multinucleacao conduz a formacao
de uma célula invidvel, levando a morte celular. >+58101112
A maturacao viral coincide com alteracoes da cromatina, mar-
ginacao e transformacao desta em vesiculas cheias de mate-
rial dos corpos de inclusao formados pelo herpes. A inclusao
pode ser um local de acumulacao de proteinas virais ou ser
constituidos por componentes nucleares degenerados. 237!
No caso do HSV2, dependendo do estddio da infeccao
viral, podem observar-se dois tipos de inclusao distintos:
inicialmente, a inclusdo é clara, com aspecto de "vidro
fosco"”, correspondente ao local de desaparecimento da
cromatina; em estadios mais tardios, o nuicleo enche-se
com o material de inclusao, formando corpos de Cowdry do
tipo A. Estes, sao inclusdes amorfas, escuras, rodeadas por
um halo claro, devido a marginacao da cromatina. 789131
No CMYV, as inclusoes caracteristicas sao eosinoéfilicas ou
basofilas, igualmente rodeadas por um halo, dando-lhe o
aspecto “olho de coruja”. O CMV pode ainda apresentar
inclusodes citoplasmaéticas, denominadas inclusoes satélite. *’
Séao, entéo, estas alteracdes morfolégicas, provocadas pelos
mecanismos de infeccdo, que permitem o seu relaciona-
mento com determinados tipos de virus do grupo herpes.

Envelope

Spike

Capsid

Nucleic acid

Figura 1 — Estrutura dos Herpesvirus
Fonte:
http://resources.gmc.cc.ga.us/ss_center/teachers/teacher files/11%20Viruses.ppt#7
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Figura 2 - Mecanismo de Replicacao Viral
Fonte:
http://resources.gmc.cc.ga.us/ss_center/teachers/teacher files/11%20Viruses.ppt#2

Figura 3 - ECPV sugestivos de CMV (A) e HSV2 (B), respectivamente
Fonte: http://www.upstate.edu/courseware/cytotech/viral1.shtml
http://nih.techriver.net/patientimages/0169.jpg

TABELA |
Sintese de Achados Citoldgicos dos Herpesvirus

Achados (o\Y) HSV2
Multinucleagao (M) v v
Modelag&o Nuclear (MN) x v
Inclusdes Nucleares (IN) v v
Perda do padrao da cromatina (C) 4 v
Halos (H) v v
Inclusées Citoplasmaticas (IC) v x
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CONCLUSAO

O diagnéstico das infecgdes virais do grupo herpes que
afectam a mucosa genital devera ter em conta a complexi-
dade dos mecanismos de replicacao.

Assim, surgem varios métodos para a deteccao do virus
que englobam técnicas: seroldgicas, citoquimicas, molecu-
lares para pesquisa de genoma virico, como, por exemplo,
o Polymerase Chain Reaction (PCR), técnicas de imuno-
fluorescéncia e imunoenzimdticas, pesquisa de particulas
virais por microscopia electrénica, entre outras. *'**
Apesar da Citologia ser descrita como um modo pouco sen-
sivel para o diagnéstico destas infecgoes virais **, € um méto-
do vidvel na medida em que é rdpido e pouco dispendioso,
onde a compreensao do processo de infeccao contribui para
a correcta avaliacao microscépica. Por isso podera ser utili-
zado como primeira escolha no rastreio destas infeccoes.
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Determinacao do marcador Anti-HBc na prevencao da
transmissao transfusional do virus da Hepatite B:
importancia e implicacoes
Anti-HBc determination to prevent the post-transfusional Hepatitis B infection:

importance and implications
Aline B. Wohlfahrt', Sandra T. Beck’, Aline Foletto’ & Adrianne Ceccim®

tadores de doenca infecciosa cronica.

/RESUMO - Para determinar a presenca do perfil sorolégico sugestivo de Hepatite B oculta, foram analisados os marcadores HBsAg e\
os anticorpos anti-HBc e anti-HBs de 7896 doadores de sangue do Banco de Sangue do Hospital Universitdrio de Santa Maria -RS, no
periodo de abril de 2007 a agosto de 2008. Foi estimada uma prevaléncia de 0,86% para o marcador anti-HBc, sendo este marcador o
unico detectado em 0,11% dos individuos estudados. Tentar esclarecer e orientar o acompanhamento destes pacientes é importante
para iniciar tratamento adequado, se necessario, ou evitar que estes individuos se tornem ansiosos com a possibilidade de serem por-

PALAVRAS-CHAVE - Hepatite B oculta; anti-HBc; doadores de sangue /

KEYWORDS - Occult hepatitis B; anti-HBc; blood donors

/SUMMARY- In order to determine the presence of a serological profile that suggest occult Hepatitis B virus infection (anti-HBc alone),
we analyzed the serological markers HBsAg and the antibodies anti-HBc and anti-HBs to virus B from 7896 blood donors of Blood
Transfusion Center at University Hospital of Santa Maria, between April, 2007 and August, 2008. The prevalence estimated of anti-
HBc marker was 0,86% in whole studied population. In 0,11% of the blood donors it was the only marker present . Know the serolog-
ical profile of these donors is important to implement a right treatment if necessary and to avoid the patient’s anxiety.

/

INTRODUCAO

As hepatites virais sdo um grave problema de saude
publica no Brasil e no mundo (3).

Em infeccoes pelo Virus da Hepatite B (VHB), ocorrem varias
alteracoes histologicas no figado, desde a hepatite aguda, pas-
sando pelos fenomenos reacionais leves até as formas mais
graves, que incluem as hepatites crénicas com graus variados
de lesao histologica, a cirrose e o carcinoma hepatocelular (24).
O VHB ¢ altamente infectante e sabe-se que uma s6 parti-
cula viral é capaz de contaminar o ser humano (12). Sua
transmissao pode ocorrer pela via parenteral (sangue ou
produtos sanguineos), sexual (sémen e secrecdo vaginal),
vertical (de mée para filho através da placenta e leite mater-
no) ou por solucao de continuidade (pele e mucosa) (3).

O antigeno de superficie do virus B (HBsAg) é o marcador
caracteristico da infeccao pelo VHB. O aparecimento do
anticorpo contra antigeno de superficie (anti-HBs) marca a
recuperacao da hepatite B. O anticorpo anti-HBs confere
imunidade quanto presente em niveis superiores a
10mUI/mL e, em muitos pacientes, esse anticorpo persiste
por toda a vida, conferindo assim imunidade a longo prazo.
O anticorpo contra proteinas do nucleo (anti-HBc) da clas-
se IgM é o primeiro anticorpo a ser detectado durante uma
infeccdo aguda. E o tinico marcador da infeccdo pelo VHB
durante o periodo de janela imunolégica, que consiste
entre o desaparecimento do HBsAg e o aparecimento do
anti-HBs. Numa infeccao recente pelo VHB, o anti-HBc
IgM apresenta-se em titulos altos; porém, esse anticorpo
pode ser detectado em titulos baixos numa infecgdo croni-
ca, em periodos de reagudizacdao. Durante a recuperacao,
o titulo de anti-HBc IgM diminui enquanto aumenta o titu-
lo de anti-HBc da classe IgG, o qual indica uma infec¢ao
pelo VHB cronica ou passada (22).

O marcador capaz de diferenciar esta situacao é o anti-HBs,
que estara indetectdvel em portadores cronicos, mesmo se

submetidos a vacinacao (10). J4, individuos que tem como
unico marcador a presenca de anti-HBc, mas que respon-
dem bem a vacinacao, podem apenas estar apresentando
baixos titulos de anticorpos anti-HBs, ndo detectados soro-
logicamente. Contudo, apds apresentarem resposta vacinal
serdao considerados imunes (29).

A forma cronica da hepatite B é caracterizada pelo estado
de portador do HBsAg por mais de seis meses, aumento da
alanina aminotransferase (persistente ou intermitente),
niveis séricos de HBV-DNA excedendo 10° a 10° cépias por
mL e atividade histolégica necroinflamatéria hepatica (21).
Para o controle da infeccao pelo VHB por hemoderivados,
desde 1989 vém sendo praticada no Brasil a pesquisa do
HBsAg nos doadores de sangue (4). Em 1993, foi acrescen-
tada a pesquisa sorolégica do anticorpo anti-HBc (5,23). A
introducao desse ultimo teste na triagem dos doadores de
sangue diminuiu ainda mais a incidéncia da hepatite B poés-
transfusional que, eventualmente, ainda ocorria por meio de
sangue HBsAg-negativo, mas anti-HBc-positivo (8,18,34).
A partir desta triagem, foram identificados pacientes apre-
sentando o anticorpo anti-HBc isolado (HBsAg-negativo,
anti-HBc-positivo, anti-HBs-negativo), que apresentam um
perfil sorolégico considerado indefinido, podendo ser indi-
viduos que apresentam uma infeccgéao resolvida, portadores
crénicos com baixa producao de HBsAg ou pessoas com
anti-HBc falso-positivo (1,15).

Doadores com reatividade apenas para o anticorpo anti-
HBc (anti-HBc isolado) necessitam de acompanhamento e
esclarecimento sobre a sua situacao, uma vez que, usual-
mente, tornam-se ansiosos e preocupados com a possibili-
dade de serem portadores de doenca infecciosa cronica e
potencialmente agressiva (33).

Devido a importancia da identificacdo e acompanhamento
destes pacientes, o presente estudo teve como objetivo
apresentar a prevaléncia de individuos que possuem perfil
sorolégico de anti-HBc isolado sugestivo de infecgao oculta
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pelo VHB entre os doadores de sangue do Banco de Sangue
do Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM)- RS.

MATERIAIS E METODOS

Os resultados das pesquisas soroldgicas de marcadores da
infeccdo pelo VHB foram obtidos e analisados apds tria-
gem sorolégica de rotina de 7896 doadores do Banco de
Sangue do HUSM.

O levantamento dos dados foi realizado através dos regis-
tros encontrados no arquivo do Banco de Sangue do
HUSM, entre o periodo de 01 de abril de 2007 a 19 de
agosto de 2008.0s marcadores sorolégicos HBsAg e anti-
HBc foram pesquisados durante a rotina de triagem de
doadores do Banco de Sangue e a pesquisa do anticorpo
anti-HBs, solicitada ao Setor de Imunologia do Laboratério
de Anadlises Clinicas do HUSM. Foram utilizados testes
imunoenziméticos comerciais, (MEIA-Axyms® -Abbot-
USA) implantados e validados na rotina de cada setor.

CONSIDERACOES ETICAS:

Os procedimentos deste estudo foram aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM) sob o protocolo n® 0014.0.243.000-07.

RESULTADOS

A triagem sorolégica para Hepatite B em doadores de san-
gue é realizada através da determinacao dos marcadores
HBsAg e anti-HBc total. A prevaléncia destes marcadores
na populacao estudada encontra-se descrita na tabela 1.

TABELA |
Prevaléncia sorolégica dos marcadores HBsAg e
anti-HBc na populacao estudada

Marcadores de Hepatite B

Doadores HBsAg Anti-HBc
Reagente n (%) 4 (0,05) 68 (0,86)
Nao reagente (n) 7892 7828

Total (n) 7896 7896

Entre os individuos anti-HBc reagentes (n = 68), foi anali-
sada a presenca associada de outro marcador sorolégico
para VHB. Porém, nao foi possivel determinar a presenca
de anti-HBs em todos individuos (tabela 2).

TABELA I
Perfil sorolégico dos individuos anti-HBc reagentes
Anti-HBs
Reagente N&o reagente Nao determinado
HBsAg n (%) n (%) n (%) TOTAL
Reagente 0 4 (5,9) 0 4
Nao reagente | 32 (47) 9(13,2) 23 (33,8) 64
TOTAL 32 13 23 68
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Entre os individuos apresentando sorologia nao reagente para
HBsAg e reagentes para anticoros anti-HBc, que retornaram
para a pesquisa de anti-HBs (n = 45), péde-se observar a pre-
senca isolada do marcador anti-HBc em 20% (9/45), (figura 1).

# Anti-HBs Nao reagente
o Anti-HBs Reagente

HBsAg nao reagente

Figura 1: Freqiiéncia do marcador anti-HBc isolado na amostra avaliada.

A frequéncia de anti-HBc isolado na populacao de 7896
doadores avaliados foi de 0,11% (9/7896).

DISCUSSAO

A Hepatite B é a mais freqiiente das doencas de
transmissao parenteral detectada durante triagem para
doacao de sangue (31).

A infeccao viral persiste mesmo apds a recuperacao da
hepatite aguda, podendo o virus persistir por muitos anos
no figado e nos linfécitos, as vezes por toda a vida, com
baixos niveis de replicacdo, muitas vezes com persisténcia
de inflamacao hepatica (25).

Os primeiros marcadores a serem produzidos apds a expo-
sicdo ao VHB sdo os anticorpos contra o “core” (nicleo) do
virus da hepatite B (anti-HBc), estando presentes ja na fase
aguda da doenca e geralmente persistindo durante toda a
vida apés o contdgio. E usualmente detectado junto com o
antigeno de superficie (HBsAg) nas hepatites B agudas e
crénicas e junto com o anti-HBs nas infeccoes resolvidas
(HBsAg nao reagente no prazo de 6 meses) (28).

A freqliéncia de 0,86% de doadores de sangue com o mar-
cador anti-HBc reagente encontrada no presente estudo
(tabela 1), mostrou-se semelhante a descrita em estudo
realizado com doadores de sangue do HUSM de Santa
Maria, no periodo de 01 de janeiro de 2006 a 31 de marco
de 2007, o qual relata uma freqiiéncia de 0,8%. A preva-
léncia de 0,05% doadores, apresentando HBsAg reagente
(tabela 1), também se manteve constante confirmando os
resultados obtidos anteriormente (11). Estes doadores
apresentam infeccdo aguda ou cronica pelo VHB, sendo
comumente encaminhados a um servigco médico especiali-
zado e submetidos a um exame fisico, avaliacao da funcao
hepética e pesquisa de marcadores de replicacdo do VHB,
para determinar a fase da infeccao.

Entre os individuos que apresentaram o marcador anti-
HBc reagente, 47,0% (32/68) foram nao reagentes para
HBsAg e reagentes para anti-HBs (tabela 2). Estes pacien-
tes apresentam perfil sorolégico de infeccao resolvida, pois
sdo considerados imunes, ja que o anti-HBs, quando pre-
sente em niveis superiores a 10mUI/mL, confere protecao.
Este anticorpo ter propriedades neutralizantes, impedindo
a entrada do virus na célula (3).

Cabe ressaltar que a infectividade do VHB depende de
varios fatores, incluindo o niimero de cépias do DNA viral.
Na presenca de anticorpos anti-HBs, niveis baixos de parti-
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culas virais do DNA, potencialmente detectaveis por méto-
dos moleculares com alta sensibilidade, podem ser neutrali-
zadas pelo anticorpo presente, tornando o sangue com poder
infectante negligenciavel (19). Apesar disto, individuos anti-
HBs positivos sao excluidos como doadores de sangue.

O marcador anti-HBc pode vir a apresentar reatividade na
pesquisa sorolégica devido aos seguintes fatores: 1) reacoes
sorolégicas falso-positivas: o que vem ocorrendo com menor
frequencia devido ao desenvolvimento de novos reagentes
comerciais com 6tima especificidade; 2) fase de “janela imu-
nolégica”: observada nas infec¢des agudas em resolucao,
quando o HBsAg ja se negativou e o anti-HBs ainda néo é
detectado, surgindo algumas semanas depois; 3) expressao
de imunidade tardia: quando os niveis do anti-HBs decaem
abaixo do limite de deteccao dos testes e o anti-HBc perma-
nece positivo, provavelmente em razao da maior imunoge-
nicidade do HBcAg; 4) infeccao cronica, onde a positividade
do anti-HBc pode ocorrer concomitantemente com uma
carga viral baixa do VHB, e o HBsAg néao é detectado pelos
métodos sorolégicos habituais. Estes casos tém sido rotula-
dos como “infeccao oculta pelo VHB" (IOB) (2,6,35).

As IOBs possuem diversas implicacoes clinicas como: 1)
transmissao por transfusao de sangue, hemoderivados e
transplante de 6rgaos; 2) hepatites criptogénicas, fulmi-
nantes e exacerbacoes da hepatite cronica B; 3) desenvol-
vimento de carcinoma hepatocelular; 4) progressao da
doenca em resposta ao tratamento da hepatite C (16).
Constituem-se hoje no maior risco de infeccao pés-transfu-
sional pelo VHB em diversos paises (20).

Diversos estudos com doadores anti-HBc isolados eviden-
ciaram infeccédo pés-transfusdo de hemoderivados e trans-
plante de érgaos sélidos adquiridos (2,26,35), com taxas de
infectividade alcangcando 17% (26). Na casuistica estuda-
da, foram identificados entre os 68 individuos com o mar-
cador anti-HBc reagente, 13,2% de doadores com perfil
sorolégico sugestivo da IOB (tabela 2), o que corresponde
a 20% dos individuos com pesquisa de anti-HBs realizada
(fig 1). Em relacao a populacao total de doadores, estes
dados correspondem a 0,11% (9/7896) da populacdao que
precisaria ser orientada a fazer uma pesquisa mais comple-
ta para verificar possivel estado infeccioso pelo VHB.

A persisténcia da replicacdo do VHB ap6s a hepatite aguda
reforca a necessidade da triagem sorolégica de doadores
de sangue com o anti-HBc e ressalta a importancia da ado-
cao de testes de acidos nucléicos (NAT), para evitar a
transmissao de hepatite B a partir de doadores de sangue
soronegativos (30). Os NATs sao especificos e extremamen-
te sensiveis para deteccao da hepatite B oculta, por detec-
tar o DNA viral, diminuindo o risco de hepatites p6s-trans-
fusionais (24). Muitos autores consideram esse método a
tecnologia ideal para ser utilizada na rotina. Entretanto,
ndao seria factivel, tanto pelo custo como pela caréncia de
estrutura do nosso pais. Por isto a grande importancia de
determinar a presenca do anticorpo anti-HBc.

Um estudo recente, realizado em doadores de sangue bra-
sileiros, com anti-HBc isolado, avaliou o resultado da vaci-
nacao contra a hepatite B em relacao a soroconversao para
anti-HBs e a presenca do DNA do VHB. Apoés trés doses da
vacina especifica, 90% dos doadores de sangue exibiram
niveis de anti-HBs acima de 10mUI/mL. Além disso, utili-
zando um teste de PCR com limite de deteccao de 100
copias de DNA/mL, todos os doadores portadores de possi-
vel infeccao oculta pelo VHB que foram vacinados apre-
sentaram resultado negativo na pesquisa do DNA viral
apos a vacinacao, sugerindo a possibilidade da eliminacao
do estado de portador oculto do VHB. Tais achados permi-
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tem considerar que o estimulo imunolégico desencadeado
pela imunizacao contra o VHB poderia cursar tanto com a
resolucao de IOBs, quanto com a soroconversao do anti-
HBs em individuos anti-HBc isolados (28).

Individuos que continuam com anti-HBc isolado apés trés
ou quatro doses de vacina necessitam de exames molecu-
lares e um acompanhamento mais atento.

A estimulacao do sistema imune, com uma dose da vacina
contra a hepatite B, torna-se uma maneira alternativa de
investigagdo da IOB (32); pois, os individuos imunes nor-
malmente se tornarao positivos para o anti-HBs rapida-
mente, enquanto os “portadores-ocultos” deverao conti-
nuar negativos para este anticorpo (32).

Com a realizacao de NAT, tem sido demonstrado que
mesmo pessoas com perfil sorolégico de cura (anti-HBc e
anti-HBs positivos) podem sofrer reativacao viral, se estive-
rem portando o VHB em niveis apenas detectaveis por tes-
tes moleculares de grande sensibilidade, e forem submeti-
dos a intensa imunossupressao, como pacientes recebendo
quimioterapia antineopléasica (9). Contudo, na auséncia de
tal situacao, estes individuos parecem ter viremia controlada
e, provavelmente, s6 apresentem o VHB em ntcleo de hepa-
técitos e em algumas células do sistema imune (33) Além
disto, as complicacoes do VHB estao fortemente associadas
a carga viral elevada (7). Entao, os individuos HBsAg-nega-
tivos, anti-HBc e anti-HBs positivos, que apresentam baixa
carga viral, terdo baixissimo risco de complicacdes (13), o
que tranquiliza o doador apresentando este perfil sorolégico
no momento da triagem sorolégica para a doacao.
Pacientes aparentemente saudéveis apresentam a IOB asso-
ciada clinicamente a quatro condicoes: 1) recuperacao da
infeccdo, definida pela presenca do anti-HBs; 2) hepatite cro-
nica, com infecgao relacionada a presenca de cepas mutan-
tes ndo detectadas pelos testes sorolégicos convencionais; 3)
hepatite cronica em portadores em fase assintomdtica que
apresentam anti-HBc detectdvel, com ou sem a presenca de
anti-HBe; 4) hepatite cronica ou portadores assintomaticos
que tém no VHB-DNA o Ginico marcador detectavel (2).
Atualmente, pouco se sabe sobre a evolucao em longo
prazo de individuos com anti-HBc isolado. Como a IOB
cursa na maioria das vezes com viremia baixa (17,28), os
pacientes evoluem freqiientemente como portadores assin-
tomaéticos do virus (14), sem necessidade de tratamento
especifico para a hepatite B. No entanto, algumas publica-
¢oes sugerem risco aumentado em individuos com IOB de
progressao para cirrose e hepatocarcinoma (6)- principal-
mente quando em associacao com o HCV (27)- e reativa-
¢do viral em vigéncia de imunossupressao (6).

Estes fatos levam a concluir que o esclarecimento da situa-
¢do e a identificacdo dos individuos com o perfil sorolégico
sugestivo de IOB entre os doadores de sangue mostram-se
imprescindiveis, mesmo que a prevaléncia seja baixa como
a descrita no presente estudo.

A orientacao e o acompanhamento correto destes doadores
sdo necessarios ndo s6 para evitar que estes individuos se
tornem ansiosos e preocupados com a possibilidade de
serem portadores de doenca infecciosa cronica e potencial-
mente agressiva, mas também para a seguranca de se rea-
lizar uma transfusao sem risco de transmissao da infeccao.
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Variabilidade biolégica na concentracao de
lipideos séricos em idosos

Biological variability in concentration of serum lipids in elderly
Daniele da Costa’ & Darlene Camati Persuhn®

/RESUMO - As doencas cardiovasculares sao uma das principais causas de mortalidade no mundo. O perfil lipidico caracterizado por\
dosagens de colesterol total, triglicerideos, HDL colesterol e célculo do LDL colesterol, é o principal instrumento na avaliacdo de
doencas cardiovasculares. Diante de um resultado laboratorial, € necessario considerar que existem muitas varidveis que contribuem
para as flutuacdes de resultados sem justificativa clinica aparente. Estes fatores podem ser analiticos, pré-analiticos, ou biol6gicos,
chamado de variabilidade biolégica. Faz-se necessario quantificar a porcentagem de variacao biolégica presente nos resultados de
uma determinada dosagem laboratorial. A proposta deste trabalho foi avaliar a variabilidade biolégica da determinacao de lipideos
séricos em idosos. Foram avaliados o perfil lipidico sérico de 16 pacientes idosos, sendo 8 homens e 8 mulheres, durante o periodo de
4 semanas, tendo um total de 8 coletas; no municipio de Luis Alves-SC. A variabilidade biolégica na determinacao de todos os anali-
tos lipidicos avaliados neste trabalho foi menor que as encontradas em individuos jovens. Nao houve diferenca entre as variabilidades
médias de homens e mulheres. O grupo que utilizava medicamentos de uso continuo apresentou variabilidades biolégicas médias
menores que o grupo de pacientes que nao fazia uso de nenhum medicamento. Portanto, o uso de medicamentos nao afeta de forma
a incrementar a variabilidade biol6égica na determinacao de lipideos séricos.

