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RESUMO Foram estudados prospectivamente 31 pacientes submetidos a

cirurgia do aparelho digestivo com propdsito de definir a incidéncia da acidose
metabdlica no periodo pos-operatério e analisar a participagdo dos varios
elementos envolvidos neste fendmeno. Observamos desenvolvimento de
acidose metabdlica em 65% dos casos, sendo uma acidose nao severa com pH
médio de 7,26 e HCO3 de 17 mmol/L. Foram identificados dois componentes
desta acidose metabdlica: 1) A producao de acido lactico que corresponde a um
consumo de 1,7 mmol/L de HCOj3', que é o menor componente de acidose; 2) a
diluicdo do volume extracelular devido as solugdes cristaldides, responsaveis
por aproximadamente 4,3 mmol/L de redugdo do bicarbonato, e pela elevagao

do cloro plasmatico.

SUMMARY : We studied prospectively 31 patients submmited to digestive

surgery to describe the incidence of metabolic acidosis in the postoperatory
period and analyse the aetiologyc factors involved in this acid-base disturb. We
observed the develoment of metabolic acidosis in 65% of the patients, with pH
7,26 and serum bicarbonatum of 17 mmol/L. This metabolic acidosis has two
components: 1) a minor one( lactic acidosis) which consumes 1,7 mmol/L of
basis 2) a major one: dilution of the extracelular volume determined by cristaloid
solutions infused during the surgery, which consumes 4,3 mmol/l of basis and

also causes hyperchloremia.
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INTRODUCAO

O desenvolvimento de acidose metabdlica no pds-operatorio de cirurgias
do aparelho digestivo , apesar de ser fenbmeno relativamente frequente, tem
sido pouco estudado (1,2,3). Varios disturbios metabdlicos que ocorrem durante
a operagao podem contribuir para sua instalagao , tais como: 1) Administragcéo
de grandes volumes de solugdes cristaldides e glicosadas levando a diluigdo
dos tampdes plasmaticos e do fluido extracelular (4,5,6). 2) Uso de solugdes
endovenosas com pH em torno de 5 a 6, representando a infusdo de carga de
acidos (7). 3) Reducdo do débito cardiaco e da resisténcia vascular periférica
causadas por drogas anestésicas, contribuindo para o aumento do metabolismo
anaerobico e consequente produgédo de acido lactico (8,9,10,11). 4) Alteragéo
do metabolismo hepatico por agentes anestésicos que podem reduzir a

conversao do lactato (12,13).



No intuito de definir a incidéncia da acidose metabdlica no pds-operatério
e analisar a participacdo dos varios elementos envolvidos neste fendmeno,
foram estudadas estas alteragbes em pacientes submetidos a cirurgia do

aparelho digestivo.

CASUISTICA E METODOS

Foram estudados prospectivamente 31 pacientes sequenciais, sendo 18
do sexo feminino, com idades entre 32 e 64 anos. As intervencdes praticadas
foram: hemigastrectomia 18, hemicolectomia 3, esofagectomia 3, gastroplastia
redutora 3, gastroduodenopancreatectomia 4, corregdo de transito intestinal 1,
derivacgao bilio-digestiva 1.

Em todos foram analisados os seguintes parametros laboratoriais : sodio
(Na™), cloro (CI), potassio (K") plasmaticos e urinarios; pH, bicarbonato (HCO3),
pCO. e acido lactico plasmaticos. Os valores de anion gap sérico (AG) e urinario
(AGu) foram obtidos empregando-se as formulas classicas descritas na
literatura (14,15,16,17,18 ). Foram também computados os volumes de diurese

e volumes de soro infundidos no periodo de 24 horas. Estes dados foram



controlados no pré-operatério ( PRE), pds- operatério imediato (POi) e 24 horas
apos cirurgia (PO24).

Para melhor analise dos resultados os pacientes no pos-operatério foram
divididos em dois grupos, a saber: com acidose - Grupo A , e sem acidose,
Grupo B. Os dados foram analisadas pelo teste t de Student, aceitando-se um

nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

O volume de solucbdes cristaléides administrado em média no periodo
intra- operatério foi de 3700 + 300 ml . A acidose metabdlica estava presente no
pré-operatorio em 2 pacientes. No POI foi detectada em 20 (65%) pacientes, e
esta alteragdo persistiu por 24 horas em 7 (22%) pacientes (Tabela 1). Os
valores médios de pH verificados nos 31 pacientes foram : 7,39 + 0,02 no PRE,
7,29 + 0,03 (p=0,001) no POl e 7,38 + 0,01 no PO24. O bicarbonato plasmatico
teve comportamento semelhante: PRE 23 + 1,2 mmol/l, POl 17 + 1,6 mmol/L
(p=0,0001) e PO24 20 + 1,3 mmol/L (p=0,0001) respectivamente nos mesmos
periodos. O pCO- nos periodos PRE, POl e PO24 foram 35,5: 36 e 34,9 mmHg
(p =0,8). As dosagens de lactato sérico mostraram elevagao nos periodos POI

e PO24 em relacdo ao PRE, sendo este dado significante apenas no POI .



Estes valores foram de 2,8 + 0,1 mmol/L, 4,5 + 0,2 mmol/L (p=0.0001) e 3 + 0,4
mmol/L, no pré, POl e PO24 respectivamente. Os valores obtidos para o anion
gap plasmatico foram de 18 + 2 mmol/L, 12 + 1,5 mmol/L (p=0,0003) e 13 £+ 1,8
mmol/L (p=0,002), para PRE , POl e PO24. O anion gap urinario também
apresentou reducdo no POl e PO24 de 41 + 12 para 21 + 8 mmol/L (p=0,025).
Observamos também elevacao do cloro plasmatico nos periodos POl e PO24;
de 101 + 4,2 (PRE) para 110 + 4,4 mmol/L no POI(p <0,05) e 105 + 4,7 mmol/L
no PO24( p=0,01). No entanto, os niveis de sédio plasmatico sofreram uma
reducao de 138 + 4,5 mmol/L no PRE para 136 + 4,8 mmol/L no POI( p=< 0,01)
e 134 + 4,7 mmol/l no PO24 (p = 0,004). Os valores de Na urinario ( Na‘u)
obtidos nos periodos POl e PO24 foram respectivamente: 111 + 32 e 99 +
27

Os pacientes que desenvolveram acidose metabdlica no POl receberam em
média 4.300 + 900 ml de solugdes cristaldides enquanto que os que nao
apresentaram tal alteracdo receberam em média 2.600 + 800 ml.

Os pacientes com acidose metabdlica no POl apresentaram valores de pH 7,26
+ 0,02 e os pacientes sem acidose pH 7,41 + 0,03 ( p< 0,05). A concentragéo
plasmatica de bicarbonato foi de 17,3 + 0,6 e 17,5 £ 0,7 mmol/L para os grupos
com acidose e sem acidose. No grupo sem acidose verificou-se também
alcalose respiratéria com paCO, de 29,2 + 1,7 mmHg, enquanto o grupo com
acidose apresentou um disturbio misto metabdlico e respiratério com paCO, de

38,3 £ 1,3 mmHg.



A analise dos valores de lactato no POI entre os pacientes com e sem
acidose mostra os seguintes valores, respectivamente : 4,5 + 0,1 mmol/L e 4,0 =
0,1 mmol/L, e os valores de anion gap sérico foram de 13,1 £ 2,1 mmol/L e 12,7
+ 1,2 mmol/L. Os valores de anion gap urinario obtidos nos pacientes com e
sem acidose no POI foram respectivamente: 35+ 7 mmol/l e 44,8 + 7 mmol/I.
Observamos elevacao do CI sérico nos dois grupos, sendo mais acentuada,
contudo nao significante, nos pacientes com acidose no POI ( 100 + 8 mmol/L
para 110 + 10 mmol/L no grupo com acidose e 103 + 8 mmol/L para 110 + 10
mmol/L). Os pacientes sem acidose apresentaram reducdo mais acentuada e
significativa nos niveis de Na* sérico no POl 138,6 + 12 mmol/L para 135,6 + 10
mmol/L que o grupo sem acidose 138 + 11 mmol/L para 137 + 11 mmol/L
(p=0,01). Entretanto, os pacientes com acidose apresentavam excregao urinaria
de Na'u e Clu superior ( 119 + 25 mmollL e 127 + 20 mmoliL,
respectivamente) que o grupo sem acidose ( 106 + 22 mmol/l e 101 + 18

mmol/l ).



DISCUSSAO

Na literatura ndo existem muitos dados quanto a acidose metabdlica pos-
operatodria, principalmente em pacientes submetidos a cirurgia do aparelho
digestivo (1,2,3).

Apesar de ser disturbio muito frequente, como se pode observar a partir
dos resultados obtidos neste estudo, onde 65% dos pacientes a desenvolveram,
esta alteracdo nao foi severa: o menor pH encontrado foi de 7,14 e na média foi
7,29 +0,03 no POI. A concentragdo de bicarbonato plasmatico variou em 6
mmol/L do PRE para o POI, sem que tenha ocorrido variacdo do pCO,
descartando portanto acidose respiratéria concomitante (1). A analise dos
valores de pH e bicarbonato plasmatico dos pacientes com acidose no POI
mostra que estes valores ndo s&do muito diferentes da média geral obtida. A
reducdo de bicarbonato plasmatico observada ( 6 mmol/L )corresponde a um
consumo de 84 mmol de HCO3; ™ do volume extracelular ou um consumo de 252

mmol de alcali do volume corporal total.



Esta reducdao de HCO3 pode ocorrer em decorréncia da produgcao de
acidos organicos (5,19). De fato, observamos elevagao do lactato sérico de 2,8
para 4,5 mmol/l em média entre o periodo PRE e o POI, ou seja, um aumento
de 1,7 mmol/l de lactato. Entretanto, esta variacdo de concentracédo de lactato,
apesar de confirmar uma pequena lacticedemia, ndo pode ser responsavel pelo
consumo de 6 mmol/l de HCOj3. Contudo os niveis de lactato sérico dos
pacientes que desenvolveram acidose seja superior ( 4,5 + 0,1 mmol/L ) aos
observados no grupo sem acidose ( 4,0 + 0,1 mmol/L) esta diferenga nao é
significante. A reducdo do bicarbonato plasmatico poderia ser secundaria a
producao de outros acidos ndo mensuraveis (14,15). O anion gap plasmatico &
capaz de detectar de forma inespecifica a presenca destes anions néao
mensuraveis, que possam ser decorrentes da producao de acidos. Observamos
em nosso estudo que houve uma variagdo do nivel de anion gap plasmatico de
18 para 12 mmol/L no periodo pré-operatério para o POI, ou seja, uma redugéo
de 6 mmol/L. A variagdo da concentragdo do anion gap coincide perfeitamente
com a variagdo de HCOs; no entanto, n&o significa que se expliquem
mutuamente. A producdo de &cidos ndo mensuraveis que consomem O
bicarbonato deveriam levar a elevagdo do nivel de anion gap e nao redugao,
como foi observado neste estudo (20). Além disso , o fato do anion gap se
apresentar na faixa da normalidade demonstra que ndo ocorreu produgéo
significativa de acidos. A analise do anion gap no POI entre pacientes com e
sem acidose nao apresenta diferenga significativa ( 13,1 + 2,1 mmol/L e 12,7 +

1,2 mmol/L ) , da mesma maneira que com o lactato. Igualmente, a afericao do



anion gap urinario nao apresenta diferenga significativa entre o POl e o PO24.
Portanto a acidose metabdlica presente nao foi decorrente do predominio de
uma producdo de acido lactico e nem mesmo de anions ndo mensuraveis,
conforme demonstrado. Realizamos a seguir um exercicio teérico dos calculos
de diluicdo do volume extracelular para um valor médio de peso corporal de 60
Kg , como encontrado em nossos pacientes. Os pacientes com acidose
apresentaram ganho de 4,3 litros no volume extracelular, o que pode diluir o
bicarbonato de 23 para 17 mmol/L. No entanto, seria necessario um ganho de 6
litros para diluir o &nion gap de 18 para 12 mmol/L. Este dado sugere que estas
alteragcdes ndo apresentam os mesmos componentes determinantes. Assim, o
valor de anion gap esperado pela diluigdo do volume extracelular com o ganho
de fluido de 4,3 litros, seria de 13,3 mmol/L. Teriamos, portanto, uma variagao
de 4,3 mmol/L no anion gap, e nao de 6 mmol/L.