PALAVRAS-CHAVE - Variabilidade biolégica, idosos, lipideos /

/SUMMARY— Cardiovascular diseases are a major cause of mortality worldwide. The lipid profile characterized by levels of total chox
lesterol, triglycerides, HDL cholesterol and calculation of LDL cholesterol is the main tool in the evaluation of cardiovascular diseases.
Before a laboratory result, it is necessary to consider that there are many variables that contribute to the fluctuations of results with-
out apparent clinical justification. These factors can be analytical, pre-analytical, or biological, called biological variability. Is neces-
sary to quantify the percentage of biological variation present in the results of a laboratory assay. The purpose of this study was to
assess the biological variability of the determination of serum lipids in elderly. We assessed the serum lipid profile of 16 patients, 8
men and 8 women during the 4 weeks, with a total of 8 samples in the municipality of Luis Alves-SC. The biological variability in the
determination of all lipid analytes evaluated in this study was lower than those found in young individuals. There was no difference
between the variability of average men and women. The group that used continuous use of drugs had average lower biological vari-
ability than the group of patients who had no use of any medicine. Therefore the use of drugs does not affect in order to increase the

biological variability in the determination of serum lipids.
\KEYWORDS - biological variability, elderly, lipids
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INTRODUGCAO

aterosclerose é uma afeccdo das artérias de grande e

médio calibre, caracterizada por lesbes com aspectos
de placas (ateromas); tem inicio insidioso a partir da infan-
cia, evolucao lenta e silenciosa, e suas manifestacoes clini-
cas na vida adulta repercutem sob diversas condi¢oes mor-
bidas do aparelho circulatério que culminam nas elevadas
taxas de mortalidade, (GIANINI, 1998).
A doenca arterial coronariana (DAC) secunddria a ateros-
clerose destaca-se nos dias atuais como a principal causa
de morbidade e mortalidade nas sociedades industrializa-
das, (ROMALDINI et al., 2004).
Dados demograficos caracterizam o grande aumento da
populacao idosa que serd cada vez maior com o passar das
décadas. O envelhecimento é o maior fator de risco para
doencas cronicas, especialmente doencas cardiovascula-
res, muitas vezes resultantes de alteracoes no perfil lipidi-
co do idoso, (ENGROFF et al.,2008).
Segundo a IV Diretriz Brasileira sobre Displidemias e
Prevencao da Aterosclerose (IV DBSD, 2007), durante os tulti-
mos 30 anos, houve um declinio razoavel da mortalidade por
causas cardiovasculares em paises desenvolvidos, enquanto
elevacoes relativamente rapidas e substanciais tém ocorrido
em paises em desenvolvimento, dentre os quais o Brasil.
A displidemia, condicao na qual ha concentracoes anor-
mais de lipideos ou lipoproteinas no sangue é um fator de

risco importante para o desenvolvimento de complicagoes
da aterosclerose, (ROMALDINI et al., 2004).

A avaliacao laboratorial das displidemias, segundo a IV
Diretriz Brasileira sobre Displidemias e Prevencao da
Aterosclerose, (IV DSBD, 2007), é definido pela determina-
cao bioquimica do perfil lipidico, o colesterol, o colesterol
ligado a HDL, triglicerideos e do colesterol ligado a LDL
apo6s jejum de 12 a 14 horas.

O ideal seria que sempre que um exame laboratorial fosse
realizado, o valor fosse exatamente o mesmo desde que a
condicao fisiolégica ou patolégica do paciente nao houvesse
alterado, (ZIMATH et al., 2007). Entretanto, sabe-se que isso
nao ocorre e que existe uma variacao muitas vezes significa-
tiva entre duas dosagens laboratoriais do mesmo analito. Em
algumas situacoes, esta variacao tem sido utilizada como
recurso analitico, como é o caso da hemoglobina glicada,
cuja variacao, sabidamente relacionada as variagoes analiti-
cas dependentes das flutuacoes da glicemia, representa o
controle do paciente portador de diabetes, (McCARTER et
al., 2004; McCARTER; HEMPE; CHALEW., 2006).

Assim, muitos fatores, além da doencga, afetam a composi-
cao dos liquidos organicos e conseqlientemente alterando
o resultado de andlises bioquimicas; tais fatores podem ser
pré- analiticos ou analiticos. Sempre que possivel, a varia-
bilidade pré analitica deve ser avaliada para que seja faci-
litada a correta interpretacao dos resultados dos testes,
(BURTIS; ASHWOOD, 2001).
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Na IV Diretriz Brasileira sobre Displidemias e Prevencao da
Aterosclerose, (IV DBSD) consta que, caso a variagao entre
duas dosagens seja superior a maxima aceitavel, deve-se
suspeitar de interferéncias pré-analiticas ou analitica.
Segundo Burtis e Ashwood, (2001), existe influéncia biol6-
gica da idade nos liquidos do organismo de idosos, e
aumentos significativos na concentracao do plasma de
muitos constituintes ocorrem em mulheres apés a meno-
pausa, condicao que acontece apdés 60 anos. A secrecao
diminuida de estrogénio pode ser responsavel pelo aumen-
to de colesterol no soro.

Os idosos sao potencialmente acometidos de doencas cro6-
nicas graves extremamente prevalentes, especialmente,
dislipidemias, (SBC, 2007), diabetes, (SBD, 2006) e hiper-
tensdo, (V DBSD, 2007). A analise laboratorial de lipideos
tem sido considerada muito importante para monitorar o
risco cardiovascular de idosos portadores ou nao destas
doencas cronicas (HAYASI et al., 2008).

Diante disso, levanta-se a seqguinte questao: qual a variabi-
lidade biolégica serd encontrada em idosos?

Populacao analisada

Foram analisados os soros de 15 pacientes idosos com mais
de 65 anos, em quatro diferentes pardametros: colesterol
total, HDL colesterol, LDL colesterol, e triglicerideos.
Critérios de inclusdo no estudo: idade superior a 65 anos,
nao estar acamado, nao contrair doenca infecto-contagiosa
durante o estudo, poder deslocar-se até o laboratoério.
Critérios de exclusao: estar em dieta de reducao de peso e
estar realizando tratamento medicamentoso que serd inter-
rompido durante a coleta de dados

Os pacientes tiveram seu peso controlado e nao foram
excluidos pacientes que fazem uso de medicamentos de
uso continuo. Foi investigada a mudanca na rotina dos
pacientes, como uso de medicamentos e exercicios, uma
vez que exercicios suaves produzem leve diminuicdo na
concentracao de colesterol e triglicérides no soro, que pode
persistir por varios dias, (BURTIS, 2001).

Coleta de dados

Os individuos participantes foram submetidos a coleta de
sangue duas vezes por semana, durante quatro semanas
consecutivas, pela manha em jejum.

As coletas foram realizadas no Laboratério de Anadlises
Clinica Hess LTDA, localizado no municipio de Luis Alves
-SC, em pacientes voluntdrios conterraneos. As andlises
foram incluidas na rotina didria do laboratério.

As determinacdes de Colesterol total, triglicerideos e HDL
colesterol foram realizadas utilizando Kits comerciais
adquiridos para o projeto, da marca Gold Analisa®. Os kits
baseiam-se na formacao de solucoes coloridas cuja intensi-
dade de cor é proporcional a concentracao do analito a ser
dosado. As absorbancias serao determinadas no Analisador
Bioquimico semi-automatico Thermo Plate (Analyzer®),
disponivel no laboratério onde serdo realizadas as anélises.
O valor de LDL-c (LDL-colesterol) serd calculado através
da férmula de Friedwald:

LDL-c= CT - (HDL-c + TG/5)

A andlise dos dados foi realizada através da determinacao
da variabilidade analitica e da variabilidade bioldgica. A
variabilidade analitica (coeficiente de variacado analitica)
serd determinada através de ensaio de repeticdo da mesma
amostra normal em 10 corridas independentes nas mesmas
condicOes experimentais das amostras.

274

A variabilidade biolégica intra-individual e interindividual
foi determinada pela férmula:

CVi= (CVr)* - (CVa)*
sendo o coeficiente de variacao total (CVr) representado
pela soma das variagoes bioldgicas intra-individuais (CV))
e analiticas (CVa) envolvidas no processo.
Para a determinacao da variabilidade intra-individual
foram utilizados somente os dados (média, desvio padrao e
coeficiente de variacao) do paciente em estudo e para a
determinacao da variabilidade média foram utilizados
dados obtidos de todos os participantes do trabalho.
A variabilidade analitica foi determinada através de anali-
se de soro controle obtido do Programa Nacional de
Controle de Qualidade da Sociedade Brasileira de Analises
Clinicas, reconstituido mensalmente para este fim.

Aspectos éticos

Este projeto foi analisado e aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da UNIVALI Os pacientes foram previamen-
te informados sobre o objetivo do projeto, participando
voluntariamente mediante a assinatura de um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

No término do projeto os pacientes receberam os laudos
contendo os resultados das analises.

RESULTADOS

A variagao analitica foi determinada através do soro con-
trole, dosadas juntamente com as amostras coletadas dos
idosos. Os resultados (Tabela I) demonstram valores nao
significativamente acima do recomendado, sendo o coles-
terol HDL o que se encontra com valor de Cva bastante
abaixo do esperado. Esta relacdo ja era esperada uma vez
que os equipamentos utilizados nao foram os automatiza-
dos, encontrando-se uma variacao maior.

O valor Cva de LDL-colesterol (6,16 %) obtido foi com maior
diferenca do recomendado, porém este resultado é satisfatério
uma vez que laboratérios utilizando a metodologia adequada
encontram valores entre 2,7 a 6,8%, (ZIMATH et al., 2007).
Da populacao estudada, 6 idosos nao faziam uso de nenhum
tipo de medicacao. Os 12 restantes utilizavam anti-hiperten-
sivos (8), medicamentos para tratamento de hipotiroidismo
(3), dislipidemias e/ou risco coronariano (3), diabetes (1),
artrite (1), osteoporose (1), antidepressivo (1). Destes, 10 uti-
lizavam mais de um medicamento simultaneamente.

Os valores obtidos nas determinacoes de cada um dos indi-
viduos foram plotados em gréaficos conforme apresentado
nas figuras I, II, III, e IV. Estas figuras mostram a variagao
dos resultados do mesmo paciente no periodo do estudo. A
andlise numérica destes dados pode ser observada nas
tabelas seguintes.

Os valores de variabilidade biolégica individual estdo lista-
dos na tabela II. Os individuos 1 a 8 sdo do sexo feminino
e de 9 a 16 do sexo masculino. Pode-se perceber nos valo-
res destacados em negrito que 7 dos 16 pacientes estuda-
dos apresentaram algum dos parametros com variabilidade
bioldgica intra-individual superior a mediana da literatura.
Destes, 4 (57 %) nao utiliza qualquer tipo de medicacao.
Comparando-se os dados obtidos neste trabalho com pes-
quisa anterior que analisou os mesmos parametros em
individuos jovens, observou-se valores de variabilidade
biol6gica média bem menor nos idosos em todos os itens
analisados (tabela III). Observou-se ainda que a diferenca
que existia entre a variabilidade de homens e mulheres
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(sempre maior nos homens) jovens, desaparece nos idosos,
(ZIMATH et al., 2007). Chama atencao o fato de que
nenhum dos valores de variabilidade biol6gica média foi
maior que a mediana dos estudos previamente realizados.
Na tabela IV, pode-se verificar a comparacao dos dados de
variabilidade biolégica média, comparando-se o grupo de
pacientes que tomava medicamentos e o grupo que nao
fazia uso de qualquer medicacao. Os resultados indicam
claramente um aumento na variabilidade entre os indivi-
duos que nao faziam uso de medicamentos. Se inferirmos
que a variabilidade biol6gica reflete numericamente a ins-
tabilidade metabdlica a que o organismo estd sujeito, os
resultados indicam que o uso de medicamentos parece
reduzir esta instabilidade, tornando o organismo mais
“previsivel” aos exames laboratoriais.

Observando este mesmo tipo de comparac¢ao, agora agru-
pando somente os pacientes que fazem uso de medicamen-
tos anti-hipertensivos, observa-se que a reducao da varia-
bilidade permanece. Apenas 25% individuos que fazem
uso de anti-hipertensivos apresentaram parametros com
variabilidades biol6gicas aumentadas, enquanto que no
grupo que nao ingere medicamentos, 66% apresentaram
pelo menos um valor elevado.

A literatura tem apontado para a necessidade de realizacao
de estudos desta natureza a fim de identificar os intervalos
necessdrio para a determinacao de parametros lipidicos em
pacientes em tratamento com drogas hipolipemiantes.
Resultados apontam para um aumento da variabilidade bio-
légica nos resultados de colesterol conforme o aumento do
intervalo entre as coletas; apontando 7% para intervalos de
1 ano, 2-3% para intervalos de 24 horas e 4-5% para inter-
valos de 4 semanas, (GLASZLOU et al., 2008). Tendo em
vista a duracao do presente estudo, os resultados obtidos
sdo compativeis aos previamente descritos, (tabela IV e V).
Em termos préticos, estes nimeros apontam para o cuida-
do que é necessario ter no acompanhamento dos pacientes
que iniciam um determinado tratamento, seja dietético ou
medicamentoso, para doencas cronicas. Ao comparar o
resultado de dois exames, além do numero apresentado
como valor obtido, faz-se necessario considerar o tempo de
intervalo entre as duas determinacoes e ter um conheci-
mento prévio da magnitude da variabilidade biol6gica que
pode estar embutida na diferenca do resultado. Alguns
fatores causadores desta variabilidade ja sdo conhecidos e
outros estdao em estudo. No caso do colesterol, sabe-se que
atividade fisica, stress psicolégico, doenca aguda e consu-
mo de alcool afetam de forma significativa os niveis indivi-
duais. Fatores genéticos especificos vém sendo também
estudados e correlacionados com a variabilidade intra-
individual, apontando para possibilidades mais complexas
de abordagem do tema, (PEREIRA et al., 2004).

350 o

=
300.._. I . =
-
- | |

250 |

200 .

150 |

colesterol mg/dl

100

50 ¢

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Individuos

Figura I- Distribuicao dos valores de colesterol obtidos, nas
determinacoes de cada individuo. Cada ponto representa um
valor obtido na dosagem.

RBAGC, vol. 42(4): 273-276, 2010

Triglicerideos mg/ dl
e e
(=] (=]
o (=]
1w
[ -
e

1 2 3 4 5 & 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Individuos

Figura II- Distribuicao dos valores de triglicerideos obtidos, nas
determinacoes de cada individuo. Cada ponto representa um
valor obtido na dosagem.
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Figura Ill- Distribuicao dos valores de HDL-colesterol total obti-
dos, nas determinacées de cada individuo. Cada ponto repre-
senta um valor obtido na dosagem.
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Figura IV- Distribuicdo dos valores de LDL-colesterol total obti-
dos, nas determinacées de cada individuo. Cada ponto repre-
senta um valor obtido na dosagem.

TABELA |

Coeficiente da variacao analitica do perfil lipidico

Analito Cva Cva Método
desejado obtido recomendado

Colesterol total <3 3,55 Enzimatico
HDL-colesterol <6 3,10 Enzimatico
LDL-colesterol <4 6,16 Equacao de Friedwald
Triglicerideos <5 7,20 Enzimatico
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TABELA I
Variabilidade bioldgica intra-individual

Variablidade Biolégica Intra-individual (CVb)

Colesterol total Triglicerideos LDL-colesterol HDL-colesterol

(1,7-11,6)* (5,3-74)* (2-15,3)* (2,2-13,7)*
6,1** 22,6** 9,56** 7.4
1 3,92 15,07 3,42 11,35
2 4,5 11,52 4,61 3,79
3 1,76 16,08 1,56 2,73
4 3,74 6,88 5,02 3,76
5 2,58 20,96 2,55 1,92
6 10,09 26,25 9,79 5,05
7 1,92 26,91 0 6,15
8 6,41 18,39 11,94 1,44
9 5,78 10,69 7,95 1,67
10 2,99 18,18 24 1,6
" 514 35,83 5,2 1,17
12 5,77 23,7 8,29 3,42
13 3,85 13,98 2,88 3,04
14 1,72 7,34 3,27 1,47
15 7,37 9,15 8,74 4,8
16 4,99 26,2 13,4 9,7
*Intervalo de variagdo ** coeficiente de variagéo biolégico médio
TABELA 111
Variabilidade biol6gica média
Variabilidade Biolégica média
Colesterol total Triglicerideos LDL-colesterol HDL-colesterol
(1,7-11,6)* (5,3-74)* (2-15,3)* (2,2-13,7)*
6,1** 22,6** 9,5 7.4
Total 4,53+2,25 17,94+8,21 6,07+3,89 3,94+2,96
Homens 4,70+1,78 18,13+9,84 6,51+3,77 3,35+2,84
Mulheres 4,36:2,76 17,7546,90 5,62+4,07 4,52+3,16

*Intervalo de variagdo ** coeficiente de variagao bioldgico médio

TABELA IV
Variabilidade biol6gica média levando em
consideracao o uso de medicamentos

Variablidade Biolégica média

Colesterol total Triglicerideos LDL-colesterol HDL-colesterol
(1,7-11,6) (5,3-74)* (2-15,3) (2,2-13,7)*
6,1+ 226" 95" 7.4
Total 4,53+2,25 17,94+8,21 6,07+3,89 3,94+2,96
Pacientes que nao

tomam medicamentos

(n=6) 5,01¢1,0 22,19+8,20 7,52+4,43 5,02+4,38
Pacientes que tomam

medicamentos
4,24+2,76 15,39+47,47 4,58+3,27 3,29+1,66

(n=12)

*Intervalo de variagdo ** coeficiente de variagao biolégico médio

TABELA V
Variabilidade biol6gica média levando em
consideracao a classe do medicamentos

Varia blidade Biolégica média em relagao a anti-hipe rtensivos

Colester ol total Triglice rideos LDL -colester ol HDL -colester ol

(1,7-11,6)* (5,3-74) (2-15,3)* (22-13,7) *
6,1 226" 9,5 747
Total 4,04+1,76 17,87 £8,28 5,23+3,94 4,023,111
Pacie ntes que nao
tomam medic amentos
(n=6)
5,01+1,00 22,198,20 7,62+4,43 5,02+4,38
Pacie ntes que tomam
Antihipertensivos
(n=8)
3,32+1,91 14,62 +7,15 3,51+2,65 3,27+1,65

*Interval o de variagdo ** coeficiente de varia cao biolégico médio

CONCLUSAO

Os dados encontrados neste trabalho mostram que, na
populacao idosa estudada, o uso de medicamentos reduziu
a variabilidade biolégica na determinacdo de parametros
lipidicos séricos. Nao era o objetivo aqui avaliar o efeito de
qualquer tipo de tratamento ou intervencao nos pacientes,
apenas quantificar a variabilidade nos resultados que apre-
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sentam. A aplicagao clinica destes dados da-se no sentido
de mostrar que o uso de medicamentos nao afeta de forma
a incrementar a variabilidade e que a interpretacao dos
resultados de pacientes em tratamento com um ou varios
medicamentos de uso continuo deve seguir os mesmo cui-
dados de individuos que nao fazem uso de medicacao, ou
seja, em determinacoes independentes, antes de atribuir
aumento ou diminuicao do analito a fatores externos, consi-
derar a existéncia da variabilidade biolégica.
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Prevaléncia de anemia nas gestantes atendidas no
Sistema Unico de Saude - Secretaria Municipal de
Saude - Prefeitura de Belo Horizonte

Prevalence of anemia in pregnant women assisted by the Sistema Unico de Satde - Secretaria
Municipal de Saude - Prefeitura de Belo Horizonte

Margarita Elizabeth Lafuente TAPIA', Maria Licia Silva FALEIRO', Maria de Lourdes Baéta Zille
GONTIJO', Catharine Souza MARTINS?, Karina Augusta VIANA?, Luci Maria Sant'Ana DUSSE’ &
Maria das Gracas CARVALHO?

/RESUMO - O presente estudo teve como objetivo investigar as alteracoes nos eritrogramas de mulheres gestantes atendidas pelo\
Sistema Unico de Satde da Prefeitura Municipal de Belo Horizonte. Foram avaliados de outubro de 2007 a agosto de 2008 os eritro-
gramas de 1448 mulheres gestantes distribuidas em trés grupos de acordo com a idade: até 18 anos; mulheres entre 19-35 anos e mul-
heres acima de 35 anos. Os dados foram coletados nos cinco laboratérios distritais que atendem aos 147 centros de satide distribuidos
nos nove distritos sanitarios da Prefeitura de Belo Horizonte. Dentre as mulheres gravidas estudadas na rede publica municipal de
Belo Horizonte, 8,29% apresentaram-se com anemia, com maior incidéncia dessa condicao nos distritos sanitarios Leste e Nordeste.
A maior incidéncia de anemia ocorreu entre as adolescentes menores de 18 anos, enquanto a anemia normocitica e normocrémica foi
a mais prevalente em todos os distritos sanitarios. A maior ocorréncia de anemia em gestantes adolescentes pode ser explicada nao
s6 pelos aspectos s6cio-econdémicos e culturais como também pela maior necessidade de ferro para atender as demandas do cresci-
mento proprias da idade. Apés analise dos dados, torna-se pertinente considerar a necessidade de refor¢car programas educacionais
enfatizando riscos e problemas que podem ocorrer durante a gravidez, principalmente na adolescéncia, ja que as gestantes nessa faixa
etaria sao mais susceptivel a anemia.

PALAVRAS-CHAVE - Anemia, Gravidez, SUS /

SUMMARY- The present study has as aim to investigate alterations in red blood cells tests carried out in pregnant women assisted b}x
SUS/Prefeitura Municipal de Belo Horizonte. From October 2007 to August 2008, red blood cells tests from pregnant women were
assessed and distributed into three groups according to the age: below 18 years, women between 19-35 years and women above 35
years old. Data were collected in five regional laboratories that assist 147 health units distributed into nine sanitary regions belong-
ing to Prefeitura de Belo Horizonte. Among pregnant women studied, 8,29% presented anemia, with a higher incidence in east and
northeast sanitary regions. The greatest incidence of anemia occurred in teenagers below 18 years old. Normocytic and normochromic
anemia was the most prevalent in all sanitary regions. The highest anemia rate in pregnant teenagers may be explained not only by
social-economic and cultural aspects but also by a great demand for iron due to growth. All data taken together suggest the need of
strengthening educational strategies, and focusing risks and problems during pregnancy, mainly in teenagers, once that pregnant

women in this age is more susceptible to anemia development.
KEYWORDS - Anemia, Pregnancy, SUS

/

INTRODUGAO

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a
anemia é a condicao em que os niveis de hemoglobina
estao abaixo dos valores normais, estabelecidos para gru-
pos especificos, resultando em menor capacidade das
hemdcias em transportar oxigénio (WHO").

Nas formas mais graves, a anemia estd associada a fadiga,
cansaco, tontura, sonoléncia. Criancas e mulheres gravidas
sao particularmente vulneraveis a anemia associada a defi-
ciéncia de ferro.(WHO").

O grupo de mulheres no ciclo gravido-puerperal ainda hoje
expressa altos indices de anemia, mesmo apés as recomen-
dacoes da Organizacao Mundial de Saude (OMS) de suple-
mentacdo universal nesse contingente populacional. H&
evidéncias de que a anemia no ciclo gestatorio, especial-
mente por caréncia de ferro, pode estar associada a aumen-
to de mortalidade materna e perinatal, prematuridade,
baixo peso ao nascer e morbidade do infante (BRESANTI).
Nao sao apenas os valores de hemoglobina que definem se um
individuo é ou nao anémico, ou se ha ou nao deficiéncia nutri-
cional. O que pode ser normal para um individuo pode néo ser
para outro. Segqundo a OMS, os valores de hemoglobina que
definem anemia em mulheres estdao abaixo de 12,0g/dL;

porém em gestantes, estdo abaixo de 11,0g/dL e devem ser
interpretados a luz dos achados clinicos (SANTOS?).

Nao h4, portanto, consenso na definicao dessa doenca na ges-
tacao. Mesmo do ponto de vista laboratorial, os pontos de corte
adotados para a hemoglobina sdo varidveis. Alguns autores
levam em consideracao a fisiologia da gravidez, considerando-
os mais baixos (10,0 a 10,5g/dL) para o segundo trimestre,
tendo em vista a hemodiluicao desse periodo (BRESANIY).

A gestacdo é um estado que apresenta caracteristicas
hematolégicas especiais e, entre essas se destaca o aumen-
to do volume sangtineo, a partir do primeiro trimestre da
gestacao. O volume do plasma aumenta em torno de 45 a
50%, comparado com o aumento de 15 a 20% das células
sangtliineas. Este é um processo desigual considerando que
o plasma aumenta em torno de trés vezes mais que o
numero total de hemacias, leucécitos e plaquetas. Por esse
motivo existird uma hemodiluicdo que interfere nos resul-
tados do eritrograma, sendo responsavel pela anemia fisio-
légica da gestagao (NASCIMENTO?).

Nem todas as mudancgas que ocorrem no sangue durante a
gravidez podem ser explicadas pela hemodiluicao, pois os
niveis de ferro sérico diminuem, enquanto os valores para
protoporfirina eritrocitaria livre e a capacidade de ligacao
do ferro latente aumentam (LEAVELL*). Do ponto de vista
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nutricional, a anemia por deficiéncia de ferro € a causa
mais comum deste disturbio durante a gravidez, conside-
rando que a mulher grdvida precisa de maior aporte de
ferro para suprir as suas necessidades e as do feto.

Se a gravidez ocorre na adolescéncia, ha demanda do orga-
nismo ainda jovem pelo ferro, em funcao do crescimento cor-
poéreo caracteristico dessa idade, acrescida aquela relaciona-
da ao processo gestacional. Estes fatores combinados aumen-
tam de forma substancial o risco da instalacao de deficiéncias
nutricionais, com sérias conseqiiéncias, principalmente nas
classes sociais menos favorecidas, cujo consumo de alimen-
tos, na maioria das vezes, é inadequado (FUJIMORT).

A mortalidade materna é um dos principais problemas de
saude publica, principalmente em paises em desenvolvimen-
to, onde o risco de vida da mae, seja na gravidez ou durante
o parto, é 50-100 vezes maior do que nos paises desenvolvi-
dos (PIZARRO"). A influéncia da anemia sobre a gravidez tem
sido amplamente discutida hda muitos anos. (PIZARRO?).
Desse modo, observa-se a necessidade de um acompanha-
mento preventivo visando evitar a ocorréncia da anemia na
gravidez. Dentre as medidas cabiveis, encontra-se um supor-
te nutricional as gravidas e, de forma mais pontual ainda,
envolve questoes sociais. O combate a pobreza e as enormes
diferencas sociais ajudariam a manter melhor estado nutricio-
nal nao s6 de mulheres gravidas como de toda a populagao.
A deficiéncia grave de ferro é bastante evidente, pois
causa importante anemia microcitica e hipocrémica.
Porém, um grau mais leve de deficiéncia desse elemento
pode estar associado a mudancas menos significativas nos
indices hematimétricos e na morfologia dos eritrocitos
(ZAGO"). A microcitose é considerada quando o indice do
Volume Corpuscular Médio (VCM) da hemédcia é menor
que 801 enquanto a hipocromia é considerada quando o
indice de Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) for
menor que 27pg (CARVALHO & SILVA?).

Além da deficiéncia de ferro, as gestantes sao propensas a
desenvolver deficiéncia de folato, provavelmente devido
ao aumento da demanda desse nutriente para o crescimen-
to fetal e tecidos maternos. Outros fatores que contribuem
para deficiéncia de folato sdo a dieta inadequada, hemodi-
luicao fisiolégica e gestacional, influéncias hormonais e
uso de medicamentos (SANTOS’).

Por razoes desconhecidas, mulheres podem desenvolver ane-
mia apldstica durante a gravidez tendo, em geral, resolucao
espontanea ao término desta, podendo recorrer em novas ges-
tagoes. A associacao com gravidez é rara, estando relacionada
com alta morbidade e mortalidade materna e fetal (TELES?).
O presente estudo teve como objetivo investigar as altera-
¢coes detectadas nos eritrogramas de mulheres gestantes
atendidas pelo Sistema Unico de Satde da Prefeitura
Municipal de Belo Horizonte, enfocando a prevaléncia de
anemia. A identificacao do tipo de anemia mais frequente
por Distrito Sanitdrio do municipio e a caracterizacao da
populacado de gestantes anémicas foram, também, investi-
gadas. Acredita-se que os achados poderao subsidiar a
definicao de estratégias mais dirigidas para tentar equacio-
nar os possiveis efeitos negativos conseqiientes a anemia,
em mulheres gravidas e no feto, repercutindo favoravel-
mente na melhoria da qualidade de vida de ambos.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliados, retrospectivamente (de outubro de 2007 a
agosto de 2008), os eritrogramas de 1448 mulheres gestantes
de diferentes faixas etarias, distribuidas em trés grupos:
jovens adolescentes até 18 anos; mulheres entre 19 e 35 anos
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e mulheres acima de 35 anos. Os dados foram coletados nos
cinco Laboratérios Distritais que atendem aos 147 centros de
saude distribuidos nos nove distritos sanitarios da Prefeitura
Municipal de Belo Horizonte: Laboratério Distrital Centro

Sul/Pampulha (LDCS/P), Laboratério Distrital
Leste/Nordeste (LDLE/NE), Laboratério Distrital
Norte/Venda Nova (LDN/VN), Laboratério Distrital

Oeste/Barreiro (LDO/B) e Laboratério Distrital Noroeste
(LDNO). O banco de dados utilizado foi o Sistema de
Laboratorio de Patologia Clinica (SLPC) dos Laboratérios
Distritais da Secretaria de Saude da Prefeitura Municipal de
Belo Horizonte (SMSA/PBH). Os resultados dos eritrogramas
foram obtidos mediante andlise do sangue recém coletado
em EDTA K3 e processado no equipamento CELL DYN 3700.
Os parametros hematoldgicos avaliados foram: dosagem de
Hemoglobina, Volume Corpuscular Meédio (VCM),
Hemoglobina Corpuscular Média (HCM). Foram conside-
radas como anémicas as mulheres gravidas com valor de
hemoglobina inferior a 11g/dL, conforme preconizado pela
OMS. As hemaécias foram consideradas microciticas e hipo-
créomicas quando os indices de VCM e HCM foram meno-
res que 80p® e 27pg, respectivamente. Quando o VCM se
encontrava entre 80p® e 96p° considerou-se as hemadcias
como normociticas e acima de 96p°, macrociticas. Nos resul-
tados com indice de HCM na faixa de 27pg a 32pg, as
hemadcias foram classificadas como normocroémicas.

No tratamento estatistico dos resultados foi utilizado o
Sigma Stat, versao 2.03. O teste ANOVA foi utilizado para
comparar as meédias dos grupos e o teste de Tukey ou Dunn
para localizar a diferenca entre os grupos analisados,
enquanto o teste de Kruskal-wallis foi utilizado para compa-
rar as medianas dos grupos. Nesse estudo também foi inves-
tigada a presenca de correlagao entre a idade e o desenvol-
vimento de anemia pelo teste de Pearson. Foram considera-
dos como significativos os valores de p inferior a 0,05.

RESULTADOS

Dentre as mulheres gravidas estudadas na rede publica
municipal de Belo Horizonte, 8,29% apresentaram-se com
anemia, ou seja, Hemoglobina inferior a 11g/dL (Tabela 1),
sendo que a maior incidéncia desta condicao ocorreu nos
Distritos Sanitarios Leste e Nordeste, seguidos dos
Distritos Sanitdrios Norte e Venda Nova. Nos Distritos
Sanitarios Leste e Nordeste, 13,92% das mulheres gravidas
atendidas apresentaram anemia, enquanto que nos
Distritos Sanitdrios Norte e Venda Nova a porcentagem de
mulheres gravidas anémicas foi de 10,53% (Tabela 1).

TABELA |
Distribuicao das mulheres gravidas atendidas nos laboratérios
distritais da SMSA/PBH, de Outubro/2007 a Agosto/2008 quanto
a presenca de anemia (HB<11 ou HB=11)

LABORA | Anémicas Nao Anémicas
TORIOS | (HB<11g/dL) | (HB211g/dL) TOTAL
LDCS/P| 26 (8,36%) 285 (91,64%) (311 (100%)
LDLE/NE| 38 (13,92%) | 235 (86,08%) 1273 (100%)
LDN/VN 32 (10,53%) | 272 (89,47%) (304 (100%)
LDO/B| 17 (6,51%) 244 (93,49%) 261 (100%)
LDNO 7 (2,34%) 292 (97,66%) 299 (100%)
TOTAL: 120 1328 1448
(8,29%) (91,71%) (100%)

Fonte: SMSA/PBH = Secretaria Municipal de Saude/ Prefeitura de Belo Horizonte
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Considerando a faixa etaria, a maior incidéncia de anemia
ocorreu entre as adolescentes menores de 18 anos, ou seja,
14,02% (Tabela 2), enquanto a menor incidéncia, 6,95%, ocor-
reu em mulheres gestantes com idade superior a 35 anos. A dis-
tribuicao dos casos de anemia em porcentagem por faixa etdria
e por laboratério distrital pode ser observada na Figura 3.

TABELA I
Caracterizacao das mulheres gravidas atendidas nos laboratérios
distritais da SMSA/PBH, de Outubro/2007 a Agosto/2008, quanto
a idade e ao perfil hemoglobinico (HB<11 ou HB=11)

Avaliou-se os valores de hemoglobina das gestantes atendi-
das em cada Laboratério Distrital, e correlacionou-se os resul-
tados entre si. Foi observada diferenca estatisticamente signi-
ficativa entre alguns Distritos Sanitarios, principalmente em
relacao aos Distritos Sanitdrios Leste e Nordeste (Tabela 5).

TABELA V
Concentracao de hemoglobina (g/dL) em mulheres
gravidas, atendidas nos laboratérios distritais da
SMSA/PBH de Outubro/07 a Agosto/08

LABORA-
TORIOS IDADE até 18 ANOS IDADE 19-35 ANOS IDADE >35ANOS
HB<11g/dL | HB211g/dL | HB<i1g/dL | HB211g/dL | HB<11g/dL | HB211g/DI

LDCS/P 4(1081%) 33(89,19%)  19(7.76%) 226 (92,24%) 3 (10,34%)  26(89,66%)
LDLE/NE 6(18,75%) 26 (81,25%) 27 (12,98%) 181 (87,02%) 5 (15,15%) 28 (84,85%)
LDN/VN 6(17,65%) 28(82,35%)  23(9,91%) 209 (90,09%)  3(7,89%) 35 (92,11%)
LDO/B 6 (17,14%) 29 (82,86% 9(511%) 167 (94,89%) 2 (4,00% 48 (96%)
LDNO 1(3,85%) 25 (96,15% 6(2,54%) 230 (97,46%)  0(0,00%) 37 (100,00%)
TOTAL 23 (14,02%) 141(85.98%) 84 (7.66%) 1013 (92,34%) 13 (6,95%) 174 (93,05%)

ANEMIA

== LOLENE LEm

Fonte: SUS/PBH = Sistema Unico de Satide/ Prefeitura de Belo Horizonte; LDCS/P = Laboratdrio Distrital
Centro Sul/ Pampulha; LDLE/NE = Laboratdrio Distrital Leste/Nordeste; LDN/VN = Laboratorio Distrital
Norte/Venda Nova; LDO/B = Laboratdrio Distrital Oeste/Barreiro; LDNO = Laboratério Distrital Noroeste

Figura 1 - Casos de anemia (%) em mulheres gravidas, por faixa
etaria e por laboratoério distrital, atendidas pelo SUS/BH, de
Outubro/2007 a Agosto/2008

Em cada Distrito Sanitario correlacionou-se as faixas etarias
entre si de acordo com o perfil hemoglobinico. Houve dife-
renca estatisticamente significativa (p< 0,05) entre os valores
de hemoglobina encontrados para gestantes menores de 18
anos e maiores que 35 anos para quatro Distritos Sanitérios:
Centro Sul, Pampulha, Leste e Nordeste (Tabela 3).

Considerando todas as gestantes atendidas na SMSA/PBH,
houve diferenca estatisticamente significativa entre os valores
de hemoglobina para mulheres de 19-35 anos e maiores que
35 anos em relacdo as mulheres até 18 anos; e também entre
a faixa etaria de 19-35 anos e maiores que 35 anos (Tabela 4).

TABELA 11l
Concentracao de hemoglobina (g/dL), expressa como média e
desvio padrao, em mulheres gravidas (u+DP) atendidas em cada
Laboratério Distrital da PBH, de acordo com a faixa etaria

LABORATORIO A
até 18 ANOS 19-35 ANOS >35 ANOS
LDLE/NE 11,70 £ 0,92 12,10 £1,04 12,43 1,11
LDN/VN 12,00+ 1,16 12,3111 12,47 £1,01
LDO/B 12,42 +1,31 12,61+0,98 12,91+ 1,06
LDNO 12,59 + 1,09 12,73 +1,02 12,96 + 1,00
Fonte: PBH = Prefeitura de Belo Horizonte; Diferenga significativa entre os grupos para p<0,05 (*vs 18 anos)
TABELA IV

Concentracao de hemoglobina (g/dL) em mulheres gravidas,
expressa em mediana e diferenca interquartilica (DI), atendidas
de Outubro/07 a Agosto/08, nos laboratorios distritais da
SMSA/PBH de acordo com a faixa etaria

Faixa etaria (n) Mediana
(Diferenca Interquartilica)
Até 18 anos (164) 12,2
(11,312,9)
19-35 anos (1097) 12,5
(11,73,1)
>35 anos (187) 12,8
(12,113,4F **

Fonte: SMSA/PBH = Secretaria Municipal de Satude/ Prefeitura de
Belo Horizonte; Diferenca significativa entre grupos para p<0,05 (* vs
até 18 anos, **vs 19-35 anos)
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LABORATORIOS (n) MEDIA + DESVIO
PADRAO
LDCS/P (311) 12,47 +1,18*
LDLE/NE (273) 12,09 + 1,04
LDN/VN (304) 12,30 + 1,10
LDO/B (261) 12,64 +1,05* **
LDNO (299) 12,75+ 1,02 % ** ***

Fonte: SMSA/PBH = Secretaria Municipal de Saude/ Prefeitura de
Belo Horizonte; Diferenga significativa entre grupos para p<0,05 (* vs
até 18 anos, **vs 19-35 anos)

Analisando os indices hematimétricos observou-se que
25,8% das gestantes anémicas apresentaram anemia
microcitica e hipocréomica, 73,4% anemia normocitica e
normocromica e 0,8% macrocitica e normocrémica (Tabela
6). Com relacao a anemia microcitica e hipocrémica, a
maior incidéncia ocorreu nos Distritos Sanitdrios Oeste e
Barreiro. Nesses Distritos, 47% dos casos de anemia eram
microcitica e hipocromica (Tabela 6). As gestantes com
mais de 35 anos foram as que tiveram maior porcentagem
de microcitose e hipocromia (30,8%). A analise dos dados,
tanto de acordo com a faixa etdria, quanto por Distritos
Sanitdrios, demonstra predominancia de anemia normoci-
tica e normocromica (Tabela 7)

TABELA VI
Caracterizacao das mulheres gravidas atendidas nos
Laboratérios Distritais da SMSA/ PBH, de Outubro/2007 a
Agosto/2008, quanto aos indices hematimétricos VCM (Volume
Corpuscular Médio) e HCM (Hemoglobina Corpuscular Média)

MCV<80 p MCV >80<96y MCV>96 p
LABORATORIOS MCH<27 pg MCH >27532 pg MCH>32 pg TOTAL
LDCS/P 8(30,8%) 18 (69,2%) 0 (0%) 26(100%)
LDLE/NE 7 (18,4%) 31 (81,6%) 0 (0%) 38 (100%)
LDN/VN 5 (15,6%) 26 (81,2%) 1(3,2%) 32 (100%)
LDO/B 8 (47%) 9 (53%) 0 (0%) 17 (100%)
LDNO 3 (42,8%) 4 (57,2%) 0 (0%) 7 (100%)
TOTAL 31 (25,8%) 88 (73,4%) 1.(0,8%) 120 (100%)

Fonte: SMSA/PBH = Secretaria Municipal de Saude/ Prefeitura de Belo Horizonte

TABELA VII
Numero e percentual de mulheres gravidas anémicas dos
Distritais Sanitarios da SMSA/PBH quanto a idade e aos indices
hematimétricos VCM (Volume Corpuscular Médio) e HCM
(Hemoglobina Corpuscular Média)

até 18 anos 19-35 anos >35 anos
Laboratério| Anemia | Anemia | Anemia | Anemia ‘ Anemia | Anemia | Anemia | Anemia | Anemia
MH N/N M/N MH N/N M/N MH N/IN M/N
LDCS/P 3(750%) 1(250%)  0(0%) 5(26,3%) 14(737%) 0(0%)  0(0%) 3(100%) 0 (0%)
LDLENE | 1(16,7%) 5 (83,3%) 0% 5(18,5%) 22(815%) 0(0%) 1(20%) 4 (80%) 0 (0%)
LDN/VN 0(0%) 6(100%) 0(0%) 4(17,4%) 19(826%) 0(0%) 1(33,3) 1(33,3%) 1 (33,3%)
LDO/B 2(33,3%) 4(667%) 0(0%) 4(444%) 5(556%) 0(0%) 2(100%0  0(0%) 0 (0%)
LDNO 1(100%) 0(0%) 0(0%) 2(333%) 4(66,7%) 0(0%)  0(0%) 0(0%) 0(0%)
TOTAL 7(30,4%) _ 16(69.6%) 0 (0%) 20 (23.8%) 64 (76.2)% 0 (0%) 4 (30,8%) 8 (61,5%) 1(7.7%)

Fonte:SMSA/PBH = Secretaria Municipal de Satde/ Prefeitura de Belo Horizonte; MIH = Microcitica / Hipocromica; N/N = Normocitica/
: MIN = i

Considerando todas as gestantes atendidas pelos laborat6-
rios distritais da SMSA/PBH, houve diferenca estatistica-
mente significativa para os valores médios de VCM e HCM
para gestantes até 18 anos e de 19-35 anos em relacao as
gestantes com faixa etdria maior que 35 anos (Tabela 8 e 9).
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TABELA Vil
Volume Corpuscular Médio (VCM) em I3, expresso em mediana e
diferenca interquartilica (DI), das mulheres gravidas atendidas
nos laboratérios distritais da SMSA/PBH, de Outubro/2007 a
Agosto20/2008, de acordo com a faixa etaria

Faixa etaria (n) Mediana
(Diferenca Interquartilica)

Até 18 anos (164) 86,5
(83,5-89,2)

19-35 anos (1097) 87,4
(84,0-90,3)

>35 anos (187) 88,7

(84,5-91,8) *  **

Fonte: SMSA/PBH = Secretaria Municipal de Satde/ Prefeitura de Belo
Horizonte; Diferenga significativa entre grupos para p<0,05 (* vs até 18
anos, **vs 19-35 anos)

TABELA IX
Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) em pg, expressa em
mediana e diferenca interquartilica (Dl), de mulheres gravidas
atendidas nos laboratérios distritais da SMSA/PBH de
Outubro/07 a Agosto/08, de acordo com a faixa etaria

Faixa etaria (n) Mediana
(Diferenca Interquartilical)

Até 18 anos (164) 29,10
(27,8-30,2)

19-35 anos (1097) 29,30
(28,1-30,5)

>35 anos (187) 29,90

(28,1-30,9) * **

Fonte: SMSA/PBH = Secretaria Municipal de Satde/ Prefeitura de Belo
Horizonte; Diferenga significativa entre grupos para p<0,05 (* vs até 18
anos, **vs 19-35 Fonte: SMSA/PBH = Secretaria Municipal de Saude/
Prefeitura de Belo Horizonte; Diferenga significativa entre grupos para
p<0,05 (* vs até 18 anos, **vs 19-35 anos))

Nao foi observada correlacao entre a idade e o desenvolvimen-
to de qualquer tipo de anemia de acordo com o teste de Pearson.

DISCUSSAO

O presente estudo enfocou a prevaléncia de anemia em
mulheres gravidas atendidas na SMSA/PBH. Os resultados
dos eritrogramas obtidos nos laboratérios distritais indica-
ram um percentual de 8,29% de casos de anemia na popu-
lacao alvo do estudo. No entanto, o maior nimero de casos
ocorreu nas regioes leste e nordeste da capital. Porém, para
explicar esse achado seria necessario correlacionar os
dados obtidos nesse estudo com outros estudos similares,
enfocando aspectos socio-econémicos e culturais. Todavia,
cumpre ressaltar que a regiao Nordeste é considerada uma
das mais carentes do municipio de Belo Horizonte.
Quando se analisou os casos de anemia por faixa etdria,
observou-se maior ocorréncia em gestantes adolescentes
(abaixo de 18 anos), o que pode se explicar nao s6 pelos
aspectos sécio-economicos e culturais como também pela
maior necessidade de ferro para atender as demandas do
crescimento préprias da idade.

Conforme mostram os resultados, o tipo mais prevalente de
anemia, considerando todos os distritos sanitarios, foi a
anemia normocitica e normocromica. Como é sabido, essa
anemia estd frequentemente associada a processos infec-
ciosos e/ou inflamatoérios, pois nestas condigoes pode ocor-
rer uma diminuicao da eritropoese por citocinas produzi-
das em funcao de tais processos, facilitando a instalacao da
anemia. Cumpre ressaltar que a precariedade de condi-
¢oes econdmicas e culturais vem favorecer a ocorréncia de
infecgoes e outras doencas. Outro aspecto a ser enfatizado
para justificar, pelo menos em parte, a maior ocorréncia de
anemia normocitica e normocromica em mulheres grdvidas
consiste na deficiéncia concomitante de ferro e folatos.
Sabe-se que a deficiéncia de folatos é frequente na gravi-
dez e estd associada ao aparecimento de anemia macroci-
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tica. Desta forma, a concomitancia de um fator que predis-
poe a anemia macrocitica (deficiéncia de folatos) e um
fator que predispdoe a anemia microcitica (deficiéncia de
ferro) resultaria em anemia normocitica.

A suplementacao de ferro vem sendo regularmente ofere-
cida as gestantes pela politica da Assisténcia a Saude da
Mulher, conforme protocolo assistencial de pré-natal da
SMSA/PBH". No entanto, com base somente nos dados
atuais nao é possivel inferir se esta politica esta revertendo
em beneficios reais, pois ndao hda registro de avaliagoes
anteriores para efeito comparativo. Os dados atuais, certa-
mente serdo uteis para iniciar uma proficua trajetéria his-
térica que podera servir de parametro para avaliacao de
programas ja implementados na drea. Além do mais, o
estudo comparativo dos dados obtidos em diferentes
momentos, podera orientar a necessidade de implementa-
¢ao de condutas especificas.

No entanto, apesar da politica de suplementacao de ferro,
25,8% dos casos de anemia nas gestantes em todas as faixas
etdrias foram do tipo microcitica/hipocrémica, cuja etiologia
poderia ser explicada nao apenas pela deficiéncia de ferro
como também por outros fatores, tais como doencas infeccio-
sas diversas, perdas por hemorragias ou reducao da absorcao
de ferro ou mesmo doencas genéticas como as talassemias.
Ap6s a andlise dos dados obtidos, torna-se pertinente conside-
rar a necessidade de reforcar programas educacionais enfati-
zando os riscos e problemas que podem ocorrer durante a gra-
videz, principalmente na adolescéncia, j& que a gestacao
nessa faixa etaria € mais susceptivel a incidéncia de anemia.
A necessidade de avaliacao e ou correlacdo com outros exa-
mes pode ser de grande utilidade para estabelecer com fide-
dignidade a causa da anemia na gravidez e, consequentemen-
te, a adocao de medidas profilaticas e terapéuticas cabiveis.
Finalmente, a maior vulnerabilidade de jovens adolescen-
tes gravidas a anemia reflete a necessidade de maior assis-
téncia e orientacao adequada por equipe multiprofissional,
principalmente nos Distritos Sanitarios atendidos pelos
laboratorios distritais LE/NE e N/VN.

CONCLUSAO

Apesar do esforco desenvolvido pela SMSA/PBH ainda
ocorrem casos de anemia em 8,29% das mulheres gravidas
atendidas nesta instituicao, refletindo a necessidade da
continuidade e fortalecimento das ac¢oes profilaticas em
prol da satide da mulher.
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Biosseguranca em laboratério clinico. Uma avaliacao
do conhecimento dos profissionais a respeito das
normas de precaucoes universais

Bio-safeties in clinical laboratory: avaluation of professional’s knowleg about
universal caution rules

Marcia Andréa Marques, Marco Antonio Costa, Monica Tereza Suldofski,
Gislaine Franco de Moura Costa

RESUMO - O risco de acidentes € inerente ao ser humano em qualquer atividade, incluindo a profissionais expostos diariamente é\
rotina laboratorial. Assim, cuidados devem ser tomados para preveni-los, garantindo a execucao apropriada das tarefas. O termo
biosseguranca é definido como o conjunto de a¢des voltadas para a prevencdo, minimizacao ou eliminacao de riscos inerentes as ativi-
dades de pesquisa, producao, ensino, desenvolvimento tecnolégico e prestagao de servicos, tendo por finalidade a saiide do homem
e animais, preservacao do meio ambiente e qualidade dos resultados. O objetivo deste estudo foi avaliar o conhecimento e o uso das
medidas de biosseguranca dos funcionarios de um laboratério de analises clinicas de um hospital escola da regiao oeste do Parana.
Para tanto, questionario especifico foi aplicado aos funcionarios abordando conhecimentos sobre biosseguranca e ocorréncia de aci-
dentes biolégicos. A maioria (81%) afirmou conhecer as medidas de biosseguranca; entretanto, estas nao sao utilizadas de maneira
efetiva, tornando-os susceptiveis a acidentes. Faz-se necessaria a utilizacdo de estratégias como treinamentos e criacao de servicos
especializados para a modificacao desta realidade.