Somado a isto, a produgao de acido lactico, com variagao de 1,7 mmol/L
do PRE para o POI elevaria o anion gap para 15 mmol/L, ou seja, uma
diferenca de 3 mmol/L em relagdo ao valor observado. Estes dados tornam-se
intrigantes pois temos reducdo de anion gap plasmatico na presenca de
elevacdo do lactato. Esta discordancia de resultados pode ser ainda mais
excitante em vista dos resultados de Na® e CI plasmaticos e urinarios.
Observamos elevacdo do cloro plasmatico nos periodos PRE e POl de 103
para 111 mmol/L (p <0,05). No entanto, os niveis de sédio plasmatico sofreram

uma reducao ( de 138 £ 0,8 para 136 + 0,8 mmol/L) a despeito das cargas de

NaCl recebidas pelos pacientes no intra-operatério ( p< 0,05) (3,4,21,22). Os



valores de cloro urinario foram de 115 + 15 e 100 + 18 mmol/L para os pacientes
com e sem acidose respectivamente, no POIl. Os dois grupos apresentam
reducdo do AGu, e alguns pacientes apresentavam AGu negativo,
demonstrando uma carga excretada de cloro superior a carga excretada de
amoénio, o que indica o desenvolvimento de acidose hiperclorémica nestes
pacientes(14,17,18,23).
Espera-se que apos a infusdo de cristaldides ( soro fisioldgico) com 150 mmol/L
de Na* e ganho de 4,3 litros no extracelular, que o Cl" e o Na* plasmaticos se
elevem(20). Observamos entretanto elevagdo do cloro e redugcdo do sddio
plasmatico (4,21,22). Para explicar estes fendmenos temos que supor
redistribuicao diferenciada entre os elementos sédio, cloro e agua entre os
espacos extra e intracelular (4,21,22). Talvez essa redistribuigdo possa explicar
o contraste entre elevagao de lactato e redugéo de anion gap. Os pacientes que
nao apresentaram acidose tiveram em média um ganho de 2600 mL de
cristaldides. A redugao do bicarbonato plasmatico esperado com esta diluigdo
seria de 4 mmol/L, ou seja, o valor do HCO3 no POI deveria ser 19 mmol/L, e
nao 17 mmol/L como foi encontrado. Contudo, a hiperventilagdo apresentada
por estes pacientes deve té-lo reduzido para um valor final préoximo a 17 mmol/L.
Em concluséo, observamos desenvolvimento de acidose metabdlica no
pos-operatdrio de cirurgia do aparelho digestivo em 65% dos casos, sendo uma
acidose nao severa com pH médio de 7,26 e HCO3 de 17 mmol/L. Foram
identificados dois componentes desta acidose metabdlica: 1) A produgéo de

acido lactico que corresponde a um consumo de 1,7 mmol/L de HCOg3, que é o



menor componente de acidose; 2) a diluigdo do volume extracelular com as
solugdes cristaldides responsaveis por aproximadamente 4,3 mmol/L de
reducao do bicarbonato, e pela elevagdo do cloro plasmatico. Outros estudos
sS40 necessarios para esclarecer a discordancia entre os valores de acido lactico
e anion gap plasmatico, e também as diferencas de distribuicdo de cloro e sddio

plasmaticos.

TABELA 2 - RESULTADOS OBTIDOS NOS PACIENTES COM ACIDOSE E

SEM ACIDOSE NO POI

GRUPO A GRUPO B
COM ACIDOSE |SEM ACIDOSE
pH 7,26 + 0,02 * 7,35+0,03
HCO5 (mmol/L) 17 £ 0,6 18+0,7
pCO, mmHg 38 +1,3 35+17
LACTATO (mmol/lL) [5,0 0,1 3,7+0,1
ANION GAP (mmol/L) |14 +2,1 11+1,2




VOLUME INFUNDIDO 4300 + 900* 2600 + 800
(mL)

CI" plasmatico(mmol/L ) | 103 + 8 * 100 £10
Na"plasmatico(mmol/L) | 139 + 12* 137 £12

*p <0,05

TABELA 1 - RESULTADOS OBTIDOS NOS PERIODOS PRE-OPERATORIO
(PRE), POS-OPERATORIO IMEDIATO (POIl), E POS-OPERATORIO 24

HORAS (P024). VALORES MEDIOS DE TODOS OS PACIENTES.

PRE POI PO24
pH 7,39+0,22 |7,29 +0,25*7,38 + 0,31
HCO; (mmol/L) |23 +1,0 17 + 2* 20 +2
pCO, (mmHg) 355+3 36 +5 349+4
Lactato (mmol/L) 12,8 +0,2 45+0,1* |3,0+0,2




Anion gap (mmol/L)[ 18 + 2 12 + 3* 13 + 3*
Na® (mmol/L) 138 +4,5 136 +4,8 |134 +4,3*
CI" (mmol/L) 101 +4,2 110 +4,4* |105+47
AGu (mmol/L) 41+6 23 + 3*
P<0,05
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RESUMO - A oxida¢ao da LDL tem um papel chave na patogénese da aterosclerose.
Muitos estudos sugerem que os antioxidantes podem atuar diminuindo a oxidacdo das
lipoproteinas e inibindo a progressao da aterosclerose. Portanto, além da medida dos niveis
séricos dos lipides, torna-se importante investigar o ‘‘status” antioxidante e a
susceptibilidade da LDL a oxidacdo em estados hiperpilidémicos. Neste trabalho,
determinou-se as concentracdes plasmaticas de ascorbato e urato, o contetido de vitamina E,
licopeno e B-caroteno no plasma e nas lipoproteinas e a cinética de oxida¢do da LDL in
vitro. Foram estudados 3 grupos : 1) pacientes hipercolesterolémicos sob medicacao anti-
hipertensiva; 2) pacientes normolipidémicos e 3) pacientes hipercolesterolémicos sem
nenhum tipo de medicagdo. Os pacientes hipercolesterolémicos apresentaram concentragdes
menores de antioxidantes no plasma e nas lipoproteinas em relagdo ao grupo controle.
Correlacdes negativas foram observadas entre os niveis de antioxidantes e o tempo de
iniciacdo da oxidagdo da fracdo pesada da LDL, indicando um efeito significante dos
antioxidantes sobre a susceptibilidade da LDL a oxidacdo. Estes resultados indicam que
concentragdes menores de antioxidantes hidro e lipossoliveis facilitam a oxidacao da LDL,
contribuindo potencialmente para um maior risco para o desenvolvimento ou progressao da
aterosclerose em pacientes hipercolesterolémicos.

PALAVRAS-CHAVE - Aterosclerose, antioxidantes, LDL, lipoproteinas oxidadas

SUMMARY - It has been demonstrated that LDL oxidation has a key role in the
pathogenesis of atherosclerosis. Several studies suggest that antioxidants can decrease
lipoprotein oxidation and inhibit atherosclerosis progression. Then, besides to measure the
serum lipid concentration, it is also important to determine the antioxidant status and the
oxidative susceptibility of LDL in hyperlipidemic states. Here, the plasma ascorbate and
urate concentrations, the amount of vitamin E, lycopene and [-carotene of plasma and
lipoproteins, as well as, the in vitro LDL oxidation kinetics were measured in the following
groups: 1) hypercholesterolemic patients under anti-hypertensive treatment 2)
normolipidemic individuals and 3) hypercholesterolemic patients under absolute restriction
of all kind of drugs. The antioxidant concentrations of blood plasma and lipoproteins were



lower in hypercholesterolemic patients as compared to normolipidemic individuals.
Negative correlation between the plasma and lipoprotein antioxidant concentrations and the
lag time of heavy LDL oxidation were observed showing the crucial role of antioxidants on
lipoprotein oxidizability. Data show that a lower level of water and lipid soluble
antioxidants of plasma and lipoproteins, respectively, would favor LDL oxidation and
potentially contribute to increase atherosclerosis risk of hypercholesterolemic patients.

KEY WORDS - Atherosclerosis, antioxidants, LDL, oxidized lipoproteins

1 - INTRODUCAO

O monitoramento da producdo de espécies radicalares em fluidos
biologicos ¢ extremamente dificil, pelo fato da maior parte dos radicais livres
gerados apresentarem meia-vida muito curta. No entanto, em diversas doencas
nas quais o envolvimento das espécies radicalares tem sido sugerido, seria de
extremo interesse realizar-se uma avaliacdo, ainda que indireta, da producao
enddgena dessas espécies.

A modificacdo oxidativa de lipoproteinas ¢ um fator critico no
desenvolvimento da aterosclerose. O aumento do tempo de permanéncia das
lipoproteinas no compartimento plasmatico, que ocorre nas hiperlipidemias,
pode facilitar a oxidagdo destas particulas por espécies oxidantes liberadas
por células endoteliais, células musculares lisas, monocitos, neutréfilos,
macrofagos e plaquetas'™. De fato, tem sido relatado que neutréfilos e
monocitos de pacientes hiperlipidémicos apresentam maior producdo de
radical superdxido, quando estimulados®’. A modificagdo oxidativa da LDL
resulta na alteracdao de varias propriedades fisico-quimicas e estruturais nessa
particula®"', 0 que a torna um mediador importante em diversas etapas da
aterosclerose (Figura 1).

A susceptibilidade das lipoproteinas a oxidacao depende do equilibrio

entre a geracdo de espécies oxidantes e dos antioxidantes hidrossoltveis, nos



compartimentos onde as mesmas estdo presentes, e, principalmente, pela
quantidade de antioxidantes lipossoluveis transportados por estas particulas.
Muitos trabalhos tém mostrado evidéncias desta participagdo dos
antioxidantes no desenvolvimento e na progressdo da aterosclerose'>'*. Neste
sentido, a determina¢do da oxidabilidade das lipoproteinas plasmaticas e dos
niveis de antioxidantes poderia auxiliar na avaliacdo do risco aterosclerdtico
dos pacientes hiperlipidémicos. Com este objetivo, investigou-se em
individuos hiperlipidémicos e normolipidémicos: 1) a susceptibilidade da
LDL a oxidacdo; 2) as concentracdes plasmaticas dos antioxidantes
hidrossoluveis (ascorbato e urato) ¢ 3) o conteudo dos antioxidantes
lipossoluveis (o-tocoferol, licopeno e beta-caroteno) no plasma e nas

lipoproteinas.

2. Materiais e Métodos

2.1 — Casuistica

Foram estudados 3 grupos : 1) pacientes hipercolesterolémicos que
estavam sob medicacdo anti-hipertensiva, mas ndo tomavam farmacos
hipolipemiantes (n=70); 2) individuos normolipidémicos (n=8) e 3) pacientes
hipercolesterolémicos com restricdo total a qualquer tipo de medicacao
(n=18). Os pacientes foram selecionados no Ambulatorio de Lipides do
Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia. O sangue dos pacientes (20 ml) foi
coletado em tubos Vacutainer® contendo EDTA como anticoagulante,

obtendo-se o plasma por centrifugacao a 2500 rpm a 10 minutos. O plasma



obtido foi armazenado em nitrogénio liquido até a realizagdo das

determinacoes.

2.2 - Isolamento de lipoproteinas

A Lipoproteina de Baixa Densidade (LDL) (1,020 <d>1,063 g/ml)),
Lipoproteina de Muito Baixa Densidade (VLDL) (1,006 <d> 1,019) e
Lipoproteina de Alta Densidade (HDL) (1,065 <d> 1,210) foram isoladas do
plasma dos pacientes na presenga de BHT (20 uM) e uma combinacdo de
inibidores de proteases (PMSF, aprotinina e benzamidina), por
ultracentrifugacio sequencial'’. As subfra¢des leve (1,020<d>1,045) e pesada
(1,045 <d>1,063) da LDL foram obtidas por ultracentrifuga¢do do plasma em
gradiente de cloreto de sédio, na presenga dos inibidores de proteases citados
acima, mas na auséncia de BHT. As lipoproteinas foram, em seguida,
dialisadas contra 6 litros de tampao pH 7,4 (NaCl 150,0 mM, EDTA 1,0 mM,
NaN3 e Tris 10,0 mM), a 4° C, durante 12 horas, sendo que para a LDL

pesada utilizou-se 0 mesmo tampao, porém, sem EDTA.

2.3 - Determinacdo de colesterol total, triacilglicerdis e de proteinas
totais

Os niveis de colesterol total e de triacilglicer6is do plasma e das

fragdes lipoprotéicas foram determinados por métodos enzimaticos,

utilizando-se reagentes comerciais (Biosystems - Espanha). As proteinas

totais foram determinadas pelo método de Lowry e cols. (1951)'°, utilizando-

se albumina bovina como padrao.



2.4 - Determinacdo de ascorbato, urato, o-tocoferol, licopeno e f-

caroteno

Os niveis plasmaticos de ascorbato e urato e as concentragdes de
a-tocoferol, licopeno e [-caroteno, presentes no plasma e nas lipoproteinas,
foram determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC),
utilizando-se um detector eletroquimico (potencial = + 600mv). A extragdo de
ascorbato e urato do plasma foi realizada com é4cido perclérico 0,75%'" e a
extracdo do a-tocoferol, licopeno e do 3-caroteno, com metanol:hexano (1:3,
v/v)'®. A fase contendo hexano foi evaporada e o residuo foi dissolvido em
fase movel para a posterior determinagdo de a-tocoferol e B-caroteno. Todas
as amostras foram filtradas em membranas com poros de 22um e injetadas no
cromatografo (20ul), através do injetor automatico SIL-10A (Shimadzu). A
quantificacdo das amostras foi feita com padrdes externos, através de curvas
de calibragdo com niveis multiplos, utilizando-se o programa Class-LC10,
LC-work station. Foi utilizado um sistema cromatografico LC10 (Shimadzu),

com uma coluna de fase reversa C18 CG-Nucleosil (CG do Brasil S\A). Para

a andlise de a-tocoferol, licopeno e de 3-caroteno utilizou-se uma fase mével
composta por metanol:acetonitrila:cloroformio (35:35:30,v/v/v), contendo
perclorato de litio 20 mM'. Na determinacdo de ascorbato e urato, a fase
moével foi composta por acetato de sodio trihidratado (0,04M), dodecilamina
(1ml/1) e EDTA (0,200g\l) em 4dgua deionizada, ajustada para pH 5 com acido
acético glacial. O fluxo da fase movel foi de 1ml/minuto para todas as

analises.



2.5 - Grau de oxidabilidade da LDL (Lag time, lag rate, log rate e peak

time)

A LDL pesada (0,5 mg de proteina/ml), foi incubada com 60 uM de
CuSO, em PBS a 37°C, monitorando-se a cinética da reacio de oxidacdo
através da medida continua da conjugacdo de dienos em 234 nm, durante 2
horas. A cinética de oxidagdo da LDL foi analisada, considerando-se quatro
diferentes componentes deste processo: 1 - LAG TIME : fase de iniciagdo , ou
seja, tempo requerido para que ocorra o consumo total dos antioxidantes das
lipoproteinas; 2 - LAG RATE : aumento da absorbancia em 234 nm durante o
lag time, que representa a velocidade do processo de iniciagdo; 3 - LOG
RATE : aumento da absorbancia depois do lag time, que represente a
velocidade de propagacao; 4 — PEAK TIME : tempo final de oxidagdo das

particulas de lipoproteina™.
2.6 - Analise estatistica

Os resultados foram calculados como média + desvio padrao e as
analises estatisticas foram realizadas pelo teste de Wilcoxon; o nivel de
significancia estabelecido foi de p<0.05. As regressdes lineares foram

({931

realizadas pelo programa Origin, onde “r” = valor do coeficiente de

correlacdo e “p” = significancia da correlagao.

3. RESULTADOS



Na tabela 1, encontram-se as médias e os desvios padrio das
determinagdes de colesterol total, triacilglicerdis e de proteinas no plasma e

nas fracoes lipoprotéicas de todos os grupos estudados.

As concentragdes plasmaticas de ascorbato foram de 35,3 + 22,0 uM, e
de urato 145,1 + 43,3 uM nos pacientes do grupo 1. Para os mesmos
pacientes, o conteido de a-tocoferol da LDL pesada foi de 16,7 + 7.5
nmol/mg de proteina da LDL. Em relagao a oxidabilidade da LDL pesada,
obteve-se um valor para lag time de 39,0 £ 10,1 minutos. Correlagdes
positivas foram observadas entre o lag time e as concentragdes dos

antioxidantes urato e a-tocoferol (Fig. 2).

As concentragdes plasmaticas de ascorbato, urato, a-tocoferol, licopeno
e P-caroteno nos grupos 2 (controle) e 3 (hipercolesterolémico) estao
demonstradas na figura 3. A figura 4 mostra as concentragdes de a-tocoferol,
licopeno e B-caroteno nas lipoproteinas dos mesmos grupos. Na figura 5,
observa-se o grau de oxidabilidade da LDL analisado em termos dos quatros

parametros citados no item 2.5.
4. DISCUSSAO E CONCLUSOES

A aterosclerose ainda ¢ a principal causa de morte nos paises
industrializados. Apesar de estar claro que a alta concentragdo de colesterol
total ¢ da LDL ¢ um dos principais fatores de risco relacionados ao
desenvolvimento da aterosclerose, o0s mecanismos relacionados ao
desenvolvimento e a progressao da aterosclerose continuam incertos. Nos
ultimos anos, véarias evidéncias experimentais tém mostrado que a

modifica¢do oxidativa da LDL e de outras lipoproteinas ¢ uma etapa crucial



na patogénese da aterosclerose””. Desta forma, ¢ de extrema importancia
avaliar-se ndo apenas o perfil lipidico dos individuos, mas também determinar
a oxidacdo das lipoproteinas, o que pode contribuir para uma avaliagdo mais
completa do risco para o desenvolvimento e progressdo da aterosclerose,
utilizando-se materiais biologicos de facil obtencdo, tais como plasma ou

urina.

Este trabalho mostrou ndo existir diferencas significativas para as
concentracoes dos antioxidantes hidrossolaveis, ascorbato e urato, entre os
pacientes hipercolesterolémicos sob medicagdo anti-hipertensiva, mas na
auséncia de agentes hipolipemiantes, e os pacientes hipercolesterolémicos
sem nenhum tipo de medicagdo. As correlagdes positivas entre as
concentragdes plasmaticas de urato e do conteido de a-tocoferol na LDL
pesada com o tempo de iniciacdo da oxidagao da fra¢do pesada da LDL, o Lag
Time, indicou um efeito significante dos antioxidantes estudados sobre a
susceptibilidade da LDL a oxidacao nos pacientes hipercolesterolémicos do
grupol. A concentragdo plasmatica de ascorbato foi menor nos pacientes
hipercolesterolémicos quando comparado a do grupo controle. Este dado ¢
importante uma vez que varios estudos mostram que o ascorbato pode
proteger os lipideos do plasma e das lipoproteinas contra a peroxidacgdo
lipidica***°. Além disto, o ascorbato tem a capacidade de regenerar o radical
tocoferil”’ e, consequentemente, uma menor concentragio plasmatica de
ascorbato prejudicaria essa via, diminuindo o conteido de a-tocoferol
regenerado nas lipoproteinas. Em adicdo ao papel antioxidante, estudos em
humanos indicam que o ascorbato estd envolvido no metabolismo do

colesterol, na sintese de prostaciclina pelas células endoteliais dos vasos

. 28 ~ : : . ~
sanguineos” e na manuten¢do da integridade vascular, revertendo a disfun¢ao



endotelial em pacientes com doenca coronariana crénica®. Portanto, uma
menor concentragdo de ascorbato nos pacientes hipercolesterolémicos pode

ser de extrema importancia para a progressdao do processo ateroclerotico.

Em relacao aos antioxidantes lipossoluveis, a-tocoferol, licopeno e -
caroteno, observou-se uma diminuicdo significativa da concentracao
plasmatica de o-tocoferol no grupo hipercolesterolémico, em relacdo ao
grupo controle, quando o contetido de a-tocoferol foi normalizado pela
concentragdo de colesterol total do plasma. Varios autores tém demonstrado a
existéncia de correlagdes positivas entre as concentragdes plasmaticas de o-
tocoferol ¢ os niveis de lipideos totais e de colesterol’>, possivelmente
devido a maior incorporacdo do a-tocoferol as lipoproteinas, as quais
encontram-se aumentadas nos estados hiperlipidémicos. Portanto, a forma
mais correta de expressar o conteudo de a-tocoferol no plasma, nos
individuos hipercolesterolémcios, ¢ em relagcdo a concentragao de colesterol
total”>. A concentracio dos antioxidantes lipossoluveis nas lipoproteinas,
normalizada pelo conteudo de colesterol e/ou de proteina contido na particula
de lipoproteina, diminuiu nos pacientes hipercolesterolémicos em relacao aos
controles.

O oa-tocoferol ¢ o principal antioxidante presente nas lipoproteinas,
inibindo tanto a fase de iniciagdo como de propagacdo da peroxidacao
lipidica®. Outra importante fun¢io do a-tocoferol no processo aterosclerdtico
seria seu efeito inibitério sobre a expressdo de moléculas de adesdo de
leucocitos e das células endoteliais vasculares, atuando assim sobre a
interacdo celular endotélio-leucocitos”. Portanto, a diminuicio da

concentragdo de o-tocoferol na hipercolesterolemia, além de facilitar a



oxidacdo das lipoproteinas, poderia promover indiretamente um aumento da
expressao de moléculas de adesdo, e consequentemente, a entrada de
monocitos na intima arterial, propiciando uma maior formacdo de células
espumosas.

A diminuigdo do tempo de iniciagdo da oxidagdo da fracdo pesada da
LDL nos pacientes hipercolesterolémicos indica uma menor resisténcia da
LDL pesada a oxidagdo, na hipercolesterolemia. Em resumo, concentragdes
menores de antioxidantes hidro e lipossoluveis facilitam a oxidagcdo da LDL,
contribuindo potencialmente para um maior risco para o desenvolvimento ou

progressao da aterosclerose em pacientes hipercolesterolémicos.
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FIGURA 1 - Mecanismos pelos quais a LDL oxidada participa do processo de
aterogénese. C.M.L.A - células musculares lisas arteriais; F.C - fatores de
crescimento; MCP-1 - proteina quimiotatica para mondcito; CSFs - fatores
estimuladores de coldnia. (modificado de O’Brien, K.D. e Chait, A., 1994)
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TABELA 1
Concentracao de colesterol, triacilglicerodis e de proteina no plasma e nas
lipoproteinas

Colesterol (mg/dl) triacilglicerdis (mg/dl) proteina

(mg/ml)
GRUPO 1
plasma 307,1 £75,0 160.8 £ 71.1 61.43 £11.00
LDL pesada 101,3 £ 52,7 205+11.7 0.89 £ 0.27
GRUPO 2
plasma 165.3 £25.1 89.0 £ 16.6 71.56 +£2.94
VLDL 55£1.6 35.1+£10.0 0.12 £0.03
LDL 59.1+£159 269 +6.6 0.48 £0.10
HDL 32.0£10.5 13.6 £2.5 2.81 £0.61
GRUPO 3
plasma 321.9 £79.0%* 118.7 £ 60.4 61.58 £10.48
VLDL 33.99 £25.2% 59.9+31.6 0.48 £0.18
LDL 129.9 £ 71.4* 279+11.3 0.94 £ 0.47*
HDL 72.19 £ 39.4% 17.8+4.9 10.37 £ 7.78*

Os resultados expressam a média + desvio padrdo. * significativo em relagao
ao grupo 2 (controle).
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AVALIACAO DA CONTAGEM DIFERENCIAL DE CELULAS
SANGUINEAS POR METODOLOGIA AUTOMATIZADA E

MICROSCOPIA OPTICA

DIFFERENTIAL BLOOD CELLS COUNTING EVALUATION BY

AUTOMATED METHODOLOGY AND OPTICAL MICROSCOPY

Spada, C.l; Treitinger, Al Ramos, L. FM.2 Moritz, E.z; Ferreira, S. c.’ Steinwandter,

M. M.%; Steinwandter, S. T.3; Cezarotto, F. S Souza, N. M. A.3; Silva, M.V.P.F°.

Resumo: O hemograma ¢ uma importante analise laboratorial de triagem na avalia¢ao
dos fatores estimuladores e diferenciadores dos precursores hemopoiéticos medulares.
Em condicdes fisiologicas ha equilibrio entre a produgdo e a destruicdo das células
sangiiineas. A avaliagdo do numero de células sangiiineas, realizada através de
microscopia Optica e/ou automatizada, pode revelar possiveis variagdes fisiologicas ou
mesmo situagdes patoldgicas. O objetivo deste estudo foi comparar os resultados da
contagem de células sangiliineas, empregando-se metodologia automatizada, com
aqueles obtidos através da avaliagdo diferencial por microscopia Optica. As analises das
células sangiliineas de 558 pacientes atendidos no Hospital Universitario foram
realizadas no setor de Hematologia do Laboratério de Analises Clinicas. Os resultados
deste estudo demonstram que através da metodologia automatizada determinou-se
numero significativamente maior de neutrofilos (p<0.05) e de monocitos (p<0.0001),
em relacdo aqueles determinados por microscopia Optica. Nas determinagdes de
plaquetas, linfocitos, eosinofilos e basofilos, nao foram observadas variagdes

significativas entre os métodos avaliados (p>0.05). Esses dados sugerem que apesar da
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agilidade dos métodos automatizados, quando o aparelho apresentar alarmes especificos
em sua leitura, a andlise por microscopia Optica, ainda ¢ indispensavel afim de
minimizar as limitagcdes na contagem diferencial das células sangiiineas realizadas em
aparelhos automatizados, e assim garantir a qualidade do resultado.

Palavras-Chave - Células Sangiiineas, Automagcio e Microscopia Optica.

Abstract: Hemogram is an important screening laboratory analysis in the assessment of
estimulating and differentiating factors of medullary hemopoietic precursors. In
physiological conditions, a balance is seen to exist between the production and the
destruction of blood cells. The assessment of the number of blood cells, conducted by
means of optical microscopy and/or by automated methods, can reveal possible
physiologic variations, or even pathologic situations. The goal of the present study was
to compare results of blood cells counting, using automated technology versus those
obtained by the differential evaluation by means of optical microscopy. Blood cell
analyses of 558 patients seen at the University Hospital were performed in the
Hematology Department of the Clinical Analysis Laboratory. Results of this study
showed that, using automated methodology, a significantly larger number of neutrophils
(»<0.05) and monocytes (p<0.0001) was determined as compared to numbers arrived at
by optical microscopy. In the determination of platelets, lymphocytes, eosinophils and
basophils, no significant variations could be observed between the assessment methods
(p>0.05). The study data suggest that, notwithstanding the agility offered by automated
methods, optical microscopy analysis still is, for specific reading alarms presented by

the instruments, indispensable in cutting down the limitations posed by the differential
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counting of blood cells conducted in automated equipment, assuring thus the quality of
results.

Key words: Blood cells; automation; optical microscopy.
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INTRODUCAO

A avaliagdo quantitativa dos leucocitos por microscopia Optica apresenta
algumas desvantagens em relagdo a metodologia automatizada. Através da microscopia
Optica consome-se mais tempo para contar nimero menor de células. Além disso ¢

necessario maior numero de operagdes para preparar a amostra bioldgica para a analise.

"Professores do Departamento de Analises Clinicas, Centro de Ciéncias da Saude, UFSC. 2Alunos do Curso de
Farmécia da UFSC. *Farmacéuticos-Bioquimicos do Laboratério de Hematologia do HU/UFSC.



Nos ultimos anos o avango tecnoldgico verificado nas analises laboratoriais €
indiscutivel e sua necessidade inquestionavel (Guerra-Shinohara & Santos, 1998). A
contagem diferencial dos leucocitos por metodologia automatizada, em laboratorios de
Analises Clinicas e especificamente na rotina hematologica, aumentou a capacidade de
producao do setor em relacio ao nimero de hemogramas realizados, proporcionou
maior agilidade na expedi¢ao do resultado, dinamizou o trabalho dos profissionais do
setor e proporcionou a contagem de niumero consideravelmente maior de células por
amostra. Contudo, a grande preocupagao dos profissionais da area estd voltada para a
sensibilidade e especificidade que os aparelhos apresentam em detectar possiveis
variacoes fisioldgicas e/ou patologicas, como desvio a esquerda e alteragdes em relacao
as c¢lulas mononucleares sangiiineas (Grotto et alli, 1998).