\PALAVRAS-CHAVE - Biosseguranca, Risco ocupacional, Prevencao, Acidente Biolégico. J

/SUMMARY— The risk of accidents is inherent to every human being in any activity; including professionals exposed to a daily labora-
torial routine. So, attention must be taken to avoid them to guarantee the proper execution of tasks. Bio-safeties is defined as a con-
junction of actions devoted to prevention, minimization or risk elimination inherent to activities of research, production, teaching, tech-
nological development and service rendered, having as purpose men and animals health, environment preservation and quality of
results. This study aims to evaluate knowledge and the usage of bio-safetiness measures by the employees of a clinical analysis’ lab-
oratory of a teaching hospital of the west of Parand state. A specific questionnaire was applied to those employees, asking about bio-
safetiness and the occurrence of biological accidents. The greater number (81%) said know about bio-safeties, even though, these
rules have not being used in an effective way, becoming susceptible to accidents. It makes necessary the usage of strategies such as

training and establishment of specialized service to modify this reality.

KEYWORDS - Bio-safeties, Occupational risk, Prevention, Biological accident. /

INTRODUCAO

risco de acidentes é inerente ao ser humano em qualquer

atividade, incluindo os profissionais expostos diariamen-
te a rotina laboratorial. Assim, cuidados devem ser tomados
para preveni-los e evitd-los, garantindo, desta forma, a execu-
cao apropriada das tarefas a serem realizadas®.
O termo biosseguranca possui uma ampla dimensao sendo
definida como o conjunto de ac¢des voltadas para a preven-
¢do, minimizacado ou eliminacdo de riscos inerentes as ati-
vidades de pesquisas, producao, ensino, desenvolvimento
tecnoldgico e prestacao de servicos, tendo por finalidade a
saude do homem e dos animais, a preservacdo do meio
ambiente e a qualidade dos resultados, sendo que a mesma
s6 pode ser implementada e efetivada com a colaboracao e
empenho de todos, incluindo-se funciondrios em varios
niveis de atividades e direcao, assegurando condigdes ade-
quadas em todos os procedimentos rotineiros, sistemas de
garantia e qualidade na seguranca do trabalho®® ™.
No Brasil a histéria da Biosseguranca é nova e caminha a
passos lentos. A primeira legislacao classificada como
Biosseguranca data de 1988, é a Resolucao n° 1 do
Conselho Nacional de Satide (CNS) de 13 de junho de 1988,
publicada no Diario Oficial da Unidao (DOU) de 14/06/1988,
que visa normatizar as pesquisas em saude. Apesar de sua
importancia e pioneirismo, apresentou algumas falhas

como ser muito abrangente e extensa, mas a principal foi a
falta de divulgacao para as areas que fariam uso da mesma.
Depois desta, outras leis foram normatizadas, mas somente
com a lei 11.105, da Presidéncia da Republica, de 24 de
marco de 2005, a biosseguranca efetivamente surgiu com a
forca necessdria. A partir dessa, lei criou-se a Comissao
Técnica Nacional de Biosseguranga — CTNBio - com o obje-
tivo de propor e estabelecer toda a politica Nacional de
Biosseguranca, publicando Normas e Instrugoes
Normativas que devem ser cumpridas em todos os niveis® **.
A legislacdao supra citada classifica o laboratério clinico
como uma 4rea restrita, com excecao das salas de coleta de
material, recepc¢ao e areas administrativas, que sao abertas
ao publico em geral. Ao interior do laboratério s6 é permi-
tido o acesso de pessoal autorizado, evitando, desta forma,
que pessoas nao envolvidas com a rotina laboratorial cor-
ram risco de acidentes® '* .

De acordo com o publicado por HIRATA & MANCINI,
(2002)", quando se trabalha de maneira planejada e orga-
nizada, a exposicao a agentes considerados de risco a
saude é minimizado e, sem duvida evita acidentes, pois,
em ambiente laboratoriais, podem ser encontrados diver-
sos tipos de riscos, classificados, de acordo com a gravida-
de, em despreziveis, marginais, criticos ou catastréficos.
Ao analisar-se o ambiente laboratorial, constata-se que,
apesar dos esfor¢gos em investimento para o aprimoramen-
to de profissionais e dos processos tecnoldgicos, além da
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renovacao em equipamentos, pouco tem sido feito para
prevenir o surgimento de lesoes e enfermidades ocupacio-
nais e de impactos ambientais, também causadores de
doencas ou outros danos*'.

Dentre os riscos presentes no laboratério clinico, nota-se,
principalmente, atitudes inconsequentes como preparacao e
manuseio de solucdes téxicas e materiais biolégicos sem uti-
lizacao de equipamentos de protecao individual (EPIs) ade-
quados, bem como condi¢bes ambientais de inseguranca,
aspectos ergondémicos em desacordo com as normas de bios-
seguranca, equipamentos defeituosos ou mal calibrados em
utilizacao, com consequentes riscos a trabalhadores; salas
com moveis, equipamentos e acessoérios inadequados, mui-
tas vezes improvisados, localizados de maneira incorreta,
prejudicando a seguranca do trabalhador e diminuindo o
seu rendimento e sua satisfacao para realizacao de tarefas'.
Segundo LEWIS et al., (2006)", a seguranca de trabalho é
essencial em todas as situagdes e locais do laboratério,
sendo que cada laboratério deve designar um responsavel
pela seguranca, com conhecimento e nivel hierdrquico que
lhe permitam implementar a politica de seguranca, a qual
deve estar documentada em manual, de facil acesso e
entendimento, em todas as secoes do laboratério, e que
nenhum funciondrio deve ser autorizado a manusear mate-
rial potencialmente perigoso antes de receber um treina-
mento completo de acordo com os requisitos de seguranca.
Diante do exposto, este estudo tem por objetivo o levantamen-
to de dados sobre conhecimento e aplicacao das normas de
biosseguranca pelos profissionais do servico de diagnéstico
laboratorial, de um hospital escola da regido oeste do Parana.

MATERIAL E METODOS

A realizacdo do estudo envolveu a aplicacao de questiona-
rios e treinamento sobre biosseguranca a profissionais do
servico de diagnoéstico laboratorial, de um hospital escola
da regiao oeste do Parana.

Foram desenvolvidos dois questionarios fechados, de auto-
preechimento, com questoes relativas ao conhecimento e
aplicacao das normas de biosseguranca. O primeiro foi
aplicado antes do treinamento e o sequndo apés o mesmo.
O preenchimento foi voluntario e o questionéario era anoéni-
mo e nao vinculado.

Um total de 16 funciondrios do laboratério de andlises cli-
nicas do hospital escola preencheram os formularios.

Esta pesquisa obteve aprovacdo do comité de ética para a
sua realizacao e todos participantes assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido.

Os dados foram avaliados pelo programa de andlise esta-
tistica Epi-Info 6.02.

RESULTADOS

Apés andlise dos resultados, os mesmos mostraram que a
maioria dos funciondrios tem conhecimento do significado
do termo biosseguranca (13 - 81%), sendo que apenas 3
(19%) desconheciam o termo.

Quando avaliou-se o conhecimento sobre biosseguranca
em relacdo ao nivel de escolaridade, observou-se que os 10
funciondrios com maior grau de instrucao (62,5%), superior
incompleto e acima, tém conhecimento pleno do significa-
do do termo "Biosseguranca”, bem como 3 (18,75%) dos
que possuem ensino médio completo. Entre aqueles que
desconhecem o termo, 2 (12,5%) possuem o ensino funda-
mental completo e um possui o ensino médio completo
(6,25%). Estes dados estao demonstrados na Fig 1.
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Fig 1. Avaliacao do conhecimento sobre o significado do termo
“Biosseguranca”’em comparacao com o grau de instrucao

Em relacao ao grau de conhecimento sobre o assunto bios-
seguranca, 7 (43,75%) afirmaram saber muito sobre o
assunto, outros 7 (43,75%) afirmaram saber pouco e 2
(12,5%) afirmaram saber quase nada sobre o assunto,
nenhum afirmou desconhecer totalmente o assunto (Fig. 2).
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Nada Quase nada Pouco Muito

Figura 2 - Grau de conhecimento sobre o tema biosseguranca

Ao todo, 15 (93,25%) profissionais relataram fazer uso das
medidas universais de biosseguranca. Quando questiona-
dos sobre medidas especificas, 13 (81,25%) relataram fazer
uso de jaleco; 15 (93,75%) uso de luvas; 11 (68,75%) uso de
mascaras, 8 (50%) uso de 6culos de protecao e apenas 1
(6,25%) relatou o uso de touca (Fig. 3). Levando-se em con-
sideracao as varidveis anteriores, tem-se que 15 (93,75%)
da populacao analisada faz uso de pelo menos uma das
medidas de biosseguranca.
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Figura 3 - Utilizacao de EPIs por parte dos entrevistados

De todos os entrevistados, 13 (81,3%) gostariam de receber
mais informacdes sobre o tema e 3 (18,7%) nao sentem
necessidade de receber mais informacoes sobre o assunto.
Quanto ao fato de ja terem recebido algum tipo de treina-
mento e/ou orientacao sobre o assunto, 12 (75%) afirmaram
positivamente e 4 (25%) responderam de forma negativa

Quando analisou-se a ocorréncia de acidentes biologicos
segundo o tempo de servico, observou-se os seguintes
resultados: entre aqueles que trabalham de 1 a 5 anos 1
(50%) ja sofreu acidente bioldgico, acima de 10 anos, 3
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(75%) dos entrevistados ja sofreram acidentes biolégicos e
entre 5 a 10 anos de servico nenhum funciondrio sofreu
acidente (Fig. 4).
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Jaleco Luvas Mascara Oculos Touca

Figura 4. Relacao entre ocorréncia de acidente biolégico e o
tempo de servico.

Analisando-se a func¢ao especifica de cada funcionério e se
este ja sofreu acidente biolégico, tem-se que: dos 4 indivi-
duos que ja sofreram acidente (25%), 3 (75%) trabalham na
coleta de material biologico (auxiliares de enfermagem) e
1 (25%) é farmacéutico, o restante dos funciondrios nao
relata ocorréncia de acidentes.

Ap6s a realizacao do treinamento, quando questionados se
haveria necessidade de mudanca de comportamento em rela-
cdo as normas de seguranca, dentre os que ja haviam sofrido
acidente biolégico, 2 (12,5%) responderam que acham neces-
sario uma mudanca de atitude, 1 (6,25%) acha que néao é
necessario a mudanca e 1 (6,25%) nao respondeu; o restante
que nao foi vitima de acidente respondeu da seguinte forma:
5 (31,25%) acham que nao é necessaria nenhuma mudanca
de comportamento, 4 (25%) acham necessaria uma mudanca
de atitude e 3 (18,75%) nao responderam (Fig. 5).

@ Vitima de acidente biolégico

No.de individuos

B Nazo viima de acidente
bioldgico

Necessario néo Nao

mudanga
de atitude

necessario respondeu
mudanga
de atitude

Figura 5 - Relacao de acidente biolégico com necessidade de
mudanca de atitude em relacdo as normas de biosseguranca.

Perguntados se colocardao em préatica as informacoes adqui-
ridas no treinamento, 10 (62,5%) afirmaram que irao utili-
zar as informacoes rotineiramente e 6 (37,5%) nao respon-
deram a questao.

A respeito da mudanca de atitude ap6s sofrer acidente bio-
légico, 12 (75%) relataram nunca haver sofrido acidente, 2
(12,5%) relataram ter aumentado os cuidados com a segu-
ranca, 1 (6,75%) aumentou os cuidados temporariamente e
depois voltou a descuidar-se e 1 (6,75%) nao respondeu a
questao (Fig. 6).
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Figura 6 - Aumento das medidas de biosseguranca apés
acidente biolégico

DISCUSSAO

A rotina em um laboratério de analises clinicas € intensa e
muitas vezes estressante. Assim, os profissionais, por des-
cuido, esquecimento ou mesmo por negligéncia, menos-
prezam as agoes de seguranca no laboratério clinico. Neste
estudo confirmou-se esta realidade, demonstrando que,
apesar do conhecimento dos funcionarios sobre normas de
biosseguranca, o conhecimento do significado do termo e o
grau de escolaridade nao diminuem o risco de acidente
biolégico. Estes resultados estao de acordo com CAIXETA
& BARBOSA, (2005)°, em estudo realizado em um estabe-
lecimento de saude, onde foi constatado que, apesar do
fato dos profissionais afirmarem saber o significado do con-
ceito de biosseguranca, nao houve influéncia no coeficien-
te de acidentabilidade e dados obtidos neste estudo com-
provam que, mesmo dentre aqueles que afirmaram saber
muito sobre o termo ou ainda que possuiam um elevado
grau de instrucao, ocorrem acidentes biolégicos.

Esta pesquisa comprova que, apesar de terem conheci-
mento sobre as normas de seguranc¢a no trabalho e tam-
bém sobre o alto risco de contaminacao, nem sempre a pos-
sibilidade de contaminacao é levada em consideracao e,
ainda, existem profissionais que nao utilizam todos os EPIs
necessarios a sua protecao. Isso se justifica quando toma-
se como exemplo a utilizacdo de 6culos de protecao; ape-
nas uma parcela (50%) dos entrevistados declarou que faz
uso deste aparato. Estes resultados corroboram os estudos
realizados por FAYEL et al, (1991)" e CIORLIA & ZANET-
TA, (2007)° que observaram que além do conhecimento,
também é necessdrio que se apliquem corretamente as
medidas de precaucao universal pois, como o contato com
materiais infectantes faz parte da rotina didria do profissio-
nal de satde, nem sempre esse material € manipulado de
forma correta ou ainda nao é levado em conta o cuidado
com o uso de medidas de universais de biosseguranca.
Segundo varios autores, o niumero de acidentes envolven-
do material biolégico pode ser reduzido se forem realiza-
dos servicos de orientacao e implementacdao das normas de
biosseguranca no ambiente de trabalho ' . Estes dados
confirmam a necessidade de implantacao de um servigo de
biosseguranca, para realizacao de treinamentos e supervi-
sdao em servico. Grande parte dos entrevistados, (81,3%),
declarou que gostariam de obter mais informacoes sobre o
assunto. Dados coletados ap6s realizacdo do treinamento,
constatam que a maioria (62,5%) ird implantar as informa-
¢oes na sua rotina de trabalho.

Neste trabalho constatou-se que a maioria dos profissio-
nais que se acidentaram eram funciondarios que trabalha-
vam hd mais de 10 anos no hospital. De acordo com
MACHADO et al, (1992); BREVIDELLI & CIANCIARUL-
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LO, (2001)* o tempo de experiéncia profissional também
demonstrou influenciar sobremaneira a ocorréncia de aci-
dentes biol6gicos e a aplicacdo das medidas preventivas.
Entre os trabalhadores do laboratoério, o auxiliar de enferma-
gem, que trabalha na coleta, é o mais exposto aos acidentes,
devido sua atividade consistir basicamente na manipulacao
de materiais pérfuro-cortantes utilizados durante a coleta de
materiais para a realizacao de exames, ficando o analista cli-
nico em segundo lugar. Estes dados estao de acordo com o
encontrado na literatura, pois diversos pesquisadores rela-
tam resultados similares em seus trabalhos"* 7',

CONCLUSOES

A constante exposicao a procedimentos e a materiais bio-
légicos, potencialmente infectantes, o grau de conheci-
mento e a pratica de medidas de biosseguranca nao altera
a rotina de execucgdo das tarefas didrias. Ao contrario,
alguns profissionais negligenciam as leis de biosseguranca
e s6 voltam a utilizar as medidas universais de biossegu-
ranca, de maneira mais rigorosa, quando um acidente bio-
légico ocorre, e por pouco tempo.

Apesar de afirmarem ter conhecimento sobre biosseguran-
¢a, nem todos os funciondrios seguem as normas de manei-
ra efetiva, o que os torna mais susceptiveis a acidentes bio-
légicos, pois a exposicdo a procedimentos e materiais
potencialmente infectantes é elevada.

Os profissionais que sofreram acidentes nao buscaram
conhecimento, ou ndo tiveram acesso a eles, o que realca a
atitude negligente por parte desses profissionais, bem
como de seus superiores imediatos, ou a existéncia de uma
falsa sensacao de seguranca.

A aplicacao das precaugdes universais requer, além de
novas instrugdes, mudanca de conceitos e habitos antigos,
0 que pode gerar um certo conflito entre os profissionais
mais antigos.

Como sao poucos os dados constantes na literatura sobre o
assunto aqui abordado, espera-se contribuir para a disse-
minacao do conhecimento sobre este tema, bem como
incentivar a formacéao de uma consciéncia em biosseguran-
ca, para que a utilizacao das normas universais se torne um
hébito na rotina laboratorial.
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Soroprevaléncia de Toxoplasmose em pacientes de
Hemodialise atendidos em Erechim/RS*

Soroprevalence of toxoplasmosis in patients of hemodyalisis taken care in Erechim/RS

Aline Gilioli'; Sandra Manoela Dias Macedo®: Mércia Maria Falkoski Vieira®’: Jean Carlos Zanardo® &
Marisa Ltcia Romani Paraboni®

/RESUMO - A Toxoplasmose é uma zoonose de distribuicdo mundial, sua alta prevaléncia relaciona-se a fatores s6cio-econémicos,
idade e, também, referente a area geografica. Clinicamente, apresenta importancia quanto ao risco que representa as pessoas imuno-
comprometidas, as gestantes e ao feto. Foi realizado um estudo de caso-controle com o objetivo de avaliar a prevaléncia de toxoplas-
mose de 46 pacientes do grupo caso com insuficiéncia renal crénica e de 25 pacientes do grupo controle. Para o grupo caso foram
avaliados fatores como tempo de hemodialise, nimero de sessoes por semana, tempo de sessdo e outras doencas associadas. Para os
dois grupos foi avaliado o contato com animais domésticos e habitos alimentares. Foram dosados anticorpos anti- Toxoplasmose IgG
e IgM, diagnosticado anti-Toxoplasmose IgG Reagente em 31 (68%) dos pacientes em hemodialise, 19 (76%) de pacientes do grupo
controle. A presenca de anticorpos anti- Toxoplasmose IgM foi encontrada em 2 (4,3%) dos pacientes em hemodialise e nenhum
paciente do grupo controle. Os resultados mostram que a prevaléncia de toxoplasmose em fase aguda, nos pacientes em hemodidlise,
indica o uso do teste na rotina, como medida de tratamento aos pacientes.

PALAVRAS-CHAVE - Toxoplasmose; Toxoplasma gondii; Insuficiéncia Renal Crénica J

SUMMARY- Toxoplasmosis is a zoonosis of world-wide distribution; its high prevalence becomes related to socio-economic factors, age\
and also referring to the geographic area. Clinically, it presents importance to the risk which represents the imunocommitted people,
to the pregnants and the embryo. It was carried through a case-control study with the objective to evaluate the toxoplasmosis preva-
lence of 46 patients from the case group with chronic renal insufficience and of 25 patients from control group. For the case group had
been evaluated factors as hemodialysis time, number of sessions per week, session time and other associate illnesses. For the two
groups had been evaluated contact with domestic animals and alimentary habits. It had been dosed Toxoplasmosis IgG and
Toxoplasmosis IgM antibodies, diagnosed Toxoplasmosis IgG reacting in 31 (68%) from the hemodialysis patients, 19 (76%) from con-
trol group patients. The Toxoplasmosis IgM antibodies presence was found in 2 (4.3%) in hemodialysis patients and no patient from
control group. The results show that the toxoplasmosis prevalence in acute phase, in hemodialisis patients, indicates the use of the

routine test, as treatment measured to the patients.

KEYWORDS - Toxoplasmosis, Toxoplasma gondii. Chronic renal deficiency. J

INTRODUCAO

Toxoplasmose é uma doenca de grande distribuicao

mundial e que se apresenta na populacao humana com
uma alta prevaléncia, principalmente no que se refere a
fatores socio-econdmicos, idade e também referentes a area
geogréfica. Em regides tropicais, sua taxa de prevaléncia é
superior em comparacao as areas aridas, em regioes frias e
quentes, onde se denota sua baixa prevaléncia '* ',
A transmissdao do Toxoplasma gondii ocorre através da
ingestao de carne inadequadamente cozida, de solos con-
taminados e o contato direto com gatos também é uma
forma expressiva da contaminacao. Pode ocorrer contami-
nacao através da ma lavagem de frutas e verduras e ainda
quando instrumentos e superficies utilizadas no preparo
dos mesmos nao estiverem limpos' .
O Toxoplasma gondii apresenta-se sob trés estdgios de
desenvolvimento: a forma de oocisto, que sao as formas
resultantes do ciclo sexuado do parasita, ocorrendo no trato
gastrintestinal dos felideos, sao considerados a forma de
resisténcia, tanto em relacao as condi¢coes do meio ambien-
te quanto por possuir uma parede muito resistente, o que
permite permanecerem infectantes no solo imido e som-
breado por mais de um ano. Sao eliminados nas fezes
ainda ndo esporulados, tornando-se infectantes apés a
esporulacao no meio ambiente. Na forma de taquizoito ou
trofozoito, aparecem na fase aguda da infeccdo e possuem

multiplicacao rapida, sao moéveis e encontram-se sob a
forma livre ou proliferativa. Possui pouca resisténcia a acao
do suco gastrico os quais sao destruidos em um curto inter-
valo de tempo e estao presentes na fase aguda da doenca.
Os bradizoitos, que estao presentes em diversos tecidos
(musculos e sistema nervoso) e, em geral, presentes na fase
cronica e congénita da infeccdo, possuem multiplicacao
lenta, apresentam mais resisténcia em relacao ao contetdo
do suco gastrico e possuem a caracteristica de permanece-
rem nos tecidos por muitos anos'.

Os principais sintomas da infeccao pelo Toxoplasma gondii
sdo dores musculares, astenia, lesdes cutaneas, amigdalite,
febre, secrecao ocular bilateral muco purulenta e anorexia’.
Na grande maioria das vezes, o contagio se da pela inges-
tdo de oocistos que foram eliminados pelas excretas de feli-
deos, que sao resistentes as variacdes de temperatura e de
umidade e que podem permanecer por um longo periodo
de tempo no solo. Outra forma de transmissao é pelo con-
sumo de carnes que contenham os bradizoitos, principal-
mente se foram consumidas cruas ou pouco cozidas*.

A toxoplasmose do tipo adquirida nao necessita de trata-
mento medicamentoso, pois o préprio sistema imunolégico
tende a eliminar o parasita do organismo. Para a fase croni-
ca da infeccao, ainda nao existe um medicamento que seja
eficaz contra a toxoplasmose, o qual atua contra os taquizoi-
tos, mas ndo contra os cistos. J& em casos onde a toxoplas-
mose assume papel grave, como nos pacientes imunocom-
prometidos e em gestantes, justifica-se o tratamento medi-
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camentoso utilizando-se sulfatiazina, pirimetamina e espi-
ramicina, a fim de eliminar de forma rapida e impedir a
multiplicacao do parasita evitando assim o aparecimento de
sequelas em fetos de maes infectadas, bem como recidivas
em pacientes com imunidade comprometida™*.

Estima-se que 40% da populacdo mundial adulta esté infec-
tada pelo Toxoplasma gondii**. Em cidades como no Recife,
essa taxa tem uma variacao de 64% a 79%’. Em um estudo
realizado em Porto Alegre, no ano de 2003, para um grupo
de gestantes foram registradas prevaléncias de 60% che-
gando até 74,5% de positividade. Em outro estudo realiza-
do em 1999, de pacientes com problemas oculares, na zona
rural do Parand, houve positividade de aproximadamente
83% em relacao ao inquérito realizado'. No Brasil, tem sido
determinada uma soroprevaléncia que varia entre 50% até
80% ®. Em adultos, essa taxa de prevaléncia, que chega até
80%, tende a crescer conforme o aumento da faixa etaria‘.
Estudos demonstram a prevaléncia de retinocoroidite toxo-
plasmica em aproximadamente 17,7% da populacdo da
cidade de Erechim-RS, pertencentes a uma regiao rural.
Essa prevaléncia foi ainda maior, de 21,3%, se for conside-
rado apenas individuos maiores de 13 anos™.
Clinicamente, a toxoplasmose apresenta importancia quan-
to ao risco que representa as pessoas imunocomprometidas,
as gestantes e ao feto, no potencial de causar lesoes ocula-
res tardias, como a retinocoroidite, levando a cegueira, e
problemas neurolégicos, como algumas deformidades con-
génitas e a presenca do retardamento mental®.

Em individuos imunocompetentes, a toxoplasmose muito
raramente apresenta importdncia clinica®. Em pacientes
com acao imunolégica deficiente (imunocomprometidos), o
parasita invade os tecidos e atinge os érgaos, dando origem
aos taquizoitos, onde causa as formas mais graves da toxo-
plasmose’. No grupo de risco, onde se inclui pacientes
receptores de 6rgaos, imunocomprometidos, em tratamento
quimioterdpico e aqueles infectados pelo HIV, a toxoplas-
mose causa retinite, encefalite ou doenca disseminativa'.
Em pacientes candidatos a receber algum tipo de 6rgao
s6lido, como, por exemplo, rins, a toxoplasmose pode se
apresentar sob a forma disseminada e do tipo aguda, no
que se refere aquele paciente até entao soro-negativo para
Toxoplasmose e recebe este 6rgdo de algum doador infec-
tado cronicamente ou até pela reagudizacdo da infecgéo
pregressa, tornando este receptor um forte candidato a
desenvolver a parasitose *". Existem na literatura, cerca de
30 casos relatados de infecgbes sistémicas causadas pelo
Toxoplasma gondii em receptores de transplante renal,
sendo considerada rara neste procedimento®.