A ocorréncia de sinal de alerta, acusado pelo equipamento no momento da
informacgao do resultado, sinalizando alteracdo na forma das hemacias, no numero de
plaquetas, na presenca de células jovens da linhagem granulocitica ou na presenga de
alteragdes linfocitarias, determina a necessidade de repetir a analise por microscopia
optica.

A sensibilidade do aparelho automatizado em detectar alteragdes, bem como a
freqiiéncia e a incidéncia percentual das mesmas, apontam para a necessidade de
conhecer os niveis de confiabilidade e fidelidade dos resultados.

O objetivo deste estudo foi comparar a avaliagdo quantitativa das células
sangliineas realizadas através de metodologia automatizada com a avaliagdo por

microscopia optica.

MATERIAIS E METODOS
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Foram analisadas amostras sangiiineas de 558 pacientes atendidos no Hospital
Universitario da Universidade Federal de Santa Catarina. O sangue foi coletado
utilizando-se de sistema a vacuo em frascos contendo EDTA para a realizacdo do
hemograma. O trabalho foi realizado no periodo de setembro a dezembro de 1997. As
amostras biologicas foram analisadas em aparelho automatizado Cell Dyn 3000 SL -
Abbott e por microscopia optica.

A metodologia automatizada empregada usa como principio para
reconhecimento e identificacdo das células sangiliineas a dispersao de laser, onde o
nimero de lobulos das células e o contetido nuclear sdo fatores determinantes na
caracterizacao de granulocitos e células mononucleares.

Ao mesmo tempo em que a contagem automatizada foi realizada, procedeu-se a
confeccdo de extensdes sangiiineas em laminas e coloragdo por May Grunwald-Giemsa.
A contagem diferencial dos leucdcitos foi realizada em microscopio Optico marca
Olympus CBA, sendo contadas 100 células de forma transversal da lamina (Bauer,
1980).

As amostras foram analisadas através das duas metodologias no periodo,
maximo, de 04 (quatro) horas apds a coleta do material bioldgico, conforme as normas
preconizadas para processamento.

A andlise da amostra deve obedecer critérios minimos como: auséncia de
agregados plaquetérios, auséncia de coagulos visiveis, area de avaliagdo, delimitagdo
das margens da lamina, transi¢ao gradual das areas espessas para as mais finas, aspecto
da morfologia celular, auséncia de artefato de técnica e distribuicio homogénea das

células (Marangoni & Fernandes, 1998), para obten¢do de resultados confiaveis, que
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permitam estabelecer com precisdo e exatidao o resultado da amostragem, refletindo
com o maximo de fidelidade possivel a real condi¢cao do paciente em questao.

Os dados deste estudo foram avaliados estatisticamente pelo teste paramétrico de
ANOVA, o qual assume que a mediana dos valores obtidos dos exames apresenta o
mesmo desvio padrdo. O intervalo de confianga utilizado foi de 95%. Os valores foram
considerados significativos somente quando as diferencas de medianas entre as

determinagdes eram da ordem de p<0.05.

RESULTDOS

A Figura 1 apresenta os valores percentuais das células sangiiineas presentes nas
amostras avaliadas. Estatisticamente observa-se variagdo significativa (p<0.0001) entre
os valores encontrados por analise automatizada em relacao a contagem efetuada por
leitura a0 microscopio Optico.

Inserir aqui a FIGURA 1.

A Figura 2 apresenta os valores percentuais de neutrdfilos e linfocitos
sangliineos encontrados nas amostras avaliadas. O niumero de neutréfilos diminuiu
significativamente (p<0.05) quando a contagem foi realizada em microscopia dptica em

relacdo a contagem efetuada em aparelho automatizado.

Inserir aqui a FIGURA 2.

Na Figura 3 observa-se o numero de plaquetas encontrados nas amostras

avaliadas. Apesar de apresentar indices maiores para este parametro, quando a avaliagao

"Professores do Departamento de Analises Clinicas, Centro de Ciéncias da Saude, UFSC. 2Alunos do Curso de
Farmécia da UFSC. *Farmacéuticos-Bioquimicos do Laboratério de Hematologia do HU/UFSC.



foi realizada por aparelho automatizado, em relagdo a avaliagdo por microscopia dptica,

a diferenca ndo apresentou significancia estatistica (p>0.05).

Inserir aqui a FIGURA 3.

Na tabela 01 sdo apresentados os valores percentuais de neutrofilos e mondcitos
encontrados nas contagens efetuadas entre os individuos que apresentaram alarme flag.
Os resultados obtidos demonstram que houve variagdes significativas (p=0.002) de
neutrdfilos entre a contagem por analise automatizada em relagdao a contagem efetuada
por leitura ao microscopio Optico. Em relacdo aos mondcitos, a contagem por analise
automatizada, foi estatisticamente menor (p=0.0006) pelo Teste de ANOVA, quando
comparado com os indices de significancia obtidos na avaliacio do numero de

mondcitos de todos os individuos avaliados (Figura 1).

Inserir aqui a TABELA 1.

DISCUSSAO

A andlise hematoldgica dos aparelhos automatizados avaliados quanto a
sensibilidade e especificidade em gerar flags, demonstrou que contribui
significativamente (88,9-100%) para a identificacdo de anormalidades dos granulécitos
(Lippi et alli, 1997).

0

Para Fournier et alli'”, os dados obtidos da andlise inter aparelhos e

comparando-os com os resultados obtidos por contagem em microscopia Optica, nao
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apresentaram variagdes significativas, contudo os dados foram menos consistentes
quando a avaliagdo era realizada em criangas.

Dadas as variagdes percentuais e totais da contagem de linfocitos, quando sao
comparadas pessoas de idades diferentes, torna-se necessaria a contagem pelo método
por microscopia Optica, principalmente quando tratar-se de criancas (Cavalcanti-Junior
et alli, 1997 & Shahabuddin et alli, 1998), onde a contagem de linfocitos geralmente ¢
superior aos valores de referéncia aos de uma pessoa adulta, pois linfocitos atipicos
podem ser considerados pelo aparelho automatizado como sendo mondcito.

A comparagao do alarme flag com a contagem manual revelou um bom indice
de correlacdo (>70%), no entanto, quando as alteracdes referentes ao alarme flag eram
superiores a 20%, o percentual de correlacdo foi inferior (Thalhammer-Scherrer et alli,
1997). Esse resultado vem de encontro ao resultado por nés encontrado, demonstrando
que sempre que ha a presenca do alarme flag na leitura do aparelho automatizado, ainda
¢ indispensavel a leitura por microscopia optica (Tabela 1).

Barnard et alli® concluiram que dados os resultados falso negativos (12,2 %) e
falso positivos (13,4%) obtidos em determinados aparelhos, a contagem diferencial em
microscopio Optico ¢ recomendada, dado seus baixos indices de resultados falso
negativos (0,8%). Para d’Onoftio et alli'”, a analise por automagéo apresentou resultado
falso negativo em 6,6%, com sensibilidade de 82,0% e baixa especificidade 71,5%,
sendo que a contagem que apresentou maiores indices de resultados falso negativos
foram os mondcitos.

Os resultados obtidos nesse estudo, onde utilizamos apenas um aparelho
automatizado em comparagdo as contagens realizadas por microscopia Optica,

apresentaram resultados semelhantes aos obtidos por Llompart et alli’? que
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compararam o resultado obtido por aparelhos automatizados em relacdo ao exame
realizado por microscopia Optica, o qual foi utilizado como referéncia, e verificaram
que os flags correspondiam a monocitos, bastonetes e linfocitos atipicos. Ainda
observaram que os mondcitos apresentaram variagdes maiores em relagdo as demais
células. No entanto, na analise entre aparelhos automatizados de procedéncias diversas e
com principios de reconhecimento celular diferentes, em comparagdo com a contagem
em microscopia optica, foi observada linearidade e reprodutibilidade aceitaveis (R>0,9)
para neutrofilos, linfocitos e eosindfilos. Por outro lado em relagdo aos mondcitos foi
verificado o mesmo problema detectado em nosso estudo (Figura 1), cujos valores
apresentaram-se superiores em aparelho automatizado em relagdo a contagem realizada
por microscopia optica (Aubert-Letrillart et alli, 1994).

(14), a analise automatizada é valida, contudo encontrou

Para Salvati et alli
dificuldades em classificar corretamente os linfocitos atipicos € monocitos por
automacdo, pois em comparagdo com a microscopia Optica havia discordancia. Outros
autores (Bas et alli, 1993 & Jou et alli, 1991) também verificaram discrepancias em
relacio a contagem dos mondcitos por metodologia automatizada em relagdo a
microscopia Optica, cujos resultados foram semelhantes aos obtidos nesse estudo. O
elevado erro médio padrdo, a imprecisdo e a acurdcia, em relacdo a contagem de
monocitos por metodologia automatizada, foram considerados inaceitdveis (Swaim,
1991).

Pela analise dos dados aqui apresentados e pelos trabalhos descritos na literatura,
ndo resta davidas quanto a necessidade e importancia da automagdo em hematologia

clinica, principalmente quando os parametros hematologicos mantém-se dentro dos

valores de referéncia, contudo constata-se que héa discrepancias entre os dados obtidos
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em aparelhos automatizados em relagdo a contagem realizada em microscopio Optico
em situagdes diversas, como em: criangas, processos infecciosos virais com leucocitose
e linfocitose, processos infecciosos bacterianos com leucocitose e neutrofilia,
leucopenias, casos de processos leucopenizantes e leucemias, anemias, plaquetopenias
ou plaquetoses, gravidez e recém natos. Principalmente nesses casos, a contagem
diferencial dos leucocitos, também por microscopia Optica faz-se necessaria. Para tanto
torna-se imprecindivel, que cada laboratdrio estabeleca critérios de padronizagdo interna
e externa, seguindo normas preconizadas e estabelecidas como padrao, para a utilizagao

da automacao em hematologia em seu estabelecimento.
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FIGURA 1. Valores percentuais de eosinoéfilos, basofilos e monocitos sangiiineos em

558 amostras avaliadas

"Professores do Departamento de Analises Clinicas, Centro de Ciéncias da Saude, UFSC. 2Alunos do Curso de
Farmécia da UFSC. *Farmacéuticos-Bioquimicos do Laboratério de Hematologia do HU/UFSC.
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8+ EM.OPTICA

NUMERO DE CELULAS (%)

EOSINOFILOS BASOFILOS MONOCITOS*

* Teste de ANOVA p<0.0001

FIGURA 2. Valores percentuais de neutrofilos e linfocitos sangiiineos em 558 amostras

avaliadas

"Professores do Departamento de Analises Clinicas, Centro de Ciéncias da Saude, UFSC. 2Alunos do Curso de
Farmécia da UFSC. *Farmacéuticos-Bioquimicos do Laboratério de Hematologia do HU/UFSC.



15

O CELL DYN
EM. OPTICA

NUMERO DE CELULAS (%)

NEUTROFILOS* LINFOCITOS

* Teste de ANOVA p<0.05

FIGURA 3. Valores de plaquetas em milimetros ctibicos de sangue em 558 amostras

avaliadas

"Professores do Departamento de Analises Clinicas, Centro de Ciéncias da Saude, UFSC. 2Alunos do Curso de
Farmécia da UFSC. *Farmacéuticos-Bioquimicos do Laboratério de Hematologia do HU/UFSC.
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TABELA 1. Valores percentuais das células sangiiineas nas amostras que apresentaram

alarme flag

CELL DYN MICROSCOPIA OPTICA

"Professores do Departamento de Analises Clinicas, Centro de Ciéncias da Saude, UFSC. 2Alunos do Curso de
Farmécia da UFSC. *Farmacéuticos-Bioquimicos do Laboratério de Hematologia do HU/UFSC.
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Mediana D.P. EM.P. | Mediana D.P. E.M.P.
NEUTROFILOS* 72.40 18.20 1.49 64.00 17.58 1.48
MONOCITOS** 6.80 6.69 1.28 3.00 2.15 0.46
LINFOCITOS 19.20 24.05 2.44 19.00 23.71 2.51

D.P.= Desvio Padrio
E.M.P.=Erro Médio Padrao
* Teste de ANOVA p=0.002

** Teste de ANOVA p=0.0006

"Professores do Departamento de Analises Clinicas, Centro de Ciéncias da Saude, UFSC. 2Alunos do Curso de
Farmécia da UFSC. *Farmacéuticos-Bioquimicos do Laboratério de Hematologia do HU/UFSC.
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RESUMO

Examinamos espécimens fecais de habitantes de Candeias do Jamari (estado de
Rondonia, Amazonia Brasileira), de ambos sexos, sem selecdo por idade e de criangas (1 a
13 anos de idade), de ambos sexos, pacientes do Hospital Universitirio (H.U.) da
Universidade de Sao Paulo. Técnicas qualitativas de concentra¢do: sedimentagdo por
gravidade e centrifugo-flutuagcdo. Técnica quantitativa: contagem de cistos de Giardia em
esfregacos de concentragio determinada fotometricamente segundo a técnica de Beaver'
(modificada). As quantidades de cistos por grama de fezes (CPG) foram calculadas com o
uso de planilha de computador. Giardia, o parasita intestinal mais freqiiente em ambas
amostras populacionais, foi identificado nas fezes de 13,2% de 415 habitantes de Candeias
do Jamari (CPG = 2,15x10° em média) e de 11,5% de 355 criangas em tratamento no H.U.
(CPG = 2,20x10° em média). Os valores de CPG apresentaram distribui¢do superdispersa:
uma pequena propor¢cdo dos hospedeiros excretou a maior parte dos cistos. As
helmintiases mais freqilientes entre habitantes de Candeias do Jamari e pacientes do H.U.
foram, respectivamente: ancilostomiase (12,7%) e ascariase (7,0%). As técnicas usadas

neste estudo foram projetadas para baixo custo operacional e alta sensibilidade.

UNITERMOS: Parasitas intestinais; Giardiase; Coproscopia parasitologica; Coproscopia

quantitativa.

SUMMARY



We examined fecal specimens from inhabitants of Candeias do Jamari (state of
Rondo6nia, Brazilian Amazon Region), of both sexes, regardless of age, and children (1 to
13 years old), of both sexes, under treatment at the Hospital Universitario (H.U.) of the
University of Sao Paulo, city of Sdo Paulo, State of Sao Paulo, Brazil. Qualitative
concentration methods: gravity sedimentation and centrifugal flotation. Cyst counts:
Beaver’s' photometric (modified) was used to evaluate the concentration of fecal smears
where Giardia cysts were counted. Results in terms of cysts per gram feces (CPG) were
calculated with the aid of a microcomputer worksheet. Giardia, the most frequent
intestinal parasite in both population samples, was identified in the feces of 13,2% of 415
inhabitants of Candeias do Jamari (average CPG = 2.150x10”) and 11.5% of 355 children
under treatment at H.U. (average CPG = 2.201x10%). In both cases the distribution of CPG
values was overdispersed, most cysts being excreted by a small proportion of the hosts.
The helminthiasis most frequently found among the inhabitants of Candeias do Jamari and
the H.U. patients were, respectively, ancylostomiasis (12.7%) and ascariasis (7.0%). The

techniques used in this study aimed at low operational costs and improved sensitivity.

KEYWORDS: Intestinal parasites; Giardiasis; Parasitological coproscopy; Quantitative

COProscopy.



INTRODUCAO

A observagdo de protozoarios do género Giardia como parasitas do homem e
de outros vertebrados (Hegner, 1922)"! levou muitos autores a aceitar o critério de sua
especificidade de hospedeiro, resultando dai a descricdo de diversas espécies. Permanece
até¢ hoje incerta a posicdo taxondmica de varias espécies deste gé€nero, assunto que, de
acordo com Thompson et al. (1990)*, demanda ulteriores refinamentos metodoldgicos.
Deste modo, usaremos apenas o nome genérico Giardia neste trabalho.

Em discussdo desde o inicio deste século, a importancia clinica da giardiase ¢ hoje
evidente (Farthing, 1993)*. Predominantemente sintomatica quando associada a AIDS —
acquired immunodeficiency syndrome (Glaser et al., 1994)°, ¢ alta sua prevaléncia entre
homossexuais masculinos (Lockwood & Weber, 1989)"°.

Embora as provas soroldgicas (Goldin et al., 1993;Visvesvara et al., 1980)'" %’
representem importante progresso no diagnostico da giardiase (Engelkirk & Pickering,
1990)°, a pesquisa de parasitas por meio do microscopio de luz encontra ainda ampla
aplicacdo por ser nao-invasiva, facil de executar, de baixo custo e demandar equipamento
ja disponivel em laboratorios de parasitologia. Cistos ou trofozoitos de Giardia sao
geralmente pesquisados em amostras fecais e, mais raramente, em aspirados duodenais e
fragmentos de tecidos. Entretanto, para que se possam esperar resultados consistentes,
todas as operagdes devem ser planejadas e executadas por pessoal adequadamente
treinado. Danciger & Lopez (1975)* chegam a preconizar, para reduzir a propor¢do de
negativos falsos, o exame de 2 a 3 amostras (de cada paciente) por semana durante 4 ou 5
semanas. Os mesmos autores usam a técnica quantitativa original de Beaver' para analisar
padrdes de excrecao de cistos de Giardia em criangas. Tais padrdes fornecem importantes

informacdes sobre a distribuicdo da excre¢do de cistos em populacdes de hospedeiros,



relevantes em pesquisa clinica e epidemiologica. A técnica fotométrica, originalmente

proposta por Beaver para avaliar concentragdes de esfregacos fecais, € simples e de
baixo custo. As modificacdes adotadas visando a aumentar sua precisao, incluem o uso de
um filtro optico e leituras fotométricas, em termos de absorbancia (ou de transmitancia),
feitas através de objetiva de microscOpio com abertura numérica conhecida. Calculam-se
as concentracdes fecais dos esfregagos por meio de equagdes de regressdo linear, de
acordo com procedimentos usados em determinacdes fotométricas”'. Contagens de formas
evolutivas de parasitas eliminados por hospedeiros individuais representam informagoes
importantes para o estudo clinico das infecgdes parasitarias e tornam possivel analisar o

papel desses hospedeiros na disseminagao de material contaminante no ambiente.



MATERIAL E METODOS

Populacoes

Este estudo incluiu amostras de duas populagdes humanas:

1) Habitantes de Candeias do Jamari (63°54’W, 8°45°S), cidade do estado de
Rondonia, Brasil (populacao: 7.600 habitantes), a 21 km a leste de Porto Velho, capital do
estado. A cidade ndo conta com um sistema adequado de esgotos e a rede de
abastecimento de agua sé ¢ acessivel a cerca da metade da populacdo urbana. Entre
agosto € novembro de 1990 foram colhidas 415 amostras de fezes dos habitantes locais
(sem selecao por sexo ou idade). As amostras de fezes, transferidas para recipientes de
plastico com o fixador MF (mertiolato-formalina), permaneceram ai até a ocasido do
exame.

2) Criangas com idades de 1 a 13 anos, em tratamento no Hospital Universitario
(H.U.) da Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, Brasil. Durante o ano de 1993, de abril a
outubro, espécimens fecais foram colhidos de uma amostra de 355 criangas de ambos os
sexos. As amostras permaneceram sob refrigeracao (cerca de 4° C), por um periodo de até

5 dias, até o momento do exame.

Técnica quantitativa

A quantidade de fezes contidas em cada esfregaco ¢ avaliada por meio do método
fotométrico proposto por Beaver (1949)' e modificado por Ferreira & Carvalho (1971) e
Ferreira (1978)°. Neste caso, utiliza-se para a fotometria um microscopio monocular

equipado com objetiva 3% e ocular tipo Huyghens sobre cujo diafragma ha um



fotorresistor de sulfeto de caddmio (CdS) conectado a um instrumento medidor de
resisténcia elétrica. O iluminador, de baixa voltagem (6 V), ¢ equipado com filtro
"luz do dia". A aferi¢ao do instrumento ¢ simples e ¢ facil obter valores de absorbancia
(ou de transmitancia) a partir de leituras em Ohms. Diluigdes fecais em série, em agua
destilada, foram preparadas e volumes conhecidos de cada suspensao transferidos para
laminas de microscopia. A preparagdo foi coberta com laminula. Valores de absorbancia
e concentragdes de esfregagos fecais foram associados por meio de regressao linear. Este
calculo obedece as normas gerais de determinagdes fotométricas: apds determinar valores
de absorbancia correspondentes a concentracdes conhecidas de esfregagos, obtém-se a
equagdo de regressdo que permite estimar concentracdes de esfregagos fecais a partir de
valores de absorbancia®’. O uso de objetivas com valores diferentes de abertura numérica
demandara novos calculos desta equagao. As contagens de cistos de protozodrios ou ovos
de helmintos sdo feitas do modo habitual, em microscopio binocular. Quando o numero
de cistos por lamina for muito alto, pode ser necessario realizar contagens por campo ou
por faixa (da largura de um campo e comprimento igual a uma das dimensdes da
laminula). Neste caso, deve ser medido o diametro do campo projetado sobre o plano do
objeto. Novas medi¢des do diametro do campo serdo necessarias se houver modificagdes
de sistemas Opticos.
Técnica:

1. Colocar uma gota de agua sobre uma lamina de microscopia e preparar um
esfregaco, acrescentando quantidade de fezes suficiente para a obtencao de um esfregago
adequado ao exame. Cobrir a preparacdo com laminula.

2. Usando o microscéopio adaptado para fotometria, fazer leituras de absorbancia

em quatro campos proximos aos cantos da laminula. Anotar as 4 leituras.



3. Examinar a lamina usando microscopio binocular do qual tenham sido medidos

previamente os diametros dos campos.

4. Contar numeros de cistos por campo, por faixa (didmetro do campo x largura da
laminula) ou em toda a lamina, de acordo com sua numerosidade, avaliada por inspe¢ao
prévia.

Calculos:

As varidveis necessarias para calcular CPG sdo: nimero de cistos contados em area
conhecida de esfregaco e as quatro leituras de absorbancia. As constantes sdao: didmetro do
campo do microscopio projetado na preparacdo, dimensdes da laminula e coeficientes
linear e angular, respectivamente a e b, da equagao de regressao: y = a + bx que relaciona
valores de absorbancia (x) a concentragdes de esfregacos fecais (y)*'. O uso de planilha de
computador, embora ndo indispensavel, ¢ aconselhdvel, por simplificar notavelmente o
processo: estando a planilha organizada e contendo as constantes necessarias, € suficiente
introduzir o nimero de cistos por campo, por faixa ou em toda a lamina, o nimero de
campos, faixas ou laminas em que as leituras foram feitas e os valores de absorbancia.
Sera calculado automaticamente o numero de cistos por grama de fezes (CPG), podendo,

se necessario, ser observados resultados intermediarios dos calculos.

Técnicas qualitativas

Sedimentagdo por gravidade:

Transferir cerca de 17 ml de suspensdo fecal (concentra¢do: aproximadamente
1,5%) previamente tamisada através de tela de nylon (14 malhas/cm) para um tubo de

ensaio de 100 x 15 mm. Apdés um periodo de sedimentacdo de 2 horas, remover o



sobrenadante por meio de pipeta. Um volume de 0,5 ml de sedimento devera ser deixado

para exame”’ 18.

Centrifugo-flutuacao:

Transferir uma aliquota de suspensao fecal preparada como descrito acima para um

tubo de ensaio e processar segundo a técnica de centrifugo-flutuacio™ 2° modificada por

Pereira'.



RESULTADOS

1) Amostras fecais de habitantes de Candeias do Jamari (Rondonia, Brasil)

A Tabela 1 mostra as propor¢des de amostras fecais positivas para parasitas
intestinais dentre as 415 examinadas. A Tabela 2 mostra a distribuicdo de proporcdes de
positividade para Giardia e valores de CPG por grupo etario. Ambas revelaram diferencas
significantes entre grupos etarios (p < 0,05 — teste de Kolmogorov-Smirnov)*. A Figura 1

mostra a distribuicao de freqiiéncias de valores de CPG.

Tabelas 1 e 2

Figura 1

2) Amostras fecais de pacientes do Hospital Universitario da Universidade de Sao

Paulo (Sao Paulo, Brasil)

A Tabela 3 mostra as propor¢des de amostras fecais positivas para parasitas
intestinais dentre as 355 examinadas. A Tabela 4 mostra a distribui¢cdo das propor¢des de
amostras positivas para Giardia e valores de CPG, por grupo etario. As diferencgas entre
grupos etarios mostraram-se significantes (p < 0,05 — teste de Kolmogorov-Smirnov)*. A

Figura 2 mostra a distribui¢do de freqiiéncias de valores de CPG.

Tabelas 3 e 4
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Resultados positivos e negativos, para Giardia ou protozoarios e¢ helmintos,
obtidos por meio de sedimentacdo por gravidade ou centrifugo-flutuacao, podem ser
comparados por inspe¢ao das Tabelas 5 e 6 respectivamente.

Figura 2

Tabelas 5e 6

Nao se encontraram diferengas significantes entre as propor¢des de positivos para
Giardia entre os pacientes do Hospital Universitario e os habitantes de Candeias do Jamari
(p > 0,05 — Teste G)™.

Parasitas dos géneros Microsporidium e Cryptosporidium, que exigem técnicas
especiais para sua identificagdo, ndo foram pesquisados. Por motivos operacionais, ndo

foi também usado o “anal swab” para a pesquisa de ovos de Enterobius vermicularis.

11



DISCUSSAO

Embora as duas populagdes incluidas neste estudo fossem diferentes quanto as
condi¢gdes de vida, situagdo geografica e grupos etdrios, ambas revelaram proporcdes
equivalentes de amostras fecais positivas para Giardia. O nivel s6cio-econdmico dos 415
habitantes de Candeias do Jamari era praticamente homogéneo, o que ndo se aplica a
amostra de 355 pacientes do Hospital Universitario.

A giardiase foi a parasitose mais freqiientemente observada em ambas populagdes
(habitantes de Candeias do Jamari, 13,2%; pacientes do Hospital Universitario, 11,5%),
como se observa nas Tabelas 1 e 3. Propor¢des significantemente diferentes de
positividade para Giardia foram encontradas entre grupos etarios em ambas amostras de
populagdes (Tabelas 2 e 4), o que concorda com as observagdes de Speelman &
Ljungstrdom (1986)** ¢ Kasuya et al. (1989)". O decréscimo da prevaléncia relacionado
com a idade pode ser atribuido a perda de suscetibilidade resultante da interacao
hospedeiro-parasita, que poderia explicar a concomitante reducdo dos valores de CPG
(Tabelas 2 e 4). O alto valor de CPG observado no grupo etario de 40 anos ou mais foi
devido a contagens referentes a um tnico hospedeiro (Tabela 2). Em ambas populacdes a
distribuicdo dos valores de CPG foi superdispersa (Figuras 1 e 2), como tem sido
observado em outras parasitoses: as populacdes mais numerosas de parasitas sao
albergadas por uma pequena propor¢ao da populacao de hospedeiros (Schulz & Kroeger,
1992; Vargas-Méndez, 1993; Ferreira et al., 1994)22’ 26,8

A sedimentagdo por gravidade em tubos de ensaio, durante duas horas, produziu
esfregacos suficientemente limpidos para permitir a pronta identificagdo dos cistos de

Giardia. As amostras de pacientes do Hospital Universitario foram também concentradas

12

12



segundo a técnica da centrifugo-flutuacdo (Faust et al., 1938)° executada de acordo com as
recomendacdes de Pereira (1984)"°. Ambas as técnicas produziram resultados

equivalentes (Tabelas 5 e 6), como foi assinalado com o uso da estatistica Kappa'* '°,

entretanto, ha um aumento de sensibilidade com o uso simultaneo dos dois métodos.