Para o diagnostico laboratorial da toxoplasmose tem sido
feita a pesquisa de anticorpos contra o parasita, do tipo IgM,
presente apenas na fase aguda da doenca, diferenciando da
infeccédo latente que é muito comum na maioria da popula-
cao. Essa sorologia para toxoplasmose possui importancia
relevante para gestantes e pacientes imunocomprometidos,
pois define data de contdgio na gestante, ou a reagudizacao
da forma latente da toxoplasmose, nos pacientes com imuni-
dade baixa’. Ao contrario da deteccao de anticorpos IgM
representarem um contdgio recente e nao especificamente a
infeccao ativa no organismo, a presenca de anticorpos IgG
caracteriza um marcador de infeccao pregressa ou latente,
dependente da resposta humoral do individuo®.

O objetivo deste estudo foi analisar a prevaléncia de
toxoplasmose de pacientes com insuficiéncia renal crénica,
que realizam hemodidlise em um hospital de referéncia
na cidade de Erechim/RS e em pacientes normais da
populacao geral.
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MATERIAL E METODOS

No estudo foram avaliados 46 pacientes do grupo com
insuficiéncia renal cronica, em hemodialise, de ambos os
sexos, com idade variando de 21 a 75 anos, atendidos no
setor de hemodidlise de um Hospital da cidade de Erechim.
Foram selecionados como grupo controle 25 voluntédrios da
comunidade, com idade entre 21 e 75 anos, sem insuficién-
cia renal cronica, de ambos os sexos.

Apbs esclarecimentos sobre os objetivos, procedimentos e
beneficios do estudo, os pacientes assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido de acordo com as reco-
mendacdes do Comité de Etica em Pesquisa da URI -
Campus de Erechim, que o estudo foi aprovado.

Foram aplicados questionéarios, adaptados de estudos de
caso-controle, pela equipe de pesquisadores, para ambos
os grupos. Foram realizadas perguntas referentes a fatores
de risco como comer carne e vegetais, de que maneira pre-
parava os alimentos, e a exposi¢cao a animais.

Para cada paciente do estudo, foi coletada amostra de 5 ml
de sangue para realizacdo dos testes sorolégicos e bioquimi-
cos. O método para dosagem de Toxoplasmose foi o ensaio
imunoenzimético (ELISA) por captura para deteccao IgM, e
ensaio imunoenzimdtico (ELISA) para deteccao de anticor-
pos IgG, ambos da marca RADIM®. Os testes de uréia e
creatinina foram utilizados para avaliar a insuficiéncia renal,
tanto no grupo caso como no grupo controle, dosados por
metodologia de quimica seca, Johnson e Johnson ®. O pro-
tocolo de testes e o célculo dos valores de referéncia foram
desenvolvidos segundo recomendacoes do fabricante.
Analise Estatistica: No estudo, a analise estatistica foi
desenvolvida através dos Teste t e do teste Chi-Sq (3.
Para o teste Chi-Sq(x*, um valor de p<0,05 prediz uma
associacdo estatistica para a variavel estudada. Valores de
p>0,05, ndo existe associacdo estatistica em relacdo as
varidveis em questao.

RESULTADOS

No presente estudo, 31 dos 46 (67,4%) pacientes de hemo-
dialise e 19 dos 25 (76%) voluntéarios controle foram positi-
vos para anticorpos IgG (Fig. 1).

Valores(%)

EPacientes
24
B Controle

12G (+) 1gG ()

Figura 1: Distribuicdo de Pacientes, Controles e
Soropositividade para ToxoplasmoselgG

A percentagem de positividade de pacientes em hemodia-
lise, para Anticorpos anti IgG, foi de 67,4%, ndo havendo
significancia estatistica (P>0,05) em relacao ao grupo con-
trole que apresentou positividade de 76%.

Dois pacientes de hemodidlise foram positivos para o
Anticorpo IgM (4,34%). No grupo controle nao foi encon-
trado nenhum paciente com IgM reagente.

Neste estudo, foi investigada a relacao entre o nimero de ses-
soes por semana, o tempo de cada sessao e o tempo de trata-
mento (hemodidlise) com a soropositividade de anticorpo anti
IgG. Nao houve associacgao estatistica entre estas variaveis em
relacao ao fato de ser paciente de hemodidlise e apresentar
soropositividade para o anticorpo IgG (Tabela 1 e 2).
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TABELA |
Distribuicao dos pacientes de hemodialise em
relacao ao tempo de hemodialise.

Tempo de IgG IgG
Hemodialise(meses) Reagente Nao Reagente
4 |%| 20 9 6
21 |%] 40 9 5
> 40 13 4
Total 31 15
TABELA I

Distribuicao dos pacientes de hemodialise em
relacao ao tempo da sessao.

Tempo da sessao lgG lgG
Reagente Nao Reagente
Até 3horas e 15 min 4 3
» 4 horas 27 12
Total 31 15

Em relacdo ao ntimero de vezes por semana que 0s pacien-
tes realizam hemodidlise, apenas um paciente realiza duas
vezes por semana, os demais, 3 vezes por semana.

Neste estudo, tanto os pacientes do grupo caso, como os do
grupo controle, foram divididos em faixas etarias. A média
de idade dos pacientes hemodialisados foi de 52,73 anos
com desvio padrao de 15,25 anos. Em relacao a idade dos
pacientes em hemodidlise, os resultados de positividade
para o anticorpo anti IgG, nédo teve associacao estatistica
com a faixa etdria (Tabela 3).

TABELA 11l
Distribuicao dos pacientes de hemodialise em
relacao a faixa etaria.

Faixa etaria lgG IgG
(anos) Reagente Nédo Reagente
21 %] 30 2 2
31 |%] 45 7 4
46 |%| 61 11 4
> 61 11 5
Total 31 15

O presente estudo também dividiu em faixas etarias os
pacientes pertencentes ao grupo controle de acordo com as
respectivas faixas etdrias conforme a tabela 4.

TABELA IV
Distribuicao dos pacientes do grupo controle em
relacao a faixa etaria.

Faixa etaria IlgG IgG
(anos) Reagente N&o Reagente
21 |%| 35 2 2
36 |%| 50 9 3
> 50 8 1
Total 19 6

Em relacao ao grupo controle, a média de idade dos
pacientes foi de 46, 84 anos com desvio padrao de 12,64
anos. Quanto a faixa etdria, houve predomindancia de 36-50
anos, seguida de pacientes com mais de 50 anos, mas nao
houve nenhum tipo de associacao entre pertencer a estas
faixas etarias e ser soropositivo para IgG.

Dos 31 pacientes com anticorpo IgG positivo, 19 (61,3%)
eram do sexo masculino e 12 (38,70%) eram do sexo femi-
nino. Dos 15 pacientes com anticorpo IgG néao reagente, 7
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(46,66%) e 8 (53,33%) eram do sexo feminino, ndo existin-
do diferenca significativa em relacao ao sexo e a relagao
entre positividade para o anticorpo IgG.

No estudo foram analisadas associacoes entre doencas
associadas e positividade para anticorpos IgG, para os
pacientes de hemodidlise (Fig. 2).

B igG(+)
WigG(-)

Ne de Pacientes
=

Diabetes

Hepatite (B/C) Nenhuma Doenga

Figura 2: Doencas Associadas e
Soropositividade para Toxoplasmose IgG

As doencas associadas foram Diabetes, Hepatite B e C e,
também, o fato de ndo possuir nenhum tipo de doenca
associada ao processo de hemodidlise. Nao houve associa-
cao entre estas doencas associadas e sorologia positiva
para o anticorpo IgG.

Neste estudo, foram investigadas possiveis associacoes
entre soropositividade de anticorpo IgG com fatores de
risco relacionados a habitos alimentares, contato com ani-
mais do grupo caso e grupo controle (Fig. 3).

Lavagem de verduras deixando de molho em
vinagre ou suco de liméo

Lavagem de verduras direto na 4gua corrente

B Fator
Controle(%)

B Fator
Pacientes(%)

Ingesto de verduras como alface e ricula

Ingestdo de came de porco, gado, frango

Contato com animais-gato e cachorro na
idade adulta

Contato com animais-gato e cachorro na
infancia

Figura 3: Fatores associados com a contaminac¢ao por
Toxoplasma gondii IlgG (+), de pacientes em hemodialise
e de pacientes do grupo controle

A figura 3 indica presenca de fatores de associacao, rela-
cionados como hébitos alimentares e modo de preparo dos
vegetais. Nao foi encontrada associacao significativa entre
casos e controle com a soropositividade do anticorpo IgG.
Para o grupo controle, 7 pacientes tinham histérico familiar
com toxoplasmose, a resposta de todos os pacientes para
cozimento de carne bem passada, todos os pacientes
comem salame, mas eventualmente. Nao houve associacao
estatisticas entre essas varidveis e ser reagente para IgG.
Em relacédo aos pacientes de hemodialise, 22 deles tinham
histérico familiar de toxoplasmose, dos 46 entrevistados.
Todos os pacientes para cozimento de carne bem passada,
apenas 1 nao comia salame e, dos que comiam, todos even-
tualmente. Nao houve associagao estatistica entre ser rea-
gente para IgG e as variaveis citadas neste grupo.

A presenca ou auséncia de insuficiéncia renal cronica dos
dois grupos foi verificada realizando a dosagem de uréia e
creatinina, os valores encontrados estao mostrados nas
tabelas 5 e 6, usando-se o Teste t, para andlise estatistica.
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TABELA V
Valores de uréia dos pacientes em hemodialise e do grupo controle
Variaveis Grupo caso Grupo controle
Uréia Uréia
Média md/di(+DP) 131,58(33,75) 32,24(6,55)

DP=Desvio Padrio =194 P<0,001
TABELA VI
Valores de cretinina dos pacientes em hemodialise e do grupo controle
Variaveis Grupo caso Grupo controle
Creatinina Creatinina
Média md/dI(+DP) 9,02(2,16) 0.78(0,14)

DP= Desvio Padrio =257 P<0,001
DISCUSSAO

Em pacientes imunocompetentes, a toxoplasmose adquiri-
da apresenta menor risco mas, em pacientes candidatos a
transplante renal, a toxoplasmose recente (aguda) sinto-
matica, mesmo sendo rara, pode apresentar maior gravida-
de e uma alta taxa de mortalidade, se nao diagnosticada e
tratada precocemente’.

O estudo em questdao procurou demonstrar o indice de
positividade de anticorpos anti-T. gondii em um grupo de
46 pacientes com insuficiéncia renal crénica, submetidos a
procedimentos de hemodidlise e também de 25 pacientes
do grupo controle da populacéo. Verificou-se que este indi-
ce alcancou a taxa de 67,4% em relacao aos pacientes do
grupo de que realizam hemodidlise e uma taxa de 76% de
positividade em pacientes do grupo controle. Este indice
de soropositividade de toxoplasmose em pacientes de
hemodidlise foi superior a estudos realizados por Yazar et
al., (2003), que descreve o percentual de positividade de
anticorpos anti-T. gondii dos 173 pacientes em hemodiali-
se como sendo de 56,06% e inferior ao estudo desenvolvi-
do por Carmo et al., (2004), onde a porcentagem encontra-
da foi de 82,93% para 68 pacientes estudados. Aproximou
de outro estudo realizado por Ocak et al., (2005) que des-
creve a soropositividade de 76,5% em um grupo maior,
com 255 pacientes em hemodialise.

Em relacao ao grupo controle com 25 pacientes, foi verifi-
cada a positividade de 76%, superior a porcentagem
encontrada nos estudos realizado por Yazar et al., 2003,
onde 20% (8) dos 40 pacientes do grupo controle apresen-
taram positividade de anticorpos anti-T. gondii e também
pelo estudo descrito por Ocak et al., (2005) onde a porcen-
tagem de soropositividade no grupo controle de 50 pacien-
tes foi de 42% (21).

A positividade de anticorpos anti-T. gondii no grupo de 46
pacientes de hemodidlise foi de 2 (4,34%) para IgM. Este
indice de positividadade pode ser considerado elevado,
pois estudos realizados por Ocak et al., (2005) demonstram
a positividade de 2 (0,8%) de 255 pacientes de hemodiali-
se. Outro estudo desenvolvido por Carmo et al., (2004) de
82 pacientes com insuficiéncia renal crénica, nenhum
deles apresentou soropositividade para IgM. Em compara-
cao ao estudo de Yazar et al, (2003) a soropostividade para
o grupo de pacientes em hemodidlise foi de 1,73 %, inferior
ao encontrado neste estudo.

A partir deste dado de soropositividade para IgM, 2
(4,34%) dos pacientes de hemodidlise no estudo, verifica-
se a presenca de toxoplasmose aguda.

No presente estudo, nenhum paciente do grupo controle
apresentou IgM reagente, dos 25 pacientes investigados,
caracterizando assim a auséncia da infeccdo aguda. Este
dado condiz com o estudo realizado por Yazar et al., (2003)
onde verificou que dos 40 pacientes do grupo controle,
nenhum apresentou soropositividade para o anticorpo
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IgM, caracterizando, assim, a auséncia de toxoplasmose
aguda no grupo estudado. E no estudo desenvolvido por
Ocak et al, (2005) também nenhum paciente do grupo con-
trole apresentou soropositividade para IgM dos 50 pacien-
tes analisados.

A prevaléncia de toxoplasmose nos pacientes em hemodia-
lise em fase aguda, IgM Reagente, indica marcador sorolé-
gico, como medida diagnéstica importante para tratamen-
to aos pacientes. A andlise dos dados e resultados obtidos
ndo pode ser utilizada para a populacdo em geral devido a
limitacdo do nimero de amostras.

Os fatores de risco, como ter contato com animais na infan-
cia e quando adulto, o tipo de carne consumida, tipo de
verdura, como lavava as verduras, se comia salame, que
tipo de carne e como realizava o seu cozimento foram fato-
res descritos que nao houve significado estatistico.
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Estudo comparativo da eficiéncia da eletroforese
alcalina em acetato de celulose na identificacao de
hemoglobinas utilizando diferentes tampoes*

Comparative study of the alkaline electrophoresis on cellulose acetate efficiency to identify
hemoglobins by using different buffers

Flavio Silva de Carvalho’, Karlla Greick Batista Dias-Penna®, Erica Silva de Araujo’,
Andréa Luciana Martins Ramos® & Luiz Artur Mendes Bataus®

/RESUMO - As hemoglobinas podem apresentar alteracdoes moleculares denominadas hemoglobinopatias caracterizadas pela inefi-
ciéncia da producao das cadeias de globinas (alfa ou beta) ou por alteracoes estruturais na sintese destas cadeias. Tais alteracoes estru-
turais promovem a formacao de hemoglobinas variantes (anémalas) e o desbalanceamento na sintese destas cadeias tem como con-
seqiiéncia a talassemia. O diagnéstico das hemoglobinopatias é realizado essencialmente por avaliacao eletroforética. Este trabalho
teve como objetivo avaliar a influéncia de diferentes tampoes de eletroforese na caracterizacdo de hemoglobinas variantes por meio
da técnica de eletroforese alcalina em acetato de celulose. Considerando as caracteristicas de separacao e nitidez das bandas obtidas
concluimos que o tampéao TEB (Tris base 0,090 M, Acido Bérico 0,090 M, EDTA 0,002 M, pH 8,2), na concentracao de 0,5X foi o mais
eficiente na caracterizacao das hemoglobinas testadas. Este tampao além de permitir uma melhor separacao eletroforética entre as
diferentes hemoglobinas, também permitiu uma maior estabilidade da hemoglobina H, favorecendo a identificacao mais eficaz dessa
hemoglobina instavel.

PALAVRAS-CHAVE - hemoglobinas; perfil eletroforético, hemoglobinas variantes. J

/SUMMARY— Hemoglobins could present molecular alterations called hemoglobinophaties which are characterized by the inefficient\
production of globin chain (alpha or beta) or by the structural changes on the synthesis of these chains. This structural changes result
in the formation of variants (abnormal) hemoglobin and the inefficient production results on unbalanced formation of hemoglobin that
consequently results in thalassemias. The diagnoses of hemoglobinopathies are made essentially by electrophoresis. The aim of this
work is evaluate the influence of different electrophoresis buffers in the characterization of variant hemoglobin on alkaline elec-
trophoresis by cellulose acetate. Considering the characteristics of separation and sharpness of the bands, we conclude that the buffer
TEB (Tris base 0,090 M, Boric acid 0,090 M, EDTA 0,002 M, pH 8,2) at 0,5X concentration is the most efficient in characterization of
hemoglobin’s tested. This buffer allows the better electrophoresis migration of different hemoglobin, and it also allows more stability

of hemoglobin H, favoring more efficient identification of this instable hemoglobin.
KEYWORDS - hemoglobin; electroforetic profile; hemoglobin variants. J

INTRODUCAO

hemoglobina (Hb) humana é formada por quatro

subunidades, composta de dois pares de cadeias glo-
binicas, conhecidas por cadeia alfa e beta. A cada uma
destas cadeias estd ligado um grupo heme que efetivamen-
te tem a capacidade de ligar, transportar e liberar molécu-
las de O: e CO: através do organismo™.
No adulto, os genes do cromossomo 11 sao responsaveis
pela sintese das cadeias de globina tipo beta (beta, delta e
gama) que possuem 146 aminodacidos, enquanto os genes do
cromossomo 16 sao responsaveis pela sintese das cadeias
alfa, as quais possuem uma seqiiéncia de 141 aminodacidos.
Assim, as hemoglobinas normais produzidas apds o nasci-
mento sao: hemoglobina A (Hb A) composta por duas
cadeias alfa e duas beta (0:f2), que é a predominante (96 a
98%); hemoglobina A: (Hb A.), duas cadeias alfa e duas
delta (020: ) (02 a 04%) e a hemoglobina fetal (Hb F), com-
posta por duas cadeias alfa e duas gama (ozy2) (0 a 1%)*.
As hemoglobinopatias aparecem em decorréncia de altera-
¢oes nos genes que codificam as cadeias globinicas alfa
e/ou beta, sendo que estas alteracoes podem ser qualitati-
vas, nos genes estruturais, resultando no aparecimento de

hemoglobinas variantes ou quantitativas, nas regioes regu-
ladoras, resultando nas talassemias'*.

Estudos revelam que cerca de 7,0% da populacao mundial
seja portadora de um dos tipos de hemoglobinopatia justi-
ficando a importancia da identificacdao destas alteracdes
correlacionando a estrutura, funcao, aspectos genéticos,
antropolégicos e as conseqiiéncias clinicas do individuo
homozigoto ou heterozigoto®*”'®. Segundo dados da
Organizacao Mundial de Saude (OMS), no Brasil, a hemo-
globina S, a hemoglobina C e a talassemia beta sao sufi-
cientes para causar um alto grau de morbidade e de mor-
talidade’. No site Globin Gene Server’ estao depositados
os dados dos genes envolvidos na producao das hemoglo-
binas, nele estao descritas atualmente 997 mutacdes que
resultaram em diferentes hemoglobinas variantes.

As hemoglobinas variantes surgem de alteragoes qualitati-
vas nos genes estruturais, geralmente em decorréncia de
mutacdes pontuais, ou seja, alteracdes de unico nucleoti-
deo que por conseqiiéncia podera formar uma molécula de
hemoglobina com caracteristicas fisico-quimicas diferen-
tes. Esta substituicdo pode alterar a carga elétrica da
hemoglobina, permitindo sua identificacao por metodolo-
gias de separacao eletroforéticas®.
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Para a investigacao preliminar das hemoglobinas variantes
emprega-se a eletroforese em acetato de celulose utilizan-
do tampado alcalino, por ser uma técnica rdpida e de baixo
custo. Cadeias globinicas mutantes que diferem das
cadeias normais em sua carga elétrica total sao rapidamen-
te diferenciadas. Utiliza-se o acetato de celulose como
suporte para a eletroforese, pois as hemoglobinas sao pre-
ferencialmente separadas com base em suas cargas, pois a
friccao destas proteinas com o suporte € pequena, o que faz
com que o tamanho da molécula néo influencie profunda-
mente a sua velocidade de migragao’.

Entretanto, um grande nimero de variantes com significado
clinico apresenta substituicées que nao alteram a carga da
proteina. Além disso, algumas mutac¢des podem causar alte-
racoes na estrutura tridimensional da molécula. Algumas
variantes possuem migracao eletroforética idénticas - co-
migram - como é o caso das Hb A2, C,OeEeHb S, DeG.
Sendo assim, a sensibilidade da técnica de eletroforese é
limitada, sendo necessarios testes complementares®.

A proposta desse trabalho é estudar o efeito da variacao da con-
centracao, composicao e valor de pH de diferentes tampoes de
eletroforese, na caracterizacao das principais hemoglobinas,
utilizando eletroforese alcalina em acetato de celulose.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no Laboratério de Bioquimica e
Engenharia Genética do Departamento de Bioquimica da
Universidade Federal de Goias, Goiania, cumprindo-se os
principios éticos estabelecidos na Resolugao n°® 196/96 do
Conselho Nacional de Satde. O trabalho é parte de um
projeto submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UFG sob protocolo 065/2005. As amostras
foram coletadas de adultos de ambos os sexos apos assina-
tura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
Foram analisadas amostras de sangue total, coletadas com
EDTA provenientes de individuos previamente identificados
como portadores de Hb A, S, C ou H utilizando a metodologia
de eletroforese alcalina em acetato de celulose (Dolles®),
segundo NAOUM?". A presenca das hemoglobinas A, S e C
foram confirmados por cromatografia liquida de alta perfor-
mance (HPLC) com o equipamento Variant I da BioRad®.
Enquanto que a Hb H foi confirmada pela pesquisa intra-eritro-
citaria de Hb H utilizando o corante azul de crezil brilhante®.
Para a realizagdao do estudo comparativo entre os diferen-
tes tampoes de eletroforese de hemoglobinas, as amostras
foram previamente hemolisadas com uma solucao de sapo-
nina a 1,0%". O tempo para a separacao das hemoglobinas
foi padronizado em 40 minutos utilizando 300 Volts, exce-
to na andlise da Hb H, cujo tempo foi de dez minutos.
Na tabela 01 estao descritos os tampoes utilizados, seus
componentes e suas respectivas concentracoes.

TABELA |

Descricao dos componentes dos tampodes de eletroforese, com
suas respectivas concentragoes e valor de pH.

TAMPAO REFERENCIA TRIS ACIDO EDTA pH
base BORICO

TEB n°1 NAOUM, 1999 " 0,084 M 0,052 M 0,002M 85

TEB n°2 MARENGO-ROWE, 1965 ° 0,120 M 0,015 M 0,006 M 89

TEB n°3 MANIATIS et al, 1989 ° 0,090 M 0,090 M 0,002M 82

A eficiéncia do tampao MARENGO-ROWE? foi avaliada
utilizado diferentes valores de pH. Os tampoes foram ajus-
tados para pH: 7,8, 8,0, 8,4 € 9,0.
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O tampao segundo MANIATIS?, foi utilizado em diferentes
concentracoes, podendo estar mais diluido ou mais con-
centrado que o tampao original (1,0X), variando de 0,2X,
0,3X%, 0,4X, 0,5X, 0,65X, 0,80X, 1,5X a 2,0X.

Outro tampao utilizado foi o Tris-glicina, segqundo MANIATIS?,
preparado numa concentracao de Glicina a 0,019M e Tris
(hidroximetilaminometano) a 0,025M. Este tampéo foi ajusta-
do em pH 8,7 e utilizado nas concentracoes de 0,5X e 1,0X.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A primeira etapa deste trabalho foi avaliar a separacao eletro-
forética entre as hemoglobinas A, S e C por meio da eletrofore-
se em acetato de celulose, utilizando o tampao TEB n°1 (figura
01). Foram utilizadas amostras de individuos previamente tes-
tadas e confirmadas por cromatografia em HPLC. Essas hemo-
globinas foram escolhidas por serem as mais prevalentes na
populacao brasileira. Neste trabalho este tampao foi utilizado
como referéncia por ser muito utilizado nos ensaios laborato-
riais para diagnéstico das hemoglobinopatias'®*.

01 02 03 04
A -, R - A
s

e

Figura 01 - Perfil eletroforético em acetato de celulose utilizan-
do o tampao TEB n°1. Raia 01 perfil AA; raia 02 perfil AS; raia 03
perfil AA e raia 04 perfil AC.

Na figura 01 observa-se que a separacao das Hb A, Se C
é bastante evidente utilizando a técnica de eletroforese em
acetato de celulose com o tampao TEB n°1.