Os valores de CPG sao importantes para investigar a distribuicao de populagdes de
parasitas nas populacdes de hospedeiros e a contribuicdo de hospedeiros individuais na
contaminacdo do ambiente com formas evolutivas do parasita. O delinecamento de
esquemas quimioterapicos seletivos é baseado em tais informacdes (Hlaing et al., 1987)'%.

O fato de as técnicas quantitativas de exames de fezes serem geralmente laboriosas
e de custo elevado tem contribuido para seu uso infreqiiente. O método fotométrico para
avaliar a concentragao de esfregagos fecais € equivalente em precisao aqueles adotados em
outras técnicas quantitativas. As modificagdes sugeridas por Ferreira & Carvalho (1971)’
e Ferreira (1978)%, tornam mais rapidas e precisas as determinagdes fotométricas e mais
simples os caculos de CPG. O microscépio monocular ¢ o multimetro usados na
fotometria podem ja estar disponiveis no laboratorio e o fotorresistor tem custo baixo. A
demanda de tempo ¢ pequena, uma vez que as contagens sao feitas em esfregacos diretos.
Este método permite o uso de exames quantitativos em rotina laboratorial, por ser
necessario fazer as leituras fotométricas apenas nas amostras em que forem encontrados
parasitas. O uso de planilha de microcomputador simplifica ainda mais o processo de
contagem. As estimativas de CPG podem, entretanto, ser feitos com o auxilio de

calculadora de bolso.
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TABELA 1

Prevaléncia de parasitas intestinais em 415 habitantes (sem sele¢do por idade ou

sexo) de Candeias do Jamari (Rondonia, Brasil), 1990.

Parasita Numero de casos Percentagem
Giardia 55 13,2
Entamoeba histolytica 5 1,2
Ancylostomatidae 53 12,7
Ascaris lumbricoides 45 10,8
Trichuris trichiura 22 5,3
Hymenolepis nana 18 4,3
Strongyloides stercoralis 7 1,7
Hymenolepis diminuta 3 0,7
Enterobius vermicularis 2 0,5
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TABELA 2

Distribui¢do, por grupo etario, de positividade para Giardia e contagens de cistos
por grama de fezes (CPG). Amostras de 415 habitantes (sem selecdo por idade ou sexo)

de Candeias do Jamari (Rondonia, Brasil), 1990.

Grupo etario Amostras examinadas Positividade para Giardia
Anos Numero Percentagem Numero Percentagem CPG x10°

0 — 1 9 2,2 1 11,1 1 055.,0
I — 5 70 16,9 11 15,7 1531,1
5 — 9 72 17,4 18 25,0 1 649,4
9 — 13 52 12,5 7 13.5 6 951,6
13 — 20 51 12,3 8 15,7 1 387,9
20 — 30 54 13,0 5 9,3 621,3
30 —1 40 49 11,8 3 6,1 584,2
~ 40 58 14,0 2 3,5 3012,8
Total 415 100,0 55 13,2 2 149,8
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TABELA 3

Prevaléncia de parasitas intestinais em 355 criangas (1 a 13 anos), pacientes do

Hospital Universitario da Universidade de Sao Paulo (Sao Paulo, Brasil), 1993.

Parasita Numero de casos Percentagem
Giardia 41 11,5
Entamoeba histolytica 2 0,6
Ascaris lumbricoides 25 7,0
Trichuris trichiura 12 34
Hymenolepis nana 3 0,8
Ancylostomatidae 1 0,3
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TABELA 4

Distribui¢do, por grupo etario, de positividade para Giardia e contagens de cistos
por grama de fezes (CPG). Amostras de 355 criancas (1 a 13 anos), pacientes do

Hospital Universitario da Universidade de Sao Paulo (Sao Paulo, Brasil),1993.

Grupo etario Amostras examinadas Positividade para Giardia
Anos Numero Percentagem Ntmero Percentagem CPG x10°
0o — 2 88 24,8 14 15,9 3 698,0
2 — 5 125 35,2 17 13,6 1 496,6
5 — 9 98 27,6 10 10,2 1303,6
9 — 13 44 12,4 0 0,0 0,0
Total 355 100,0 41 11,5 2201,2
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TABELA 5

22

Comparagao de resultados obtidos por meio do uso de centrifugo-flutuacdo e

sedimentacdo por gravidade para a identificacdo de cistos de Giardia em amostras

fecais de 355 criancas (1 a 13 anos), pacientes do Hospital Universitdrio da

Universidade de Sao Paulo (Sao Paulo, Brasil),1993.

Sedimentacao por gravidade

Centrifugo-flutuagao Positiva Negativa Total
Positiva 32 5 37
Negativa 4 314 318
Total 36 319 355
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TABELA 6 23

Comparacdo de resultados obtidos com o uso de centrifugo-flutuagao e sedimentacao
por gravidade na identificagdo de cistos de protozoarios e ovos de helmintos em amostras
fecais de 355 criangas (1 a 13 anos), pacientes do Hospital Universitario da Universidade

de Sao Paulo (Sao Paulo, Brasil),1993.

Sedimentacao por gravidade

Centrifugo-flutuagdo Positiva Negativa Total
Positiva 58 13 71
Negativa 13 271 284
Total 71 284 355
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Efeito do exercicio fisico associado ao consumo de alcool nos
niveis lipidicos.

Effect of physical exercise associated to alcohol intake on lipidics levels

Macedo, J.A.P., Agostinho T.L., Alencar, N. N. M., Queiroz, M.G.R¥*.

*Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas-Faculdade de Farmacia,
Odontologia e Enfermagem- FFOE- Universidade Federal do Ceara

Resumo

Efeito do exercicio associado ao consumo de alcool nos niveis de lipidios e
lipoproteinas plasmaticas foram investigados em S50 homens ndo sedentarios
consumindo dlcool diariamente (estivadores) e 50 homens sedentarios que nao
consumiam alcool (controle). Os estivadores apresentaram niveis de colesterol e
colesterol HDL elevados quando comparado ao controle, mas a concentracio de
triglicerideos se manteve no limiar apesar do alcool induzir hipertrigliceridemia. Os
resultados sugerem que exercicio além de agir de forma positiva elevando o colesterol
HDL mantém os niveis de triglicerideos dentro dos valores normais, reduzindo assim
o risco de doencas cardiovasculares em alcodlatras.

Abstract:

Associations between physical exercise and alcohol intake on lipids and
lipoproteins levels were examined in 50 no sedentary men daily (stevedores) and 50
sedentary men with no alcohol intake (control) . The levels of total and HDL
cholesterol were higher in drinkers compared to non drinkers but the triglyceride
were kept a normal levels although beverages show high concentration in this lipids.
The results indicated that the exercise physical should cause positive effect on lipids
and lipoproteins levels decreasing the risk of coronary heart disease (CHD) in
alcoholatras.

KEYWORDS: LIPOPROTEINS; EXERCISE AND ALCOHOL

*Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas da
Universidade Federal do Ceara.
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Introducao

Vérios estudos epidemioldgicos demonstraram uma associacdo inversa entre o
consumo de alcool e a incidéncia de doencas cardiovasculares (1,2,3). Trabalhos
apresentando uma relagdo positiva entre o consumo de alcool e a concentracdo plasmatica
da lipoproteina de alta densidade (HDL) tém revelado que o aumento da HDL induzido
pela ingestdo moderada de alcool podera desempenhar um possivel efeito protetor nas
doengas cardiacas (2).

Os niveis plasmaticos de colesterol e triglicerideos sdo resultantes do equilibrio
dindmico entre os aspectos anabodlicos e catabdlicos do metabolismo das lipoproteinas. A
figura 1 apresenta o metabolismo normal das lipoproteinas: a dieta lipidica ¢ absorvida no
intestino delgado e incorporada aos quilomicrons, os quais sdo secretados pelos vasos
linfaticos, alcangando a circulagdo via ducto tordcico. Na circulagdo, triglicerideos sdo
gradualmente removidos destas particulas pela acdo da lipase lipoproteica (LPL),
originando assim os quilomicrons remanescentes, os quais sdo removidos posteriormente
pelo figado e utilizados na sintese das lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL).
Mais uma vez a lipase lipoproteica age catabolizando os triglicerideos da VLDL para
produzir lipoproteinas de densidade intermediaria (IDL), que quando delipidadas dao
origem as lipoproteinas de baixa densidade (LDL), responsaveis pela distribuicdo de
colesterol aos tecidos. A captagao de LDL através das células ocorre via receptor (B/E) e
endocitose ndo especifica. Concentracdes elevadas de receptores de LDL sdo encontradas
no figado, responsavel pela remogdo de % da LDL circulante (5). As particulas HDL
derivam a partir do intestino e do figado, atuam no transporte reverso de colesterol e agem
esterificando o colesterol através da enzima colesterol-acil-transferase (LCAT).

Enquanto os niveis plasmaticos elevados de LDL estdo relacionados com a
incidéncia de arteriosclerose (6), o aumento de HDL mantém uma relagdo inversa com esta
patologia (7). Enger e cols. (8) mostraram que o exercicio fisico prolongado poderé elevar
os niveis de HDL e reduzir os triglicerideos, sugerindo que este efeito resulte do aumento
da atividade de LPL. Durante a hidrélise dos quilomicrons e VLDL, as apoproteinas e
lipidios contidos nestas particulas sdo parcialmente transferidos para HDL. Taskinen e
cols. (9) demonstraram que o uso moderado de alcool causa elevacdes na produgdo de
VLDL, conduzindo a satura¢do de remocao dos triglicerideos. Se a secrecao de VLDL for
prejudicada pelo consumo de alcool ou de doencas hepaticas resultard em
hipertrigliceridemia.

Com base nos dados acima o presente trabalho investiga as alteracdes lipidicas nos
individuos que consomem dalcool com frequéncia e ndo abdicam das atividades fisicas
diarias devido a profissdo que exercem, como os trabalhadores que auxiliam no transporte
de mercadorias em mercados publicos (estivadores). O objetivo ¢ avaliar o efeito do
consumo de 4lcool associado ao exercicio fisico nos niveis de lipidios e lipoproteinas
plasmaticas. Sera que o exercicio fisico reduz os fatores de risco associados ao consumo de
alcool diario?
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Figura 1: : Metabolismo das lipoproteinas (Gaw, A., Cowan, R., Reilly, D., Stewart,
M. J., Shepherd, J., ed.1995 Clinical Biochemistry, Churchill Livingstone, New York.

Material e Métodos
Grupos

Grupo I-50 individuos do sexo masculino, saudaveis, sedentarios de faixa etaria de
30 a 40 anos e que ndo fazem uso de alcool.

Grupo II-50 estivadores na faixa ectaria de 30 a 40 anos, nido sedentarios, nao
diabéticos e que fazem uso diario de alcool.

Material biolégico- Amostras séricas.foram obtidas do sangue coletado através de
puncao venosa dos grupos em estudo, apos 12 h de jejum e abstencdo de alcool, para
avaliacdo dos niveis de colesterol total, triglicerideos, VLDL, LDL e HDL.

Métodos Analiticos

Colesterol total e triglicerideos foram determinados usando kits enzimaticos
colorimétricos (LABTEST Diagnostica). As determinagdes de VLDL e LDL foram
realizadas aplicando as equagdes propostas por Friedwald e cols. (10). Acido fosfotungstico
e cloreto de magnésio foram utilizados na separacdo de HDL das demais lipoproteinas.

Analises Estatisticas

As médias foram calculadas £ EPM dos valores séricos de lipidios e lipoproteinas.
A diferenga estatistica entre os grupos foi determinada através da andlise de variancias
(ANOVA) e teste de Ducan para multiplas comparagdes, *p< 0,001 foi utilizado para
indicar significancia estatistica entre os grupos.



Resultados

O grafico 1 (figura 2) mostra o perfil lipidico do grupo I (controle) e grupo II
(estivadores).Os resultados demonstram uma diferenga nos niveis séricos de lipidios e
lipoproteinas entre os grupos em estudo. Os valores percentuais considerados desejaveis,
limitrofes e elevados do grupo II estao representados no grafico 2 (figura 3), indicando que
84% dos individuos apresentaram niveis limitrofe de colesterol total e 16% elevados com
triglicerideos dentro dos limites desejaveis. Quanto aos niveis de LDL, 72% apresentaram
valores limitrofes, 10% elevados e 18% desejaveis. Todos os pacientes do referido grupo
apresentaram concentragdes desejaveis de HDL.

2757

250 [ Controle
T Il Estivadores
225

*<0,001
200

175+ *
150-
125-
100-

(mg/dl)

4

nIvels sericos

4

coL TG VLDL LDL HDL

FIGURA 2. Perfil Lipidico. As barras representam a média = E.P.M. da concentragdao
sérica de colesterol total (COL), triglicerideos (TG), colesterol VLDL (VLDL), colesterol
LDL (LDL) e colesterol HDL (HDL) dos grupos utilizados (n=50) * p < 0,001 indicam as
diferencas estatisticas significantes em relacdo ao grupo controle, ANOVA (teste de
Ducan).

mg/dl Desejavel Limitrofe Anormal
Colesterol Total <200 200-250 >250
LDL* <150 150-190 >190
HDL** >38 35-38 <35
HDL/Col. total >0,25 0,20-0,25 <0,20
| Triglicerideos <189 180-220 >220

Tabela I : Interpretaciao dos niveis séricos de lipidios e lipoproteinas. Marshall, J.W.
ed (1995) Clinical Chemistry Mosby. London
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FIGURA 3. Interpretacio dos niveis séricos de lipidios nos estivadores. As barras
representam o percentual de estivadores que apresentaram niveis de lipidios e lipoproteinas:
normais, limitrofes e elevados

Discussao:

Diferencas significativas na concentra¢do sérica de lipidios e lipoproteinas dos
estivadores quando comparadas ao controle sdo marcadas pela elevacdo dos niveis de
colesterol total. Os valores estdo acima do limitrofe, provando que o alcool afeta
diretamente o metabolismo dos lipidios e lipoproteinas. Isto se deve ao fato de que no
figado o alcool ¢ transformado em acetaldeido e Acetil Coenzima A, necessitando ambos
os passos de um cofator NAD (Nicotina Adenina Dinucleotideo), que é reduzida a NADH
durante o processo. Como o NAD ¢ o fator limitante na velocidade do catabolismo do
alcool a conversao do NAD a NADH durante as duas fases de oxidacao do etanol origina
um desvio no equilibrio de oOxido-redugdo hepética causando irregularidades no
metabolismo lipidico. A oxida¢do dos 4cidos graxos livres que entram no figado ¢
diminuida nos individuos que consomem alcool devido a reducdo do NAD sofrida pelo
metabolismo hepatico do alcool e as conseqiiéncias sdo acumulo de 4cidos graxos no
figado e o aumento de secre¢do de VLDL e LDL ( 11).

Apesar da elevacdo dos niveis de LDL, a concentragdo de HDL também
aumentou, prevenindo o acimulo de colesterol. Isto nao significa que o alcool reduza os
riscos de arteriosclerose, as apoproteinas B e E contidas na LDL e HDL, respectivamente,
sdo responsaveis pela ligacdo das lipoproteinas aos receptores (12). Existe portanto,
urgéncia que os métodos para determinar as apoproteinas se tornem mais acessiveis nos
laboratorios de analises clinicas da rede publica, porque em muitos casos a determinagao
do colesterol total isoladamente ndo ¢ suficiente para o diagnostico. E mesmo quando
associado as fragdes, deixa duvidas.



Dentre as apoproteinas (Al e All) contidas na HDL, somente a concentracdo de
Apo Al ¢ inversamente correlacionada com a arteriosclerose. Existem dados que mostram
que enquanto a Apo Al oferece resisténcia a arteriosclerose, a apo Al contribui para
aterogénese (13).

Associacao positiva do colesterol HDL com &lcool foi investigada anteriormente.
Estudos clinicos experimentais indicam que o consumo moderado de 4alcool eleva os
niveis de colesterol HDL ¢ a retirada, reduz. Estudos tém demonstrado que a subfracao
HDL,; esta intimamente relacionada com o efeito protetor a doengas cardiovasculares (14),
mas nado estd bem estabelecido que subfragdes sejam mais afetadas pelo alcool. Sabe-se,
porém, que o exercicio eleva também esta subfracdo (15) o que nos leva a acreditar que os
niveis séricos elevados de HDL do grupo em estudo ndo se deve somente ao consumo de
alcool, mas ao modo de vida que levam. Exercendo a funcdo de carregadores de
mercadorias passam o dia em movimento e realizam caminhadas constantemente.

Valores normais de triglicerideos encontrados no plasma dos individuos que
fazem uso frequente de alcool reforga o efeito do exercicio associado ao consumo de
alcool. Trabalhos tém demonstrado que o exercicio ativa a produgdo de lipase lipoproteica,
0 que ocasiona a quebra dos triglicerideos acumulados devido a elevacdo de VLDL (16).
Muitos fatores fisioldgicos influenciam nos niveis de colesterol LDL e HDL (tab. 2).

O trabalho comprova que o sedentarismo constitui um fator de risco, mesmo em
pessoas que nao apresentam alteragdes na concentragdo sérica dos lipidios e lipoproteinas e
reforga o efeito benéfico do exercicio em situagdes patologicas como o alcoolismo.

Fatores que influenciam nas Lipoproteinas Plasmaticas

Variavel Colesterol HDL Colesterol LDL Triglicerideos
Sexo ~>M M =F F<M
Idade TnoF ) )
Exercicio T J J
Obesidade d Normal ou T 0
Alcool 0 Normal ou T 0
Estrégenos T J T

Tabela 2. Influéncias fisiolégicas externas nos lipidios e lipoproteinas plasmaticas
Marshall, J.W. ed (1995) Clinical Chemistry Mosby. London
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INCIDENCIA DE PARASITOSES EM ESCOLARES DA ESCOLA
MUNICIPAL DE EDUCACAO INFANTIL “SANT’ANA ITATIAIA - JUIZ DE
FORA - MG E SUA POSSIVEL CORRELACAO COM A QUALIDADE DA
AGUA UTILIZADA PARA CONSUMO*

PARASITOSES INCIDENCE IN CHILDREN FROM EMEI
“SANT’ANA ITATIAIA”, JUIZ DE FORA - MG, BRAZIL AND
POSSIBLE RELATIONSHIP WITH THE PRESENCE OF THE

PARASITES AND THE SOURCE OF THE WATER

ALVES, M.S.'; VILELA, M.A.P.'; BARBOSA, N.R.'; ALVES, R.M.S.%;
REZENDE, M.C.2

RESUMO

Sdo apresentados os resultados de 23 exames parasitologicos de fezes
coletadas com conservador MIF e analisadas pelo método preconizado por Hoffman,
Pons & Janer'®™ no Laboratorio de Saude Publica/FFB/UFJF e, de 09 analises
bacteriologicas da 4gua consumida na residéncia de 07 escolares da EMEI “ Sant’ Ana
Itatiaia” - Juiz de Fora - MG, segundo a metodologia empregada no Laboratério de
Analise de Alimentos e Saneamento de Aguas/FFB/UFJF. O estudo foi desenvolvido
nos meses de Agosto a Outubro de 1994 em escolares com idade entre 04 e 06 anos e
de ambos os sexos. A percentagem das amostras de fezes positivas foi de 56,52% e a
de negativas de 43,48%. A etiologia das enteroparasitoses de maior incidéncia na
populacdo estudada foi: Entamoeba coli (38,89%), Ascaris lumbricoides (27,78%),
Trichuris trichiura (11,11%), Giardia lamblia (11,11%) e Entamoeba histolytica
(11,11%). Das amostras analisadas, 17, 39% revelaram a presenca de mais de um
parasita. Apesar de ndo ter sido possivel correlacionar a etiologia das
enteroparasitoses com uma provavel veiculagdo hidrica das mesmas, verificou-se que
61,11% das amostras de fezes examinadas revelaram a presenca de protozodrios e,
ainda, que 60% das amostras de 4gua oriundas de outras fontes que ndao o
abastecimento publico, foram consideradas imprdprias para o consumo como bebida.
Tais dados reforcam a necessidade de medidas administrativas eficientes para a
implantacdo e melhoria do saneamento bésico, pois ndo existe satide sem infra-
estrutura sanitaria.

Unitermos: parasitoses, escolares, veiculagao hidrica.

SUMMARY

More are shown the results of 23 parasitologic assays of fecal samples
colected with MIF analyzed in the Public Health Laboratory/FFB/UFJF with
methodology by Hoffman, Pons & Janer'®™ and 09 bacteriological assays of the water
used in the house of 07 students of EMEI “Sant’Ana Itatiaia”, Juiz de Fora - MG,
Brazil with methods used in the Food and Water Control Laboratory/FFB/UFJF.
These studies were developed during August/October, 1994 with students of both sex
with ages from 04 to 06 years. About 56,52% of the fecal samples were positive and
the other 43,48% negative. The kinds of parasites that was most commonly find was:
Entamoeba coli (38,89%), Ascaris lumbricoides (27,78%), Trichuris trichiura

(11,11%), Giardia lamblia (11,11%) e Entamoeba histolytica (11,11%). There was



found more than one parasites in 17,39% of all the samples. Althought it was not
possible to relate the presence of the parasites with the source of the water, 61,11% of
the fecal samples assays were positive for protozoans and 60% of the water samples
colected from differents sources than that of the public services, were taken as
umproperly to be used as drink. Such results show the needs of the use of a good
sanitary program, because there is no health without basic sanitary structure.

Key words: parasitoses, school children, source of water.

INTRODUCAO

As parasitoses, apesar de todo avango cientifico e tecnologico atual, ainda
implicam em importante objeto de estudo, principalmente nos paises em vias de
desenvolvimento, nos quais, até hoje, sdo observadas precarias condigdes higiénico-
sanitarias e baixa qualidade de vida da populagao.

Das doencas diagnosticadas em criangas na faixa etaria compreendida entre
01 e 04 anos de idade, 24,7% foram enfermidades infecciosas e parasitérias(13). A
situagdo torna-se mais preocupante, quando consideramos criancas em idade escolar,
visto que parasitoses intestinais como a tricuriase, podem diminuir as funcdes
cognitivas de escolares' "

A Organizagdo Mundial da Saude concluiu que as infecgdes parasitarias
aumentardo, se ndo forem adotadas medidas efetivas para o controle das mesmas,
priorizando a Saude Publica. No futuro, aproximadamente a metade da populagao dos
paises em desenvolvimento tenderd a viver em zonas urbanas e, provavelmente, em
habitagdes precérias e de ma qualidade; favorecendo a transmissdo de varias doengas,
entre elas, as parasitoses'' .

Pesquisas realizadas na América Latina, Africa e Asia demonstraram que a
amebiase, ancilostomiase, ascaridiase e a giardiase encontravam-se entre as vinte
infeccdes mais fatais e com elevada taxa de morbidade®”. Superpopulacio; padrdes
alimentares precérios; baixas condi¢des socio-econOmicas, aliadas a minimas
condi¢des de saneamento bdsico, moradia e higiene foram os principais fatores
responsaveis por essa situagao’”.

ROCHA et alii(1994) constataram que a existéncia de agua tratada em
algumas casas contribuiu para que a prevaléncia de protozodrios intestinais fosse
inferior a dos helmintos, uma vez que os primeiros sdo facilmente veiculados pela
agua. Entretanto, a precariedade das fontes de abastecimento de agua, que muitas
vezes ficam a céu aberto, cria condi¢gdes propicias a transmissdo dos protozoarios
intestinais, mantendo-os, ainda, em elevada prevaléncia. FILHO et alii(1994)
relataram uma maior prevaléncia de Giardia lamblia em criangas, evidenciando
baixas condi¢des de saneamento basico do meio em que habitavam, demonstrando
contaminagdo fecal da dgua e dos alimentos que abasteciam a populagao.

A Universidade, através de professores e alunos envolvidos em projetos de
extensdo, ¢ o elemento indicado para a divulgagdo dos conhecimentos bésicos de
educacido comunitaria®®”. A participagio da comunidade nesse tipo de trabalho &
essencial tanto para aprender nogdes basicas de profilaxia de parasitoses intestinais e
higiene ambiental, quanto para contribuir na coleta do material bioldégico e no
fornecimento de informagdes.



Assim sendo, o presente trabalho tem como objetivo verificar a incidéncia de
parasitoses intestinais em escolares e a possibilidade da ocorréncia de veiculagao
hidrica de alguns parasitas.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido na Escola Municipal de Educagdo Infantil
“Sant'Ana Itatiaia” situada no Campus Universitario da Universidade Federal de Juiz
de Fora - MG, no periodo de Agosto a Outubro de 1994.

Foram selecionadas, aleatoriamente, duas turmas das oito existentes na
escola, perfazendo um total de 23 criangas, de ambos os sexos e na faixa etaria de 04 a
06 anos.

O material biolégico foi coletado pela familia em recipientes proprios,
contendo o conservador MIF, na propor¢do de uma parte de fezes para duas de
conservador e enviado ao Laboratorio de Saude Publica da Faculdade de Farmacia e
Bioquimica/UFJF, onde os exames parasitologicos foram realizados, empregando-se o
método preconizado por Hoffman, Pons & Janer'™.

Nove amostras da 4gua consumida na residéncia de 07 escolares, cujos
exames parasitologicos revelaram presenga de parasita(s), foram submetidas a analise
bacteriologica, segundo a metodologia empregada no Laboratério de Andlise de
Alimentos e Saneamento de Aguas da Faculdade de Farmécia e - Bioquimica/UFJF.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A obtenc¢do de um maior nimero de amostras de fezes e d4gua nao foi possivel
devido as dificuldades impostas pelos familiares, o que também foi verificado por DE
CARLI(1994)* ¢ GURVITZ et alii (1993) (Tabela I).

Conforme mostram a Tabela Il e o Gréfico 1, a percentagem das amostras de
fezes positivas foi de 56,52% e a de negativas de 43,48%. A etiologia das
enteroparasitoses de maior incidéncia na populacao estudada com seu respectivo valor
percentual foi: Entamoeba coli (38,89%), Ascaris lumbricoides (27,78%), Trichuris
trichiura (11,11%), Giardia lamblia (11,11%) e Entamoeba histolytica (11,11%)
(Tabela IIT). Das amostras analisadas, 17, 39% revelaram a presenga de mais de um
parasita (Grafico 2). Os resultados apresentados foram concordantes com os ja
descritos na literatura @901

Uma maior percentagem de exames positivos foi encontrada no sexo
masculino(39,13%) que no feminino (17,39%). Este percentual, provavelmente,
sofreu influéncia da amostragem, visto que as turmas investigadas eram compostas
por um maior numero de meninos (Tabelas I e II).