A avaliacao da separacao eletroforética utilizando o tam-
pao TEB n°2 ajustado para os pH 7,8; 8,0; 8,9 e 9,0 pode ser
observada na figura 02. Nela é facilmente visualizado que
nos menores valores de pH (7,8 e 8,0) praticamente nao
ocorreu separacao das hemoglobinas testadas. Utilizando o
pH 8,9 e 9,0 é notado uma pequena separacao das diferen-
tes hemoglobinas. Sendo que a melhor separacao foi obti-
da com o tampao em pH 9,0. O trabalho original de
MARENGO-ROWEY9 descreve o tampao ajustado para o
valor de pH 8,9 como efetivo. Pode se inferir deste resulta-
do a importancia de novos estudos relacionados a variacao
da concentracao e pH dos tampodes, no aprimoramento da
identificacao das hemoglobinas.

pH7.8 pH8.0 pH8.9 pH9.0

01 02 03 04 05 06 O7 08 09 10 11 12 13 14 15 16

—_— '.-—J“ Ta" g v=-y

Figura 02 - Perfil eletroforético em acetato de celulose utilizan-
do o tampao TEB n°2 nos pH 7,8, 8,0, 8,9 e 9,0. Raias 01, 03, 05,
07, 09, 11, 13 e 15 perfil AA, raias 02, 06, 10 e 14 perfil AS, raias
04, 08, 12 e 16 perfil AC.

O padrao de migracao eletroforética utilizando o tampao
TEB n°3 em diferentes concentracoes é mostrado na figura
03. Pode-se observar que a medida que a concentracao dos
componentes do tampao aumenta ocorre uma diminuicao
na separacao das hemoglobinas. A maior migracao eletro-
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forética foi obtida com o tampao na concentracao 0,3X,
entretanto nessa condicao ocorreu uma perda de nitidez na
visualizacdo dos perfis eletroforéticos. A utilizacdao do tam-
péo 0,5X resultou em uma menor separacao eletroforética
em comparacao com o 0,3X, porém as bandas obtidas
foram mais definidas (figura 03).

0.3% 0.5 088X 0.8% 10X
01 _02 03 04 03 O6 O7 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17 10 15 20

- - - - - - - -
.gvzvg ok 3 RS Wb RS -

Figura 03 - Perfil eletroforético em acetato de celulose utilizan-

do o tampao TEB n°3 nas concentracoes 0,3X, 0,5X, 0,65X, 0,8X
e 1,0X. Raias 01, 03, 05, 07, 09, 11, 13, 15, 17 e 19 perfil AA, raias
02, 06, 10, 14 e 18 perfil AS, raias 04, 08, 12, 16 e 20 perfil AC.

Para efeito de comparacao da eficiéncia da separacao das
hemoglobinas utilizando os diferentes tampoes, foram medi-
das as distancias (em centimetro) entre o ponto de aplicacao
das amostras e o ponto de migracao de cada hemoglobina.

TABELA I
Diferenca entre as distancias de migracao eletroforética das
hemoglobinas, utilizando os tampo6es TEB n°1 e TEB n°2.

TAMPAO  pH HbA*  HbC* DIFERENCA HbA*  HbS* DIFERENCA
ENTRE ENTRE
HbA e C** HbA e S**
TEB n°1 8,5 3,0 2,0 1,0 3,6 3,0 0,6
TEB n°2 7.8 22 22 0,0 1.8 1.8 0,0
TEB n°2 8.0 3,0 3,0 0,0 3,0 3,0 0,0
TEB n°2 8.9 3,7 3,0 0,7 3,9 34 0,5
TEB n°2 9.0 3.3 2,7 0,6 4,2 3,8 0,4

*média da distancia de migragdo em cm (realizado em triplicata)
**diferenca entre a distancia de migragao em cm (realizado em triplicata)

Na tabela 02, observamos uma maior separacao eletroforética
entre as hemoblobinas utilizando o tampao TEB n°1 quando
comparado com os tampodes TEB n°2 independente do pH tes-
tado. E muito importante ressaltar que o TEB n°1 é resultado
de estudos de aprimoramento do tampao MARENGO-ROWE?
descritos por NAOUM?". Os dados obtidos neste trabalho cor-
roboram com os resultados descritos por NAOUM'" mostrando
a importancia de aprimorar a metodologia de eletroforese no
estudo e caracterizacao das hemoglobinas variantes.

TABELA Il
Diferenca entre as distancias de migracao eletroforética das
hemoglobinas utilizando os tampoées TEB n°1 e TEB n°3.

TAMPAO HbA  HbC DIFERENCA HbA HbS DIFERENCA

ENTRE ENTRE

HbAeC HbAe S
TEB n°1 3,0 2,0 1,0 3,6 3,0 0,6
TEB n°3 (0,3X) 3,0 1,0 2,0 3,0 2,0 1,0
TEB n°3 (0,5X) 3,4 23 1.1 3,4 2,6 0,8
TEB n°3 (0,65X) 3,0 2,0 1,0 3,0 2,3 0,7
TEB n°3 (0,8X) 34 2,6 0,8 3,2 2,8 0,4
TEB n°3 (1,0X) 2,7 2,2 0,5 3,0 2,6 0,4

*média da distancia de migracao em cm (realizado em triplicata)
**diferenca entre a distancia de migracdo em cm (realizado em triplicata)

A tabela 03 mostra que o tampao TEB n°3 na concentragao
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0,3X foi o que apresentou maior separacao eletroforética,
entretanto as bandas formadas ndao eram muito bem defi-
nidas (figura 03). Utilizando o tampao 0,5X observa-se uma
diminuicdo na separacao eletroforética, quando compara-
do com a separacgao obtida pelo tampao 0,3X (tabela 03).
Entretanto, observa-se uma melhor nitidez das bandas for-
madas (figura 03). A separacao eletroforética das hemoglo-
binas avaliadas utilizando o tampao TEB n°3 na concentra-
cao 0,3X e 0,6X foram maiores que a obtida utilizando o
tampao de referéncia TEB n°1.

Essa maior separacao das bandas obtidas com o tampao
TEB n°3 (0,3X e 0,5X) permite supor que estes tampoes
seriam bastante eficientes na separacao de outras hemo-
globinas que possuem co-migragao ou migracao relativa
muito préxima de outras hemoglobinas. No trabalho de
BERTHOLO & MOREIRA? é mostrado uma tabela com o
padrao eletroforético de diferentes hemobglobinas. As
hemoglobinas S, D Punjab e G Filadelfia apresentam o
mesmo perfil de migracao eletroforética. O mesmo aconte-
ce com as hemoglobinas C e E. As Hb Porto Alegre (°), Hb
K Woolwich (f'%?) apresentam migracao semelhante a Hb
A. A utilizacao do tampao TEB n°3 (0,5 X) poderia auxiliar
na obtencao de um padrao de migracao eletroforética mais
distinto para estas hemoglobinas.

Nesse trabalho, também foi estudada a migracao eletroforéti-
ca da hemoglobina H, bem como sua instabilidade nos tam-
poes utilizados. Foram utilizados os tampoes TEB n°1 e TEB
n°3 na concentracao de 0,5X, pois estes apresentaram um
melhor desempenho na separacao das hemoglobinas testadas.
Nessa avaliacdo também foi incluido o tampéao Tris-glicina.

A eletroforese foi avaliada ap6s o periodo de dez minutos
de migracao para observar a presenca da banda de Hb H".
A figura 04 mostra que a Hb H é mais estavel quando a ele-
troforese é realizada no tampao TEB n°3 0,5X, quando com-
parada com outros tampoes. As setas indicam a posicao da
banda relativa a Hb H. Foram utilizadas trés amostras
caracterizadas previamente com o perfil eletroforético AH,
e foram confirmadas pela pesquisa intra-eritrocitaria de Hb
H através da coloracao com azul de crezil brilhante®.

A hemoglobina H é formada por um tetramero de cadeias
do tipo beta, o que a torna uma hemoglobina instavel. Na
eletroforese alcalina em acetato de celulose a Hb H migra
mais rapidamente que a Hb A. Entretanto devido a sua ins-
tabilidade ela s6 é visualizada no inicio da eletroforese.
Neste trabalho foi adotado o tempo de dez minutos para
visualizacao da Hb H, conforme sugere NAOUM".

TEB n*1 Tris- Glicina TEE n"3 05X

LAL)
e Al LKL

Figura 04 - Perfil eletroforético em acetato de celulose utilizan-
do os tampoes TEB n°1, Tris-glicina 0,5X e TEB n°3 0,5X. A seta
indica HbH e logo abaixo a banda correspondente a HbA.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse trabalho mostraram que a efi-
ciéncia da técnica de eletroforese alcalina em acetato de
celulose sofre influéncia do tampao utilizado. Os resulta-
dos obtidos mostraram que o tampao TEB n°3 (Tris base
0,090 M, Acido Bérico 0,090 M, EDTA 0,002 M, pH 8,2) na
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concentracao de 0,3X foi o que apresentou maior separa-
cao entre as hemoglobinas A, S e C. Entretanto, apesar da
maior separacao as bandas eram menos nitidas. Este tam-
péo além de apresentar uma maior separacao das hemo-
globinas em relacao ao tampao de referéncia, apresentou
uma melhor nitidez das bandas formadas quando compa-
rado com o resultado obtido com o mesmo tampao na con-
centracao 0,3X.

Considerando as caracteristicas de separacao e nitidez das
bandas obtidas concluimos que o tampao TEB n°3 na con-
centracdo de 0,5X é o mais eficiente na caracterizacdo das
hemoglobinas testadas. Este tampéao além de permitir uma
melhor caracterizacao eletroforética entre as diferentes
hemoglobinas, também permitiu uma maior estabilidade
da Hb H, favorecendo a identificacao mais eficaz dessa
hemoglobina instavel.

Vale a pena ressaltar que devido a grande diferenca de
migracao entre as Hb A, S e C é importante a realizacao de
experimentos de caracterizacao de outras hemoglobinas
utilizando o tampao TEB n°3 0,3X. Como ele permitiu uma
maior migracao eletroforética tal caracteristica poderia ser
util na separacao e caracterizacao de outras hemoglobinas
variantes com pequenas diferencas no perfil eletroforético
ou até aquelas que co-migram.
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Avaliacao da atividade antioxidante e antimutagénica do
polvilho de lobeira (Solanum lycocarpum St. Hill)* in vivo

Evaluation of antioxidant and antimutagenic activity of polvilho de lobeira
(Solanum lycocarpum St. Hill) in vivo

Thiago Belchior de Oliveira', Kétia Aparecida Aguiar Salazar', Stella Maris da Silveira Duarte’,
Denise Aparecida Corréa Moreira’® & Fernanda Borges Aratijo de Paula’

RESUMO - O estresse oxidativo relaciona-se com doencas como aterosclerose, diabetes e cancer. E provavel que o desequilibrio entre\
radicais livres e antioxidantes seja um dos fatores causadores ou agravantes dessas doencas. Estudos epidemiolégicos também rela-
cionam o cancer com dieta inadequada, apresentando atencéao especial aos danos no DNA. A fruta-do-lobo é uma planta do cerrado
brasileiro usada popularmente como hipoglicemiante, hipocolesterolémico e controle da obesidade. Devido a presenca de consid-
eraveis teores de acido ascérbico e compostos fendlicos na fruta-do-lobo e acao destes compostos como antioxidantes, este trabalho
objetivou avaliar o potencial antioxidante, antimutagénico e possivel toxicidade do polvilho de lobeira pela determinacao da peroxi-
dacao lipidica, teste do micronicleo de eritrécitos de medula 6ssea e determinacdo dos parametros hematolégicos. A ingestdao do
polvilho de lobeira nas concentracoes 450, 850 e 1300 mg/kg nao interferiu na peroxidacao lipidica em cérebro de ratas. Analisando-
se os parametros hematolégicos, houve alteracao significativa entre o controle positivo e negativo quanto a leucécitos e linfocitos.
Entre grupos tratados com lobeira e ciclofosfamida+lobeira, nao se observou prevencao significativa contra os efeitos mutagénicos da
ciclofosfamida. Pelo teste do micronucleo as solugdes de polvilho de lobeira nao apresentaram efeito genotéxico ou citotéxico, assim
como também nao protegeram as células contra o efeito mutagénico.

PALAVRAS-CHAVE - Fruta-de-lobo, lobeira, antioxidantes, antimutagénico, pardmetros hematolégicos. /

SUMMARY- The oxidative stress is related with diseases as atherosclerose, diabetes and cancer. It is probable that the unbalance\
between free radicals and antioxidants is one of the factors causing the aggravating of these illnesses. Epidemiologic studies also
relate the cancer with inadequate diet, presenting special attention to the damages in the DNA. The fruta-do-lobo is a plant of the cer-
rado Brazilian popularly used as hipoglicemiant, hipocolesterolemic and obesity control. The presence of tenors considerable of ascor-
bic acid and phenolic compounds in the fruta-do-lobo and the action of these compounds as antioxidants, this research objectified to
evaluate the potential antioxidant, antimutagenic and possible toxicity of polvilho-de-lobeira for the determination of the lipidic per-
oxidation, test of the micronucleus of red cells of bony marrow and determination of the hematologic parameters. The ingestion of
polvilho-de-lobeira in the concentrations of 450, 850 and 1300 mg/kg did not interven the lipidic peroxidation in brain rats. Analyzing
the hematologic parameters, it had significant alteration between the positive and negative control in relation as the leukocytes and
Iymphocytes. Between groups lobeira and ciclofosfamide+lobeira, did not observe prevention significant against the mutagenic effects
of the ciclofosfamide. For the test of the micronucleus the solutions of polvilho-de-lobeira had not presented genotoxic or cytotoxic
effects, as well as they had also not protected the cells against the mutagenic effect.

KEYWORDS - Fruta-do-lobo, lobeira, antioxidants, antimutagénico, hematologic parameters. /

com Kalt em 1999, néo ird contribuir substancialmente para
a capacidade antioxidante.
Pesquisas envolvendo compostos antioxidantes oriundos de

INTRODUCAO

fruta-de-lobo ou lobeira (Solanum Ilycocarpum St.

Hill), um vegetal pertencente a familia Solanaceae,
cresce e se desenvolve em condi¢oes ambientais desfavo-
raveis tais como terras acidas e pobres em nutrientes. E
capaz de suportar clima 4rido e periodos de seca prolonga-
dos, resistindo ainda a ciclos anuais de queimadas feitas
pelo homem. E encontrada nas vegetacoes do tipo campo
sujo, cerrado e cerradao (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2003).
Nas regides Sudeste e Centro-Oeste é difundido o uso do
polvilho de lobeira, um pé extraido da moagem ou tritura-
cao da polpa do fruto da lobeira, o qual pode ser de obten-
cao doméstica ou adquirido em farmdécias especializadas
em fitoterdpicos sob a forma de cépsulas (FERREIRA, 2005).
E utilizado na medicina popular como hipoglicemiante, no
tratamento da obesidade e na reducao do colesterol (CRUZ,
1985). Estudos realizados por Dall'Agnol, Lino Von Poser,
em 2000, constataram a presenca de pectina, mucilagem e
amido no polvilho da lobeira. Em 2006, Rocha constatou a
presenca de compostos fendlicos. Oliveira Junior, em 2003,
relatou a presenca de acido ascérbico na fruta do lobo, con-
siderando que se estiver na forma de ascorbato, de acordo

fontes naturais, dentre eles os compostos fendlicos, tém sido
desenvolvidas em diferentes centros de estudos devido a sua
importancia na prevencao do desencadeamento das reacoes
oxidativas, tanto nos alimentos como no organismo animal.
Os antioxidantes podem agir retardando ou prevenindo a
oxidacao do substrato envolvido nos processos oxidativos
impedindo a formacao de radicais livres. (BROINIZI, 2007).

Para proteger a célula e os 6rgaos do corpo contra as espé-
cies reativas de oxigénio (ERO), os sistemas biologicos
desenvolveram um sistema antioxidante baseado em uma
variedade de componentes enzimaticos, moléculas peque-
nas e o sistema de quelacao de metais que funcionam inte-
rativa e sinergisticamente para neutralizar as ERO
(JACORB, 1995). As espécies reativas de oxigénio (ERO) sao
resultantes da reducao parcial do oxigénio na cadeia respi-
ratéria, e esse termo engloba moléculas contendo oxigénio
altamente reativas, sendo caracterizadas como radicais
livres aquelas que apresentam um elétron desemparelha-
do, (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). Entre os antioxi-
dantes enddégenos estdo as enzimas (superéxido dismutase,
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glutationa peroxidase e catalase) e proteinas que se ligam
a metais (ferritina, lactoferrina, albumina e ceruloplasmi-
na), (DUTHIE & BROWN,1994).

O interesse pela descoberta de novos e seguros antioxidan-
tes de fontes naturais tém aumentado, principalmente para
prevenir o dano hepético as células vivas. Em contraparti-
da, o uso de antioxidantes sintéticos tem diminuido devido
a suspeita de atividade como promotores de carcinogéne-
se, (MANCINI-FILHO, 2001). O balanco entre o estresse
oxidativo e as fung¢oes antioxidantes dos organismos vivos
parece ter um papel na carcinogénese, (WEISBURGER,
1999; WETTASINGHE et al., 2002).

Estd bem documentado que a dieta tem um papel crucial na
etiologia do cancer humano. Esfor¢os tém sido feitos para
identificar substancias protetoras (antimutagénicos e anti-
carcinogénicos) em alimentos. Embora numerosos estudos
tenham sido publicados, é problematico usar estes resulta-
dos para o desenvolvimento de estratégias nutricionais,
devido ao uso de modelos in vitro, genotoxinas e carcinége-
nos que nao sao relevantes para humanos, falta de conhe-
cimento sobre dose-efeito dos constituintes dietéticos prote-
tores do DNA, entre outros, (KNASMULLER et al.,2002).
Os componentes regularmente presentes nos alimentos
que possuem efeitos preventivos para o cancer ou benéfi-
cos para outras patologias sao chamados de quimiopreven-
tivos, sendo, muitos deles, antioxidantes (STAVRIC, 1994).
Os alimentos contendo agentes para quimioprevencao
constituem um dos principais grupos de alimentos com
propriedades funcionais, conhecidos também como nutra-
céuticos, (BLOCH; THOMSON, 1995).

Quanto a acao téxica do polvilho de lobeira no organismo,
existem contradi¢oes, Ferreira (2005) sugeriu nao haver
relacao entre o consumo do amido de lobeira e danos a
funcao renal. No entanto, Chang et al. (2002) observaram
alteracoes como degeneracao e necrose glomerular e tubu-
lar em animais tratados com polvilho de lobeira.

Schwarz et al. (2005) demonstraram toxicidade no tutero e
durante a lactacao para ratas expostas a fruta-de-lobo.

De acordo com Maruo et al., (2003), outros estudos deverao
ser realizados para investigar o efeito téxico do polvilho de
lobeira em fémeas, pois em seu experimento foi observada
uma reducdo do peso de 6rgaos como utero e figado,
porém nenhuma alteracao foi observada em machos.
Outro dado importante apresentado por Chang et al,
(2002), é a possibilidade da solucao de polvilho de lobeira
administrada a ratas gravidas ser toxica para o feto, cau-
sando reducao da placenta, pulmoes e rins.

O teste do micronucleo fornece dados sobre a citotoxicidade
e/ou clastogenicidade. A diferenciacao do eritroblasto leva a
formacao de eritrdcito, célula anucleada. O eritrécito imaturo
(RNA positivo) estd em um estdgio intermediario de desen-
volvimento, apresenta ribossomos, portanto, é policromético
(PCE). O eritrécito maduro (RNA negativo) nao apresenta
ribossomos, portanto é normocromaético (NCE). O aumento
de eritrécitos micronucleados (MNE) indica danos cromosso-
micos. O aumento de MNE (eritrécitos micronucleados) indi-
ca efeito citotéxicos com morte de células jovens ou diminui-
cao da proliferacao celular (RIBEIRO, 2003).

MATERIAL E METODOS

Coleta dos frutos

Os frutos utilizados foram coletados nas pastagens ao redor
da cidade de Alfenas — MG. Escolheu-se frutos com casca
da cor verde, pedinculo totalmente preso e auséncia de
injarias provocadas por insetos ou choques mecanicos.
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Foram utilizados 48 ratas Wistar (Rattus norvegicus),
pesando 270 = 20g, obtidos no Biotério da Universidade
Federal de Alfenas (UNIFAL — MG). Os animais foram
mantidos em caixas de polietileno, recebendo dgua e racao
comercial ad libitum.

Todos os reagentes e solventes utilizados foram de grau
analitico.

Extracao do polvilho de lobeira

Os frutos foram lavados, descascados e suas polpas picadas
e colocadas em um recipiente contendo 5 litros de agua
destilada e 0,5 mL de &cido acético glacial, para evitar a oxi-
dacao. A polpa foi homogeneizada em liquidificador duran-
te 1 minuto, com agua destilada, filtrada em tecido de algo-
dao e prensada para garantir que toda a amostra passasse
pelo filtro. O filtrado foi colocado em um béquer e levado
para um refrigerador (4-8°C) para decantar por 16 horas.
Apbs a decantagdo, o sobrenadante foi desprezado e o pre-
cipitado foi lavado com dgua destilada e colocado para
decantar novamente no refrigerador, por 6 horas, (ROCHA,
2006). O sobrenadante foi desprezado e observou-se a for-
macao de uma fracao escura que foi sendo lavada e des-
prezada até tornar-se clara. O polvilho foi submetido a fil-
tracdo a vacuo e posteriormente a secagem, a pulverizacao
e ao armazenamento (FERREIRA, 2005).

Tratamento experimental in vivo

Os animais incluidos do experimento biolégico foram divi-
didos em oito grupos e tratados segundo o protocolo
expresso no quadro 1.

Grupos experimentais Tratamento
. 06 animais receber&o solugéo controle
Grupo controle negativo (4gua)

06 animais receberéo solugéo de
450mg/kg de polvilho de lobeira
06 animais receberdo solugéo de
850mg/kg de polvilho de lobeira
06 animais receberdo solugéo de
1300mg/kg de polvilho de lobeira
06 animais receberao ciclofosfamida
24h antes do teste
06 animais receber&o solugéo de
450mg/kg de polvilho de lobeira e
ciclofosfamida 24h antes do teste
06 animais receberéo solugéo de
850mg/kg de polvilho de lobeira e
ciclofosfamida 24h antes do teste
06 animais receberdo solugéo de
1300mg/kg de polvilho de lobeira e
ciclofosfamida 24h antes do teste

Grupo lobeira 1

Grupo lobeira 2

Grupo lobeira 3

Grupo controle positivo

Grupo lobeira 1+ciclo

Grupo lobeira 2+ciclo

Grupo lobeira 3+ciclo

Quadro 1. Divisdo dos animais em grupos de acordo com a
dose a ser administrada.

O periodo do experimento foi de 18 dias, durante o qual os
animais foram tratados por gavagem uma vez ao dia.

Ao final desse periodo, os animais foram anestesiados sob
inalacédo de éter, colheu-se o sangue por puncdao cardiaca e
com o aprofundamento da anestesia foram submetidos a
eutandsia. Retirou-se o cérebro e o fémur, este, para a
extracao da medula 6ssea.

Obtencao dos homogeneizados de cérebro

Apbs o sacrificio por inalacao de excesso de éter, os cére-
bros foram pesados e homogeneizados em homogeneiza-
dor de tecidos, em banho de gelo, ap6s a adicao de PBS
0,1M, pH 7,2 (volume equivalente a 4 vezes o peso fresco
de tecido). O homogeneizado foi centrifugado a 3000 rpm,
por 10 minutos, a 4°C e o sobrenadante mantido em banho
de gelo. (JONES et al., 1995)
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Determinacao da peroxidacao lipidica in vivo

A peroxidacao foi determinada pela medida dos produtos
de oxidacdo que reagem com o acido tiobarbittrico
(TBARS), conforme descrito por WINTERBOURN et al.
(1981). A concentracao de TBARS foi calculada a partir da
curva padrao de dialdeido malonico (MDA; 1,1,3,3 tetrae-
toxipropano). Os resultados foram expressos em nmoles de
MDA/g de proteina (BROWN & KELLY, 1996).
Determinacao de Parametros Hematologicos

Os parametros hematolégicos foram determinados em con-
tador eletronico de células (Coulter — 780), em sangue total,
utilizando-se EDTA como anti- coagulante (DUARTE, 2004).
Teste do Micronicleo de Eritrécitos de Medula Ossea

As solugoes de polvilho de lobeira foram administrados aos
animais por gavage, uma vez ao dia, por 17 dias. A ciclo-
fosfamida foi administrada por gavage, 24 horas antes da
eutanasia. Decorrido o tempo, os animais foram submeti-
dos a eutandésia por inalacao de excesso de éter. O fémur
do membro posterior direito foi retirado, limpo e suas epi-
fises foram cortadas. A medula 6ssea foi retirada introdu-
zindo-se no canal medular a agulha de uma seringa com 3
mL de soro bovino fetal. Apés a centrifugacao por 5 minu-
tos, a 1000 rpm, o precipitado foi suspenso em 0,5 mL de
soro fetal bovino e os esfregacos foram preparados. Apés
24 horas, as laminas foram coradas com coloracao de May-
Grunwald e Giemsa em preparacao permanente. Foram
analisadas 2000 células por animal e a freqiiéncia de PCE,
NCE, NME foram determinadas, bem como a relacao
PCE/NCE (RIBEIRO et al., 2003).

Analise estatistica

Os dados obtidos foram comparados por andlise de varian-
cia pelo teste one-way ANOVA, seguido do pés-teste de
Tukey, quando p<0,05.

RESULTADOS

A relacao existente entre o estresse oxidativo e a fisiopato-
logia de doencas cronicas como aterosclerose, diabetes e
cancer, impele os pesquisadores a buscar compostos anti-
oxidantes. Estes, por sua vez, podem ser naturais ou sinté-
ticos, sendo que os antioxidantes advindos de fontes natu-
rais como frutas, verduras e especiarias sao atualmente
fonte de intumeras pesquisas. Englobada por este cendrio,
estd a fruta-de-lobo ou lobeira, objeto desta pesquisa, que
comprovadamente contém alto teor de acido ascérbico e
compostos fenodlicos, ambos, compostos antioxidantes,
(Rocha, 2006; Oliveira Junior et al., 2003) . Além disso, devi-
do a crenca popular da toxicidade deste fruto para animais,
avaliou-se também sua interferéncia nos parametros hema-
tolégicos e no teste de microntcleo de eritrécitos de ratas.

Inibicao da peroxidacao lipidica in vivo

Apbs o tratamento oral das ratas com solucao de polvilho
de lobeira, os dados da inibicdo da peroxidacéo lipidica
foram obtidos como se observa na tabela 1.

TABELA |
Valores médios e desvio padrao de TBARS (nM MDA/mg proteina)
de homogenato de cérebro de ratas.

Tratamento (17 dias) TBARS (nM MDA.mg" proteina)

Controle 3,185+ 1,433
grupo lobeira 450mg.kg™ 4,695 + 1,237
grupo lobeira 850mg.kg” 5,027 + 1,624
grupo lobeira 1300mg.kg™ 4,832 +2,911
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Parametros hematolégicos

TABELA I
Parametros hematolégicos de ratas, apés a ingestao da solucao
aquosa de polvilho de lobeira (Solanum lycocarpum St. Hill) por 18
dias nas diferentes concentracoes (450 mg/kg, 850 mg/kg e 1300
mg/kg) e das ratas tratadas com ciclofosfamida. Os valores expres-
sam a média * desvio padrao da média.

250 850 1300 Controle Ciclo +
Pardmetros  Controle Ciclo+450  Ciclo + 850
mglkg mglkg mglkg positivo 1300
:‘m 7,804 a 7,940,22a 7.94025a 7,840,37a 7,94031a 8,0£0,30 a 8,0£0,14 a 8,1£0,28 a
(10%mm?)
Hb (g/dL) 139:03a  138:05a  140t06a  134t07a  13,1:06a  134:03a  133:10a  13,8:09a
Ht (%) 437¢19a 442+16a 452+1.9a 437¢15a 442+19a 449+14a 437¢11a 453t1,0a
VCM (fL) 56,1t20a  558+14a  571:1,0a  562t14a  557+1,0a  56:08a  548:09a  56,1:09a
HCM (pg) 172:10a  17.3:03a  17,7t03a  160:31a  166:06a  167:05a  167+12a  17,0:09a
CHCM (%)  307+13a  311:018a  310:026a  286:52a  297:06a  299:09a  305:18a  304x1da
Leucécitos
(0%mmYy  430:098b  4121044b  437:066b  460:120b 19620363  197:020a  213:015a  176:015a
Linfécitos
“ DSImmJ) 2,95:0,70 b 3,10£0,22 b 2,85¢0,78 b 3,07+0,81b 1,45£0,37 a 1,45:0,31a 1,6£0,17 a 1,32¢0,24 a

Plaquetas

(10¥mm?) 848t73 a 931460 a 87874 a 880£70 a 877496 a 86667 a 895152 a 800£39 a

Legenda - Hm: hemicia; Hb: hemoglobina; Ht: hematocrito; VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM:
concentragéo de hemoglobina corpuscular média.
Médias seguidas por letras mintsculas iguais dentro de cada linha no diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Teste do micronitcleo de eritrocitos de medula 6ssea

Na tabela 3 é mostrado o efeito da solucédo de polvilho de
lobeira nas concentracoes 450 mg/kg, 850 mg/kg e 1300
mg/kg e os danos ao DNA induzidos pela ciclofosfamida.

TABELA 11
Freqliéncia de eritrécitos policromaticos micronucleados (PCEMNSs)
e relagao de eritrécitos policromaticos (PCE) e normocromaticos
(NCE) em medula éssea de ratas que ingeriram 450 mg kg, 850 mg
kg e 1300 mg kg da solucao de polvilho de lobeira e as respectivas
concentracoes adicionadas de ciclofosfamida, durante 17 dias.

Tratamento RCiSECES PCEMNSs (%) PCE/NCE
analisados

Controle negativo 12000 0,16+0,03 a 1,29+0,04 a

Controle positivo 12000 2,02+0,14 b 1,05+0,06 b
Tratado 450 mg/kg 12000 0,14+0,06 a 1,18+0,04 a
Tratado 850 mg/kg 12000 0,17+0,03 a 1,22+0,05 a
Tratado 1300 mg/kg 12000 0,16+0,05 a 1,28+0,07 a

Ciclo + 450 mg/kg 12000 1,96+0,09 b 0,99+£0,08 b

Ciclo + 850 mg/kg 12000 1,92+0,17 b 1,01£0,05 b
Ciclo + 1300 mg/kg 12000 2,160,10 b 0,96+0,06 b
Medias seguidas por letras minsculas iguais dentro de cada coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

DISCUSSAO

Inibicao da peroxidacao lipidica in vivo

Pela andlise da tabela 1, observa-se que nao houve inibi-
cao significativa da peroxidacao lipidica em cérebro de
ratas quando administrada a solucao de polvilho de lobei-
ra por 18 dias.

O &cido ascérbico e os compostos fendlicos, antioxidantes
existentes na fruta do lobo nao foram capazes de inibir a
peroxidacao lipidica in vivo, assim como, também, nao
tiveram acédo pro-oxidante.

Parametros hematolégicos

Compostos como os polifendis, existentes em vegetais, café
e cha podem inibir a absorcéao de ferro (Disler et al., 1975;
Gillooly et al., 1984) por formarem complexos (Zijp et al.
2000) e alterar os parametros hematolégicos. Estes com-
postos quando em concentracao acima de 1% sao conside-
rados nocivos a saude (Corréa et al., 2000), funcionando
como fator antinutricional (Santos et al., 1997). A fruta-de-
lobo, de acordo com Rocha (2006), apresentou um teor
médio de 904,25 mg de 4cido tanico/100g de amostra.
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Dessa forma, considera-se que a concentracao destes com-
postos contidos na fruta-de-lobo, na forma de polvilho de
lobeira, nao foi suficiente para promover alteracoes nos
parédmetros hematolégicos.

Sao encontrados nos frutos verdes da lobeira compostos
polifendlicos nas formas monoméricas e dimeras (baixo
peso molecular) e, nos frutos maduros, as formas poliméri-
cas (alto peso molecular) (Chitarra & Chitarra, 2005).

Teste do microntcleo de eritrécitos de medula 6ssea
Pela tabela 3, observa-se reducao significativa da freqién-
cia de PCEMNSs (eritrécitos policrométicos mononucleados)
em amostras de células da medula 6ssea das ratas que
receberam ciclofosfamida, apés a ingestao da solucdo de
polvilho por 17 dias.

Quanto a toxicidade, determinada pela relacao PCE/NCE,
nao foi observada diferenca significativa entre os resulta-
dos dos animais que ingeriram solucao do polvilho de
lobeira e o controle negativo (dgua). Contudo, houve dife-
renca significativa entre o controle positivo e os grupos que
receberam a ciclofosfamida (p<0,01), comprovando que a
concentracao de ciclofosfamida administrada foi suficiente
para exercer acao téxica para a célula da medula 6ssea. A
ingestao da solucao do polvilho de lobeira, antes da admi-
nistracao da ciclofosfamida, nao preveniu a citotoxicidade
do agente mutagénico.

Os chamados agentes mutagénicos, os quais alteram a
seqiéncia de bases no DNA, aceleram o aparecimento de
mutacoes e, por uma questao de estatistica, este aumento esta
associado ao desenvolvimento dos tumores (Camargo, 2002).
Neste estudo, usando o teste do microntucleo, as solugoes do
polvilho de lobeira ndao apresentaram efeito genotéxico ou
citotéxico, assim como, também, nao protegeram as células
contra o efeito mutagénico da ciclofosfamida, mesmo quan-
do esta solucao foi ingerida por 18 dias consecutivos.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos na presente pesquisa permitem con-
cluir que:

- A solugao do polvilho de lobeira, quando comparados ao
antioxidante padrao, BHT, nao apresentou capacidade
sequestrante de radicais livres;

- A ciclofosfamida mostrou-se eficaz na inducao da citoto-
xicidade nos animais;

- A solucao do polvilho de lobeira nao apresentou efeito
protetor contra a citotoxicidade e mutagenicidade induzi-
das pela ciclofosfamida. Assim como, também, nao alterou
os parametros hematoldgicos.
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Identificacao laboratorial de B-lactamases de
espectro estendido (ESBLs) em espécimes
clinicos de origem hospitalar*

Laboratory Identification of Extended-Spectrum p-lactamases (ESBLSs)

of human clinical samples origin hospital
Andréa Silva de Souza'; Jane Bonissato Torres’ & Rodrigo Coelho de Oliveira’

reducao de disseminacao em ambiente hospitalar.

/RESUMO - A producéao de B-lactamases de espectro estendido (ESBLs) € um importante mecanismo de resisténcia aos antimicrobianos
B-lactamicos em bactérias Gram-negativas. Sua pesquisa deve ser realizada para evitar que resultados falsos sensiveis para as
cefalosporinas de terceira geracao e aztreonam sejam reportados nos testes de sensibilidade. Além disso, informacoes sobre a ocor-
réncia de ESBLs, contribuem para que medidas preventivas sejam tomadas, a fim de diminuir a disseminacdo desse mecanismo de
resisténcia entre as bactérias. O objetivo deste trabalho foi determinar a ocorréncia de cepas produtoras de ESBLs em amostras clini-
cas de pacientes internados em quatro hospitais da cidade de Uba-MG. Trata-se de uma pesquisa descritiva-exploratéria que consiste
na analise de 54 bastonetes Gram negativos (BGN), os quais, foram identificados e submetidos a pesquisa de ESBLs das classes A, D
e AmpC pelo método da aproximacao do disco. Entre as amostras bacterianas analisadas, 44 (81%) foram positivas para a pesquisa
de ESBLs, sendo 39% Klebsiella sp. e 23% Escherichia coli. Em outros BGN a ocorréncia foi de 38%. Conforme os resultados, conclui-
mos que a ocorréncia de ESBLs nos hospitais da cidade de Ub4, MG, foi consideravelmente elevada. Tornando-se necessario, o mon-
itoramento da resisténcia de bactérias patogénicas, através de métodos corretos de diagnéstico e terapéutica, auxiliando, portanto, na

PALAVRAS-CHAVE - p-Lactamases de Espectro Estendido. Resisténcia. Bactérias Gram-negativas. Infeccao Hospitalar. J

spread in the hospital.

KEYWORDS - Extended Spectrum f-Lactamases. Resistence. Gram Negative Bacteria. Hospital Infection. J

SUMMARY- The production of f-lactamase extended-spectrum (ESBLs) is an important mechanism of resistance to ff-lactam antibix
otics in gram-negative bacteria. His research must be done to prevent false sensitive to the third-generation cephalosporin and aztre-
onam are reported in the tests of sensitivity. In addition, information about the occurrence of ESBLs, which contribute to preventive
measures are taken to reduce the spread of this mechanism of resistance among bacteria. The purpose of this study was to determine
the occurrence of strains producing ESBLs in clinical specimens from patients in four hospitals in the city of Ub4-MG. This is a descrip-
tive and exploratory research that is the analysis of 54 Gram negative rods (GNB), which have been identified and submitted to the
research of ESBLs of class A, D and enzymes by the method of approximation of the disc. Among the bacteria samples analyzed, 44
(81%) were positive for the detection of ESBLs, 39% Klebsiella sp. and 23% Escherichia coli. On the other GNB occurrence was 38%.
As the results, we concluded that the occurrence of ESBLs in hospitals of the city of Ubd, MG, was considerably high. Become neces-
sary, monitoring the resistance of pathogenic bacteria, through correct methods of diagnosis and therapy, helping thus to reduce the

INTRODUCAO

m dos principais mecanismos de resisténcia bacteriana

é a producgao de fB-lactamases de espectro estendido
(ESBLs) por bactérias Gram-negativas, que refere-se as f3-
lactamases que apresentam resisténcia a maioria dos f-lac-
tamicos, incluindo as penicilinas, cefalosporinas de espec-
tro ampliado e monobactan, como o aztreonam. Membros
das familias Enterobacteriaceae (como as bactérias do
género Escherichia, Klebsiella, Citrobacter, Enterobacter,
Providéncia e Morganella) e Pseudomonaceae comumente
expressam f-lactamases codificadas por genes localizados
em plasmideos ou cromossomos, capazes de se replicar e
disseminar entre bactérias de diferentes espécies, assim
como entre géneros distintos (MACEDO et al, 2005;
JUNIOR et al., 2004). E por esse motivo que as p-lactama-
ses representam o principal mecanismo de resisténcia a f3-
lactamicos em bactérias Gram-negativas (CARNEIRO et
al., 2008; PICAO et al., 2007).
Em 1983 foram detectados na Alemanha (Frankfurt) os pri-
meiros isolados clinicos de Escherichia coli (E. coli) e

Klebsiella pneumoniae produtoras de ESBLs, resistentes as
cefalosporinas (exceto as cefamicinas) e aos monobactami-
cos, ndo hidrolizando, entretanto, os carbapenémicos, como
o imipenem e meropenem (DALMARCO et al., 2006). Em
1985, o primeiro surto hospitalar causado por bactérias pro-
dutoras de ESBLs ocorreu na Franca e depois nos EUA, no
fim da década de 1980 e inicio de 1990. A partir destes pri-
meiros achados estritamente hospitalares, o isolamento
deste fenéomeno vem se tornando cada vez mais comum,
além disso, este fendmeno ja foi encontrado em diversos
géneros de Enterobactérias e também em bacilos Gram-
negativos da familia Pseudomonaceae, como o
Pseudomonas aeruginosa (NOGUEIRA, 2005; SILVA, 2006).
Os membros da familia Enterobacteriaceae e
Pseudomonaceae sao importantes patégenos humanos o que
os tornam potenciais agentes de infecgoes hospitalares,
sendo seu estudo importante nesse ambiente. As bactérias
Gram-negativas sao freqlientemente relacionadas a infec-
¢oes urindrias, septicemia, pneumonias associadas a ventila-
cdo mecanica, pneumonias nosocomiais em pacientes pedié-
tricos, meningite, septicemia neonatal, infeccoes de feridas
em pé diabético (NOGUEIRA, 2005; OLIVEIRA et al., 2008).
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A classificacao molecular das ESBLs é baseada na seqiién-
cia de nucleotideos e aminodcidos destas enzimas. Nos
dias atuais, 04 classes sao conhecidas (A, B, C e D), e sao
correlacionadas com suas classificagcdes funcionais, segun-
do Ambler (AMBLER et al.,, 1991). As classes A, C e D
agem através do mecanismo baseado nas serinas, possuin-
do uma serina como seu principal residuo catalitico, locali-
zada no seu sitio ativo (DALMARCO et al., 2006). A classe
A, de Ambler sao penicilinases e cefalosporinases, ja as
oxa-derivadas sao ESBLs pertencentes a classe D (oxacili-
nases), ambas usualmente encontradas em plasmideos e
transposons. As enzimas do tipo AmpC sao cromossomais
e tém sua expressao induzivel, sendo produzidas em quan-
tidades insignificantes na auséncia de p-Lactamicos e em
grandes quantidades quando eles estao presentes. A clas-
se B ou metalo-f-Lactamases também sdao plasmidiais e
necessitam de zinco para sua acao e sao capazes de hidro-
lisar p-Lactamicos de todas as classes quimicas, exceto os
monobactdmicos, e ndo sdo inibidas por inibidores de f3-
Lactamases como o clavulonato ou o tazobactam
(AMBLER, 1980).

A ampla e rdpida distribuicdo geogréfica das ESBLs é uma
ameaca com que os hospitais do mundo inteiro estao se
deparando, ja que a transmissao no ambiente hospitalar é
muito complexa e existem varios fatores de risco indepen-
dentes entre si, associados a producao de ESBLs, tais como:
o tempo de permanéncia do paciente nos hospitais; casos
de hospitalizacao anterior, onde houve o uso de diversos
antimicrobianos para erradicacao da infecgao, principal-
mente cefalosporinas de amplo-espectro; utilizacao de pro-
cedimentos invasivos, como cateteres urinarios e arteriais,
além de intubac¢odes pulmonares e mecanismos de ventila-
cao pulmonar artificial (BLATT, 2003; GARNER, 1996).
Devido ao fato da pesquisa de ESBLs nao ser realizada em
hospitais de Ubéa e de sua deteccdo nao ser visualizada no
antibiograma padrdo, hd& um aumento na prescricao e no
uso indevido de antibiéticos, o que favorece a dissemina-
cao de resisténcia bacteriana e aumenta o sofrimento do
paciente (GARNER, 1996).

Assim, o conhecimento da ocorréncia de ESBLs entre
amostras hospitalares torna-se fundamental para que o cli-
nico possa instituir a terapia antimicrobiana adequada,
diminuindo os indices de mortalidade por infec¢oes hospi-
talares causados por estes patégenos, contribuindo para
uma melhora do quadro clinico do paciente.

Os objetivos deste trabalho foram detectar cepas produto-
ras de ESBLs das classes A, D e AmpC em amostras clini-
cas de ambiente hospitalar, demonstrando a prevaléncia
destas enzimas nos diferentes géneros bacterianos e des-
crever a importancia da realizacao de métodos laborato-
riais para a deteccao de ESBLs.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho trata-se de um estudo descritivo-
exploratério e foi desenvolvido no Laboratério de
Microbiologia Clinica da Universidade Presidente Antonio
Carlos (UNIPAC), Campus II, Uba.

Neste estudo foram analisadas bactérias Gram-negativas.
Dentre as quais, 54 bastonetes Gram-negativos foram iso-
lados de diferentes fluidos biolégicos, provenientes de
pacientes internados em distintos setores de 4 (quatro) hos-
pitais da cidade de Ub4, de ambos os sexos, distintas faixas
etdrias e racas, no periodo de fevereiro de 2008 a outubro
de 2008.

As amostras foram cultivadas em dgar Nutriente e incuba-
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das a 37° C + 1°C por 24 a 48 horas. As colénias bacteria-
nas isoladas foram submetidas ao teste de Gram e as clas-
sificadas como bastonetes Gram-negativos foram repica-
das para o meio seletivo dgar Mac-Conkey e incubadas a
37°C por 24 horas.

A partir de colonias puras isoladas do agar Mac-Conkey foi
realizado a pesquisa de ESBLs e a classificacdo em género
das amostras. Para a pesquisa de ESBLs, as colonias bacteria-
nas foram diluidas em solucao salina 0,85% até se obter uma
turvacao correspondente a 0,5 na escala de Mac-Farland cor-
respondente a aproximadamente 1 x 10®° UFC/mL e espalha-
das na superficie de placas contendo agar Mueller-Hinton
com um swab estéril em trés dire¢oes diferentes.

Para caracterizar as bactérias produtoras de ,-lactamases
das classes A e D foi utilizada a metodologia do Duplo-
disco sinergismo que utiliza antibi6ticos marcadores da
possivel presenca da enzima pelo método da aproximacao
do disco, de acordo com o manual Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI), 2005, antigo National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS).
Utilizou-se uma placa de petri contendo agar Muller-
Hinton, previamente inoculada com o isolado a ser estuda-
do, e ajustado para 0,5 na escala de MacFarland. Colocou-
se no centro do &gar um disco de amoxicilina/acido clavu-
lanico 20/10 pg e, ao redor deste, os antimicrobianos mar-
cadores cefotaxima, 30 ng; aztreonam, 30 ng; ceftazidima,
30 pg e ceftriaxone, 30 pg, na distancia de 20 a 30 milime-
tros de centro a centro, em relacdo ao disco central. Apés
incubacao por 19 horas + 1 hora a 34°C + 1°C, foi feita a
interpretacao do teste. A formacao de uma zona fantasma
entre qualquer antimicrobiano marcador e o disco conten-
do 4cido clavulanico, é positiva para a presenca de ,-lacta-
mases das classes A e D.

Para identificacdao de ESBLs da classe C colocou-se, na
placa ja inoculada com a amostra, um disco de cefoxitina
30 pg préximo a um disco de Aztreonam 30 pg (15 mm de
centro a centro). Apés incubacao por 19 horas + 1 hora a
34°C + 1°C, foi feita a interpretacao do teste e o apareci-
mento de uma zona truncada entre os dois discos € indica-
tivo da presenca de ESBLs da classe C.

Para identificacao em género, as amostras foram submeti-
das aos seguintes testes bioquimicos: motilidade, descar-
boxilacdao da L-lisina, producdo de sulfeto de hidrogénio
(H=S), hidrélise da uréia, fermentacao da glicose e sacaro-
se, producao de géas carbonico (CO), triptofano desamina-
se e producao de indol, segundo o meio de cultura Instituto
Adolfo Lutz (IAL). Além da prova do citrato, atividade de
oxidase e lactase. A partir dos resultados obtidos desses
testes bioquimicos, cada amostra foi classificada segundo
classificacdo taxondémica descrito no manual de Bergey.

O estudo teve uma limitacdo quanto a aquisicdo do disco
de EDTA 750 ng, sendo assim, nao foi possivel a realizacao
da pesquisa de ESBLs da classe B.

Os dados foram analisados através de estatisticas descriti-
vas com o uso de porcentagens.

RESULTADOS

De acordo com a interpretacao dos testes bioquimicos rea-
lizados, as 54 amostras bacterianas foram classificadas em
8 (oito) géneros distintos, conforme a figura 1. Observa-se
que houve um predominio de bactérias do género
Klebsiella sp. (35%) e Escherichia coli (22%), além de uma
importante variedade de outros géneros bacterianos.

A partir da identificacao das amostras, foi realizado os tes-
tes para pesquisa de ESBLs das classes A, D e Amp C.

RBAC, vol. 42(4): 303-306, 2010



Foram encontradas cepas produtoras de ESBLs em todos os
hospitais de Uba pesquisados. Os géneros bacterianos foram
classificados como ESBLs (+) ou ESBLs (-). Foram considera-
dos ESBL (+) aqueles que produziram enzimas das classes
A, D, Amp C, ou ainda, ambas as classes; e ESBLs (-) aque-
les que nado produziram nenhuma das classes enzimaticas
(Tabela 1). Nota-se que houve uma prevaléncia de ativida-
de ESBLs na maioria das amostras analisadas (81%).
Considerando apenas as amostras ESBL (+), observa-se
que Klebsiella sp. e Escherichia coli corresponderam a 62%
de todas as amostras ESBL (+), enquanto que os outros 6
(seis) géneros corresponderam a apenas 38% (Tabela 2).
De acordo com os percentuais de producao das diferentes
classes de ESBLs por todos os BGN identificados, obser-
vou-se que 17% das amostras produziram apenas ESBLs
das classes A e D; 7% apenas da classe AmpC e 57% pro-
duziram ambas as classes, como demonstrado na figura 2.

[ Citrobacte r sp. (n=5)

4% 9% | E coli (n=12)

o,
2% [ Enterobacter sp . (n=9)
W Providéncia sp.(n=3)
35% [ Serrati a sp.(n=3)

16% W Morganella

2% o 6% sp.(n=1)
b 6% o m Klebsiella sp.(n=19)

W Pseudo monas sp.(n=2)

Figura 1: Prevaléncia de microrganismos detectados por testes bioquimicos.

TABELA |
Relacao de BGN de distintos géneros quanto a presenca
ou nao de atividade ESBL.

Género N° de isolados ESBL (+) ESBL (-)
Citrobacter sp. 5 2 3
Klebsiella sp. 19 17 2
Enterobacter sp. 9 7 2
Providencia sp. 3 3
Serratia sp. 3 3
Escherichia coli 12 10 2
Morganella sp. 1 1
Pseudomonas sp. 2 1 1
Total 54 44 (81%) 10 (19%)
TABELA 1l

Distribuicao de ESBL (+) segundo géneros bacterianos.

Género N° de isolados ESBL (+) % de ESBL (+)
Citrobacter sp. 2 4%
Klebsiella sp. 17 39%
Enterobacter sp. 7 16%
Providencia sp. 3 7%
Serratia sp. 3 7%
Escherichia coli 10 23%
Morganella sp. 1 2%
Pseudomonas sp. 1 2%
Total 44 100%

BGH

Figura 2: Percentual de bactérias produtoras de ESBLs das
classes A, D e Amp C. A taxa de 19% corresponde as amostras
que nao produziram nenhuma das classes enzimaticas
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DISCUSSAO

De acordo com os resultados da figura 1, observamos que,
das bactérias gram-negativas isoladas, houve uma maior
prevaléncia dos géneros Klebsiella sp. (35%) e Escherichia
coli (22%) sobre os demais géneros identificados (43%).
Bacilos Gram negativos estao entre as principais cepas
bacterianas causadoras de infec¢oes hospitalares, sendo
seu estudo importante nesse ambiente (JUNIOR et al.,
2003; AUGUSTI et al., 2007; PEREIRA et al., 2003).
Nogueira, 2005 analisou quatrocentos e noventa e oito (498)
amostras de diferentes fluidos biolégicos, provenientes de dois
hospitais de Curitiba, no periodo de agosto de 2003 a agosto
de 2004. A identificacdo foi realizada através de métodos bio-
quimicos onde foram encontrados os seguintes géneros bacte-
rianos: E. coli (37%), Klebsiella sp. (26%), Enterobacter sp.
(17%), Proteus sp. (7%), Serratia sp. (56%), Morganella sp.
(4%), Citrobacter sp. (3%) e Providéncia sp. (1%).

A literatura descreve que Klebsiella sp e Escherichia coli
sdo os principais reservatoérios hospitalares dos genes res-
ponséaveis pela codificacdo de ESBLs. Entretanto, nos ulti-
mos anos, tem-se observado sua producdo também por
amostras de Enterobacter sp, Citrobacter sp, Serratia sp,
Morganella sp. e Pseudomonas sp isoladas de ambiente
hospitalar MUNOZ et al., 2006; SILVA et al., 2000).

Os resultados representados na tabela 2, demonstram que
os géneros bacterianos de maior percentual de producao
de ESBLs correspondem as bactérias mais identificadas.
Provavelmente esses isolados estao disseminados em todos
os setores dos hospitais pesquisados, uma vez que as amos-
tras foram obtidas de varios setores e que o uso indiscrimi-
nado de antibi6ticos de amplo espectro estd atuando de
modo a selecionar estirpes resistentes.

Silva e Salvino, 2000 isolaram em Vitéria-ES 53 bactérias
produtoras de ESBLs pelo método de difusao em disco, dis-
tribuindo-se da seguinte forma: Klebsiella sp 37 (69,7%), E.
coli 9 (17%), Enterobacter sp 5 (9,4%) e Serratia sp. 2 (3,8%).
E importante salientar a presenca de Pseudomonas sp. pro-
dutora de ESBLs, uma vez que a existéncia dessa bactéria
representa um grande desafio na pratica clinica. Amostras de
Pseudomonas sp. apresentam resisténcia inata a varias clas-
ses de drogas e, freqiientemente, sdo agentes etiolégicos de
diversas infec¢Oes graves relacionadas a altas taxas de mor-
talidade (PICAO et al., 2007; CASTANHEIRA et al., 2004).
Os dados epidemiolégicos brasileiros sobre a presenca de
ESBLs entre amostras clinicas de Pseudomonas sp. ainda
sao escassos (CASTANHEIRA et al., 2004). Picao et al, 2007
realizou um estudo no Laboratério Especializado em
Microbiologia Clinica da Universidade Federal de Sao Paulo
que revelou que 15,2% de Pseudomonas sp. isoladas de 48
pacientes internados no Hospital Sao Paulo eram produtoras
de ESBLs, detectadas pelo método de difusao em disco.
Segundo Blatt, 2000 a prevaléncia de cepas produtoras de
ESBLs em alguns hospitais brasileiros, € em torno de 39%,
semelhante aos descritos por outras pesquisas internacio-
nais. Nos hospitais de Uba esta bem acima do que apresen-
ta em alguns hospitais brasileiros, estd com 81% (tabela 1).
Menezes et al, 2008 analisaram 225 amostras no Hospital
Geral de Fortaleza, pelo método de dupla difusdo em disco,
no periodo de junho a dezembro de 2003, e encontraram
um indice de 81,25% de positividade para ESBLs.

Na verdade, a tendéncia de achados bacterianos clinicos
produtores de ESBLs tende sé a aumentar, devido ao
aumento da pesquisa dessas cepas bacterianas resistentes e
ao uso indiscriminado de antibiéticos de amplo espectro em
ambiente hospitalar que, por pressao seletiva, seleciona

305



essas bactérias. Tal fato € comprovado nos hospitais da
cidade de Uba onde esses isolados resistentes foram encon-
trados em todos os hospitais pesquisados. E, pelo fato, de
64% desses isolados apresentarem atividade de ESBLs da
classe AmpC, que é um mecanismo de resisténcia atuante
apenas quando induzida por antibiéticos (SILVA, 2006).
Bertoncheli et al, 2005, realizou um estudo no hospital uni-
versitdrio de Santa Catarina, no periodo de 16/05/06 a
16/06/06, onde isolou 45 cepas produtoras de ESBLs, sendo
35 (67,30%) A eD e 10 (32,7%) AmpC. De acordo com a figu-
ra 2, também houve um predominio de resisténcia pela pro-
ducao das enzimas A e D (74%). Isso se explica pelo fato das
enzimas das classes A e D estarem presentes tanto em cro-
mossomos, quanto em plasmideos, o que favorece a trans-
missao entre bactérias e sua disseminacao dentro de hospi-
tais (SILVA, 2006). Destaca-se, também, que 57% dos isola-
dos apresentaram dois mecanismos de resisténcia, simulta-
neamente, tornando-os mais eficazes contra os antibiéticos
utilizados no tratamento hospitalar (NOGUEIRA, 2005).

CONCLUSAO

Conforme os resultados apresentados, concluimos que a
ocorréncia de ESBLs nos hospitais da cidade de Ub4, MG,
foi consideravelmente elevada, prevalecendo o género
Klebsiella sp. como potencial produtor. Esta alta positivida-
de para ESBLs é devido, em grande parte, a pressao sele-
tiva sofrida pela utilizacdo indiscriminada e erréonea de
cefalosporinas de 2% e 3% gerac¢oes, uma vez que, estas bac-
térias revelam uma falsa sensibilidade ao antibiético pela
técnica convencional. Porém, pela técnica de aproximacao
do disco demonstram ser resistentes, o que dificulta o diag-
nostico laboratorial. Logo, como tratamento de escolha, sao
utilizados os antibiéticos da classe dos carbapenémicos.
Para evitar isto, serd necessario mudar os comportamentos
atuais como o diagnoéstico e a terapéutica. A prioridade
principal deveria ser o incentivo financeiro aos laboratérios
clinicos, por parte do governo, com objetivo de atualizar
sua equipe técnica e equipamentos necessarios para se
detectar estas enzimas, além de outros mecanismos de
resisténcia emergentes.

Dessa forma, o monitoramento da resisténcia das bactérias
patogénicas podem auxiliar aos clinicos, farmacéuticos e
demais profissionais da satide no acompanhamento terapéu-
tico e prevencao da disseminacao em ambiente hospitalar.

RECOMENDACOES

Os resultados alertam para a necessidade de implantacao
de um sistema de controle de bactérias produtoras de
ESBLs nos hospitais de Ub4, através de medidas preventi-
vas que reduzam a disseminacao de microrganismos resis-
tentes, como a investigacdao prévia de pacientes recente-
mente internados (andlise de swab retal, por exemplo),
seguido, do isolamento de pacientes infectados.
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Infeccoes do Trato Urinario Diagnosticadas no
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Urinary Tract Infections Diagnosed at the Laboratory of the University URI -
Campus of Erechim/RS
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/RESUMO - As Infeccoes do Trato Urinério (ITU) sao definidas como a presenca de microrganismos patogénicos no trato urinério,\
podendo se localizar desde a uretra até os rins. Dentre as doencas infecciosas, as ITU estao entre as mais comuns na préatica clinica e
acometem homens e mulheres em qualquer idade. O presente trabalho objetivou avaliar a ocorréncia de ITU diagnosticadas no
Laboratorio Universitario da URI - Campus de Erechim/RS. Durante o periodo de outubro de 2006 a outubro de 2007 foram analisa-
dos os resultados de 195 uroculturas, onde foram identificados 36 casos de ITU. A identificacdo das bactérias foi realizada por méto-
dos bioquimicos tradicionais e o antibiograma pelo método de disco-difusao. Pacientes do sexo feminino foram os mais acometidos
(97,22%). Observou-se um predominio de ITU em individuos com idade superior a 40 anos, totalizando 47,22% dos casos. A
Escherichia coli foi o microrganismo mais freqiiente (80,55%). Os uropatégenos apresentaram maiores indices de susceptibilidade a
Ofloxacina (94,11%) e maiores indices de resisténcia a Ampicilina (69,44%). O diagnéstico correto das ITU é extremamente impor-
tante, pois permite a aplicacao de um tratamento adequado e o uso prudente e racional dos antimicrobianos.

\PALAVRAS-CHAVE - Infeccoes do Trato Urinéario, Escherichia coli, urocultura. /

crobials.

/" SUMMARY- The Urinary Tract Infections (UTI) are defined as the presence of pathogenic microorganisms in the urinary tract and can\
be located from the urethra to the kidneys. Among infectious diseases, the UTI are among the most common clinical practice and affect
men and women of all ages. This study aimed to evaluate the occurrence of UTI diagnosed at the Laboratory of the University URI -
Campus of Erechim/RS. During the period of October 2006 to October 2007 were analysed results of 195 urine culture, which were
identified 36 cases of UTI. The identification of the bacteria was performed by traditional biochemical methods and by disk-diffusion
method of dissemination. Patients females were the most affected (97.22%). There was a predominance of UTI in individuals aged
over 40 years, totaling 47.22% of cases. The Escherichia coli was the most common microorganism (80.55%). The uropathogenos pre-
sented highest rates of susceptibility to Ofloxacin (94.11%) and highest rates of resistance to Ampicillin (69.44%). The correct diagno-
sis of UTI is extremely important because it allows the application of appropriate treatment and prudent and rational use of antimi-

\KEYWORDS - Urinary Tract Infections, Escherichia coli, urine culture. /

INTRODUCAO

As Infecc¢oes do Trato Urindrio (ITU) sao definidas como
a presenca de microrganismos patogénicos no trato
urindrio, podendo se localizar desde a uretra até os rins.
Estas infeccoes podem ser divididas em quatro grupos:
uretrites, sindrome uretral aguda, cistites e pielonefrites.
Além disso, as ITU sao subdivididas em sintométicas,
assintomaéticas, agudas, recorrentes, cronicas, complicadas
e descomplicadas.?

Dentre as doencas infecciosas, as ITU estdao entre as mais
comuns na pratica clinica. Acometem homens e mulheres em
qualquer idade, predominando em adultos do sexo feminino."”
As ITU sao mais frequentes em mulheres do que em
homens devido as suas caracteristicas anatomicas: uretra
mais curta e a maior proximidade com a regiao perianal.20
Outros fatores que aumentam o risco de ITU em mulheres
estao: o ato sexual, a higiene deficiente, a menopausa e a
gestacao. Nesta, ocorre reducao da capacidade urindria e
pressao sobre os ureteres pela expansao do ttero na gravi-
dez.” Nesta fase, a urina torna-se rica em vitaminas, glico-
se e aminodacidos, facilitando o crescimento das bactérias.*
Com relacao as ITU em homens, pode-se observar que tais
infecgoes estdao relacionadas principalmente a problemas
prostaticos.” Em neonatos e lactentes, as infeccoes sao

mais comuns no sexo masculino e estao relacionadas a
anomalias congénitas. Durante a infancia hd predominio
no sexo feminino, que permanece na idade adulta.’ No dia-
betes mellitus, ha uma grande concentracao de glicose na
bexiga, predispondo a introducao e multiplicacao de bac-
térias no trato urindrio."” Obstrucao urindria como célculos,
corpos estranhos como sondas e catéteres, imunossupres-
sao e refluxo vesico-uretral também sao fatores predispo-
nentes de infeccado urindria.*

Algumas infecgoes podem ser totalmente assintomaéticas e
silenciosas, entretanto, a maioria delas causa sintomas
como urgéncia miccional e dolorosa; ato de urinar varias
vezes ao dia e em pequenas quantidades de urina com
mau cheiro e turva; dor suprapubica e, em caso de compro-
metimento renal, a febre pode estar associada.”'

Entre os diversos agentes etiol6gicos responsaveis pelas ITU
destacam-se os bacilos Gram-negativos, que muitas vezes
estdo presentes na flora normal do organismo. Os principais
uropatégenos causadores de infeccoes urindrias sao:
Escherichia coli, Proteus sp., Staphylococcus saprophyticus,
Klebsiella sp., Enterobacter sp., Enterococcus sp.,
Pseudomonas aeruginosa e fungos como a Candida sp., sendo
a E. coli o microrganismo mais frequentemente isolado."

O diagnéstico clinico de uma ITU é dado de acordo com a
sintomatologia do paciente, enquanto que o diagnoéstico
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laboratorial é dado de acordo com diferentes parametros.
O exame de urina ird fornecer ao quadro clinico, os dados
que praticamente confirmam o diagndstico de ITU: presen-
ca de pitria, hematuria e bacteritria, sendo que os valores
encontrados sdo proporcionais a intensidade da infecgao.™
A urocultura é o exame de escolha para a confirmacao da
ITU. E considerada positiva quando o crescimento bacte-
riano for de pelo menos 100.000 unidades formadoras de
colonias por mL de urina (100.000 UFC/mL)."”

A selecao de um agente antimicrobiano depende de varios
fatores: o local da infeccao, uma variedade de fatores do hospe-
deiro, as caracteristicas de absor¢ao do agente antimicrobiano,
assim como sua via de excrecao, propriedades farmacocinéticas
e a freqliéncia de dosagem do agente antimicrobiano, susceti-
bilidade local do microrganismo ao agente antimicrobiano."

O antibiograma é um teste que oferece, como resultado,
padroes de resisténcia ou susceptibilidade de uma bactéria
especifica a vérios antimicrobianos. No método da difusao
de disco, os antimicrobianos sao impregnados em um disco
de papel de filtro e colocados sobre o meio de cultura ino-
culado com a bactéria. A escolha do antimicrobiano
baseia-se na medida do halo de inibicao do crescimento
bacteriano formado ao redor do disco."

Desta forma, este trabalho teve como objetivo avaliar a
ocorréncia de ITU diagnosticadas no Laboratério
Universitario da URI - Campus de Erechim/RS, no periodo
de outubro de 2006 a outubro de 2007, relacionando-as
com a idade e sexo dos pacientes acometidos, bem como a
suscetibilidade frente aos antimicrobianos comumente
empregados na pratica clinica.

MATERIAL E METODOS

Foram analisados os resultados de 195 uroculturas realizadas
no Laboratério Universitario da URI - Campus de Erechim/RS,
durante o periodo de outubro de 2006 a outubro de 2007.

As amostras constituiram, na sua maioria, de urina de jato
médio. Os pacientes foram orientados para realizar uma
higienizacdo prévia na regido genital, desprezando o pri-
meiro jato de urina, coletando o jato médio e desprezando
o restante da micgao. Outras amostras que também foram
processadas constituiram-se de urina de qualquer jato, obti-
das de criancas com auxilio de saco coletor. As amostras
foram coletadas em frascos estéreis e levadas imediatamen-
te ao laboratério. Destas amostras, foram feitas semeaduras
semiquantitativas em placa de agar Mac Conkey e Cled,
utilizando uma alca calibrada de 0,01mL (10uL). As culturas
foram incubadas durante 24-48 horas, a uma temperatura
de 35°C. Foram consideradas positivas as urinas que apre-
sentaram crescimento superior a 100.000 UFC/mL.

Ap6és isolamento primario, as amostras foram submetidas a
identificacdo através de provas bioquimicas. Além da iden-
tificagcdo dos microrganismos, fez-se também o perfil de
susceptibilidade frente aos agentes antimicrobianos (anti-
biograma), que foi realizado de acordo com o protocolo da
técnica de difusdo de Kirby-Bauer. Preparou-se um inécu-
lo equivalente ao tubo 0,5 da escala de Mc Farland,
semeou-se em placa de Agar Mueller Hinton e colocou-se
os discos de antibiéticos selecionados. Apés, as placas
foram incubadas a 35°C durante 18 horas e, posteriormen-
te foi feita a interpretacao através da medida do halo de
inibicao do crescimento bacteriano, sendo classificado em
sensivel (S), intermediario (I) ou resistente (R).

Os antimicrobianos usados foram: Acido Nalidixico,
Amoxacilina-Acido Clavulédnico, Ampicilina, Gentamicina,
Nitrofurantoina, Ofloxacina e Sulfametaxazol-Trimetropim.
Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em
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RESULTADOS

No periodo compreendido entre outubro de 2006 e outubro
de 2007, foram avaliadas 195 uroculturas. Entre estas, veri-
ficou-se que 36 (18,46%) amostras obtiveram resultado
positivo para ITU (Fig. 1).

A Fig. 2 mostra a distribuicao das ITU em relacao ao sexo
dos pacientes. Pacientes do sexo feminino foram os mais
acometidos, representando 35 (97,22%) dos casos. Pacientes
do sexo masculino representaram 1 (2,77%) dos casos.

Em relacao a idade dos pacientes com ITU, 8 (22,22%) pos-
suiam idade inferior a 20 anos, 11 (30,55%) estavam na
faixa etdria de 20 a 40 anos e, 17 (47,22%) apresentavam
idade superior a 40 anos (Fig. 3).

Entre as uroculturas com contagem superior a 100.000
UFC/mL, foram isolados os seguintes agentes etiolégicos:
Escherichia coli 29/36 (80,55%), Klebsiella pneumoniae
2/36 (5,55%), Klebsiella oxytoca 1/36 (2,77%), Klebsiella
ozaenae 1/36 (2,77%), Enterobacter agglomerans 1/36
(2,77%), Acinetobacter Iwoffi 1/36 (2,77%) e Serratia mar-
cescens 1/36 (2,77%), representados na Fig. 4.

A Fig. 5 mostra que os microrganismos isolados das uroculturas
positivas foram mais susceptiveis a Ofloxacina 32/34 (94,11%),
seguido da Gentamicina 26/32 (81,25%), Nitrofurantoina 25/35
(71,42%) e Acido Nalidixico 18/26 (69,23%).

A Fig. 6 mostra os antimicrobianos aos quais os uropatégenos
apresentaram maior resisténcia: Ampicilina 25/36 (69,44 %),
seqguido da associacao Sulfametaxazol-Trimetropim 21/33
(63,63%) e Amoxacilina-Acido Clavulanico 9/36 (25%).

18,46%

@ Negativas

B Positivas

Figura 1 - Percentual de uroculturas positivas realizadas no
Laboratério Universitario da URI - Campus de Erechim/RS,
no periodo de outubro de 2006 a outubro de 2007.

@ Feminino

B Masculino

Figura 2 - Distribuicfio das ITU em relaciio ao sexo dos pacientes.
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Figura 4 - Percentual de microrganismos isolados das uroculturas positivas.
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Figura 6 - Percentual de resisténcia dos uropatdégenos aos antimicrobianos.

DISCUSSAO

A infecgdo do trato urindrio é uma patologia freqiiente na
clinica médica. Entre as 195 uroculturas realizadas no
Laboratério Universitario da URI - Campus de Erechim/RS,
foi evidenciado um predominio de ITU no sexo feminino
(97,22%) com idade acima de 40 anos (47,22%). Estes resul-
tados sdo concordantes com estudos prévios.’ As mulheres
sdo mais susceptiveis a este tipo de infeccao devido a diver-
sos fatores, entre eles podemos incluir o ato sexual, meno-
pausa e gestacao.” Outros fatores seriam o comprimento da
uretra e a sua localizacdo préxima da regido perianal, faci-
litando a ascensao de microrganismos.*

Nos homens, foi evidenciado que as ITU sao menos fre-
qlientes, representando apenas 2,77 % dos casos. Isto deve-
se ao fato de possuirem uretra mais longa e pela acao anti-
bacteriana do liquido prostatico. Quando ocorrem tais
infeccoes, podem estar relacionadas a problemas mais
complexos, como célculo vesicular, cateterismo, diabetes e
obstrugdes da prostata.*'’

No que se refere a etiologia, a Escherichia coli foi a bactéria
mais freqiientemente isolada, totalizando 80,55% dos casos.
Vérios autores confirmam que a E. coli é o principal respon-
savel pelas ITU.'?? Este microrganismo pertence a flora nor-
mal do intestino humano, podendo contaminar, colonizar e
consequentemente causar infeccoes extra-intestinais, sendo
o principal agente etiolégico das infec¢des urinarias.’

A infeccao causada por Klebsiella sp., a qual representou o
segundo microrganismo mais isolado neste estudo, tam-
bém é outro indice encontrado na literatura."*

As bactérias isoladas nas uroculturas foram testadas frente a
uma série de antimicrobianos. O perfil de susceptibilidade
indicou a Ofloxacina como um dos melhores agentes antimi-
crobianos frente aos microrganismos isolados, os quais apre-
sentaram-se sensiveis a este antimicrobiano em 94,11% dos
casos. Os uropatdogenos também apresentaram alta sensibili-
dade a Gentamicina (81,25%), a Nitrofurantoina (71,42%) e ao
Acido Nalidixico (69,23%). Esses antimicrobianos mostram-se
eficazes contra muitos microrganismos aerébicos Gram-nega-
tivos," sendo que a Nitrofurantoina geralmente é considerada
uma alternativa no tratamento das ITU nao complicadas.’

Os uropatégenos isolados neste estudo apresentaram
maior indice de resisténcia a Ampicilina (69,44 %), indican-
do que este farmaco deve ser utilizado somente frente ao
resultado do antibiograma. A taxa de resisténcia ao
Sulfametaxazol-Trimetropim foi de 63,63%. A resisténcia
ao Sulfametaxazol-Trimetropim tem aumentado em todo o
mundo, limitando seu uso como tratamento empirico.” Uma
notavel diminuicdo na susceptibilidade dos uropatégenos
frente a estes antimicrobianos ja era observada desde o
final da década de 80. Winstanley et al. !, relataram resis-
téncia de 30% ao Sulfametaxazol-Trimetropim para as
enterobactérias. O terceiro maior indice de resisténcia
apresentado pelos microrganismos foi de 25% para a asso-
ciacdo Amoxacilina-Acido Clavulanico. Esta associacao
apresenta maiores indices de susceptibilidade quando
comparado com a utilizacao da Amoxacilina isoladamen-
te,’ 0 que nao evidenciou-se neste estudo.

E importante ressaltar que todas as uroculturas analisadas
foram monomicrobianas, uma vez que infeccao polimicro-
biana verdadeira é rara, exceto em pacientes com bexiga
neurogeénica, abscessos cronicos ou cateteres de demora.*

CONCLUSOES

Podemos concluir que estudos que avaliam as ITU sao de
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muita valia, pois permitem a aplicacao de um tratamento
mais adequado.

A urocultura quantitativa e o TSA (Teste de Sensibilidade
a Antimicrobianos) representam os melhores tipos de
exame para o diagnostico de ITU, pois permitem o isola-
mento, a identificagdo do microrganismo infectante e a
determinacao da sua sensibilidade aos agentes antimicro-
bianos. O perfil da sensibilidade de amostras clinicas a
antimicrobianos pode variar bastante, de acordo com a
localidade, idade dos pacientes, sexo, dentre outras varia-
veis, e ainda sofre influéncia na maneira como os antimi-
crobianos sao utilizados em uma determinada regiao geo-
grafica. Assim, torna-se importante o conhecimento da
prevaléncia e perfil de susceptibilidade dos patégenos
locais, pois esses dados podem ser muito tteis na orienta-
cdo da terapéutica empirica e na avaliacao de novos anti-
microbianos a serem introduzidos no mercado.

Também torna-se importante a educacao e a pratica do uso
racional e prudente dos antimicrobianos, evitando assim,
varios casos de resisténcia. Isso se refere nao apenas a indi-
cacao e a escolha do farmaco em si, mas também a dose,
aos intervalos de administracao e a duracdo do tratamento.
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