Com relacdo aos resultados obtidos a partir das andlises bacterioldgicas da
dgua consumida nas residéncias dos escolares (Tabela IV), ndo foi possivel
correlacionar a etiologia das enteroparasitoses com a provavel veiculagdo hidrica das
mesmas, ainda que a Entamoeba coli tenha sido evidenciada em 38,89% das amostras
de fezes examinadas. Contudo, verificou-se que 100% das amostras de dgua obtidas
do abastecimento publico mostraram qualidade sanitaria segura, enquanto 60%
daquelas procedentes de outras fontes apresentaram-se improprias para o consumo
como bebida . Assim sendo, tais dados reforcam a necessidade de medidas
administrativas eficientes para a implantagdo e melhoria do saneamento basico, pois
ndo existe satide sem infra-estrutura sanitaria *°.



TABELA I- IDENTIFICACAO DOS ESCOLARES PARTICIPANTES DO
ESTUDO E RESULTADO DOS EXAMES PARASITOLOGICOS

Periodo Aluno Sexo* Parasita(s) encontrado(s)
AP M G. lamblia
CHES M A . lumbricoides
ES F nd
FSL M E. coli
LZC M nd
MVB M nd
2° RCL F A . lumbricoides
RCS F nd
RWPA M E. coli
SAS F G. lamblia
TCRS F A . lumbricoides
VAMM F nd
WMSJ M nd
DRC M T. trichiura
DCS M E. coli
EFP M nd
A . lumbricoides
EA M E. coli
E. histolytica
3° E. coli
JCRS M E. histolytica
LDACP M nd
A . lumbricoides
MMOS M E. coli
E. coli
RMS F E. histolytica
TSF M nd
LCS F nd

*M = masculino, F = feminino
nd = ndo detectado

TABELA 1II - DISTRIBUICAO DE EXAMES PARASITOLOGICOS
REALIZADOS EM 23 ESCOLARES, SEGUNDO O SEXO -
JUIZ DE FORA - MG

SEXO
RESULTADO Masculino Feminino TOTAL

N | % N° | % N° Kz




POSITIVO 09 39,13 04 17,39 13 56,52
NEGATIVO 06 26,09 04 17,39 10 43,48
TABELA III - FREQUENCIA DE HELMINTOS E PROTOZOARIOS NOS
EXAMES PARASITOLOGICOS POSITIVOS NA
POPULACAO DE ESCOLARES AVALIADOS - JUIZ DE
FORA - M.G.
ESPECIE TOTAL
N° %
A. lumbricoides 05 27,78
T. trichiura 02 11,11
G. lamblia 02 11,11
E. histolytica 02 11,11
E. coli 07 38,89

*17,39% das amostras contém mais de um parasita

TABELA IV - RESULTADOS DAS ANALISES BACTERIOLOGICAS DA

AGUA  CONSUMIDA
ESCOLARES,
REVELARAM PRESENCA DE PARASITA (S)

NAS

RESIDENCIAS
CUJOS EXAMES PARASITOLOGICOS

DOS

AMOSTRAS ORIGEM DA AGUA RESULTADOS
EXAMINADAS CONSUMIDA
PCA MC

(UFC/mL) (UFC/100mL)
01-CHES abastecimento publico/pogo ausente/>300 | ausente/55
02-FSL abastecimento publico ausente ausente
03-RWPA filtro de barro >300 >300
04-SAS baldes 13 01
05-EA filtro de barro 115 ausente
06-DRC abastecimento publico 46 ausente
07-TCRS filtro/pogo >300/58 ausente/ausente

UFC = Unidade Formadora de Coldnia

PCA = Plate Count Agar

MC = MacConkey

*Valores de referéncia®: PCA: aceitavel até 300 UFC/mL e MC: ausente/100mL



CONCLUSAO

A partir do presente trabalho, os pesquisadores introduziram novos
mecanismos de motivagdo a participacdo dos familiares e da direcdo da escola, bem
como dos professores, visando maior éxito, principalmente, na obtengdo de amostras e
de informagdes.

A elevada incidéncia de enteroparasitoses estd de acordo com os dados
obtidos por outros autores, em diferentes regides do Brasil®©V(1012),

Apesar de ndo ter sido possivel correlacionar a etiologia das enteroparasitoses
com a provavel veiculagdo hidrica das mesmas, verificou-se que 61,11% das amostras
de fezes examinadas revelaram a presenca de protozoarios e, ainda, que 60% das
amostras de dgua oriundas de outras fontes que ndo o abastecimento publico, foram
consideradas improprias para o consumo como bebida; reafirmando que nio se deve
apenas tratar uma crianga com parasitoses intestinais, mas principalmente tratar o
esgoto que a adoece e a dgua contaminada que ela bebe.
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Levantamento das caracteristicas metodolégicas em citologia

cérvico- vaginal no  Estado de  Santa Catarina

*Haas,P;** Comeli,O;** Marcon,S;** Miiller, K.

Abstract: Making use of questionnaires sent to Clinical Analyses and
Pathology laboratories in the state of Santa Catarina, the characteristics of such
laboratories were evalueted covering material conditioning, sample-
gatheringsites, and coloration employed. It was fond 68,75% of the
laboratories offered external services; as to material conditioning,43,75% give
preference to 95% alcohol; the most often used sites of collection are the
bottom of the saccus vagina’lis and the junction squamocolumnar; regarding
coloration, 56,25% used Papanicolaou, and no classification was seen to exist
as a preference, but rather na association was observed, that is, the labs opted

for a combination of ICN, Papanicolaou, Bethesda System, WHO, or just ICN.

Resumo: através de questiondrios enviados para laboratérios de Analises
Clinicas e Patologia do Estado de Santa Catarina, avaliou-se as caracteristicas
dos laboratorios , acondicionamento do material, local de obtencdo de
amostras e coloragdo utilizada. Constatamos que 68,75% dos laboratorios
prestam servigos externos; em relagdo ao acondicionamento do material,
43,75% preferem alcool 95%; para a realizagdo da coleta os locais mais
utilizados sdo o fundo de saco vaginal e jungdo escamo colunar; sobre a
coloragdo, 56,25% utilizam Papanicolaou; e para a classificagdo, observamos
que ndo existe uma preferencialmente, mas sim, uma associagdo, ou seja, 0s
laboratorios optam por um misto de NIC, Papanicolaou, Sistema Bethesda,

OMS ou apenas NIC.

Universidade Federal de Santa Catarina/ Departamento de Analises Clinicas
*Professora Citologia Clinica ** Académicas do Curso Farmacia -

Analises Clinicas



INTRODUCAO:

Papanicolaou em 1917, propds o uso sistematico do esfregaco vaginal,
desenvolveu o ciclo sexual em mulheres, revelado pelo esfregaco vaginal em
1923, e em 1928, referiu o uso do esfregaco para diagndstico do cancer ( 8 ). O
cancer constitui um problema de satide publica. O prognostico de um paciente
com cancer, além das condigdes inerentes ao proprio hospedeiro, depende
fundamentalmente do diagndstico precoce, planejamento terap€utico correto (
14 ). Cancer de colo de tutero, apesar de apresentar decréscimo na sua
mortalidade nos tltimos anos, ainda aparece com cifras elevadas. E uma
doenga grave, podendo ser detectada nos seus estagios iniciais através da
adog@o de programas de rastreamento com cobertura populacional adequada,
sendo que em nosso meio, detectamos um predominio das formas avangadas da
doenca, em fungio da auséncia destes programas. E pouco freqiiente em
mulheres com menos de 25 anos de idade, sofrendo um declinio acentuado,
apos 60 anos, com uma predominancia de incidéncia concentrando-se entre os
40 e 50 anos de vida, e origina-se em 95% das vezes na jungao escamo colunar.
Segundo dados da Secretaria de Estado da Saude de Santa Catarina, a
mortalidade por tipo de cancer em pacientes do sexo feminino em Santa
Catarina no ano de 1996, foi representado em primeiro lugar com o cancer de
mama no total del2,43%; seguido do céncer de estdmago com 9,34%; em
terceiro lugar traquéia, bronquios e pulmdo com 8,63%; e em quarto lugar o
cancer de colo de utero, representando 6,12% das 1.553 pacientes levadas a
obito. Em 1994 ¢ 1995, o cancer de colo de ttero também ocupou o quarto
lugar no Estado de Santa Catarina.A realizagdo  desta pesquisa foi
impulsionada, por ser a citologia cérvico-vaginal, considerada de suma
importancia para o diagnéstico precoce do cancer de colo utero. Portanto,
objetivou-se  principalmente, coletar dados sobre as caracteristicas das
técnicas aplicadas no Estado de Santa Catarina em relagdo especificamente, ao

exame citolégico de colo de utero. Avaliar se a rede publica é mais procurada



para a realizacdo deste exame, comparando com a rede privada de atendimento.
Verificar dos locais de coleta de material, se apropriados ou ndo, objetivando
uma coleta correta, com fins de um resultado preciso. Saber qual a coloragdo
preferencialmente utilizada pelos laboratérios deste Estado, bem como o
método de conservacdo destas laminas. Obter informagdes sobre a classificagdo

empregada atualmente pelos laboratorios.

MATERIAIS E METODOS:

Trata este trabalho de uma avaliagao
metodolégica em laboratérios de Analises
Clinicas e Patologia no desenvolvimento do
exame de prevengao de cancer de colo
uterino. Esta avaliagao foi realizada através
de um questionario enviado para os diversos
laboratorios do Estada de Santa Catarina,
divididos em regides ( norte, sul, oeste,
extremo oeste e grande Florianépolis ),
analisando a natureza destes laboratorios, se
publicos ou privados; material utilizado para
a fixacao do material; locais de coleta;
coloracao da lamina e classificagao utilizada.
Verificou-se a revisao bibliografica para

averiguar se os procedimentos adotados



pelos laboratérios correspondem aos
descritos na literatura. Foram enviados um
total de 70 ( setenta ) questionarios para os
referidos laboratérios, sendo que retornaram
um total de 16 ( dezesseis ) e destes, 03 ( trés)
referentes a laboratérios que nao realizam
esta rotina. O periodo utilizado para a
coleta destes dados, foi de 05 de margo de
1997 a 11 de agosto de 1997. A cépia do

questionario, encontra-se em anexo.

RESULTADOS :

Dos 16 questionarios recebidos, trés nao
executam esta rotina. Conforme questionario
analisado, verificamos que 68,75% dos
laboratérios prestam servigos externos; 6,25%
dos laboratérios sao hospitalares e os
mesmos 6,25% prestam servicos em
instituicoes; 18,75% nao realizam esta
rotina.Em relagdo ao acondicionamento do
material ( fixacao do esfregaco ), a maior

parte, 43,75% utilizam alcool a 95%; seguido



de 12,50% que usam carbovax( polietileno
glicol ); 6,25% preferem alcool 95% e éter;
6,25% alcool 955 e citospray (propinil glicol );
6,25% alcool 955 e carbovax; 6,25%citospray;
sendo que 18,75% nao realizam esta rotina.No
item obtencao de material, objetivando-se
saber o local de coleta, encontramos 43,75%
que optam por fundo de saco vaginal e jungao
escamo colunar; 18,755 fundo de saco
vaginal, jungcao escamo colunar e parede
vaginal para avaliagdo hormonal; 12,50%
fundo de saco vaginal, parede vaginal e
juncao escamo colunar; 6,25% coletam
apenas da jungcao escamo colunar e 18,75%
nao realizam esta rotina.Para verificar qual a
coloracao de laminas usadas, a coloragao de
Papanicolaou apresentou-se com 56,25%;
Papanicolaou e Shorr para avaliagao
hormonal com 12,50%; apenas Shorr 6,25%;
Shorr e Papanicolaou 6,25%; 18,75% nao

realizam rotina.Finalizando o questionario,



procurou-se saber a classificagao utilizada, e
constatou-se que nao existe uma preferéncia,
ou seja, a maioria dos laboratérios adotam
varias classificagoes fazendo um misto desta.
As classificagoes Histopatolégica, Neoplasia
Intraepitelial cervical ( NIC ), Papanicolaou,
Sistema Bethesda e a da Organizagdao Mundial
da Saude ( OMS ) sdo usadas em 12,5%; NIC
e Sistema Bethesda em 12,50%; somente NIC
em 12,50%; Sistema Bethesda 6,25%; NIC e
Papanicolaou em 6,25%; NIC, Sistema
Bethesda e OMS em 6,25%; NIC, Papanicolaou
e Sistema Bhetesda em 12,50%; nao realizam

rotina 18,75%. biscussio:

O exame citopatologico ¢ sem divida de suma relevancia como método de
avaliacdo ginecologica da paciente, permitindo a identificacdo de moléstias de
grande importancia na oncologia e na microbiologia. A integra¢do com demais
pardmetros ¢ absolutamente fundamental e, quando houver discrepancia entre
os achados colposcopicos, citopatologicos e histopatologicos é imperiosa a
reavaliagdo detalhada das condi¢des de coleta e de interpretacdo de cada um
destes exames para o maximo beneficio do paciente. O ideal seria que a

populagdo ndo procurasse os servigos de saude apenas quando ha manifestacdo



da doenca, mas periodicamente como profilaxia, evitando assim um avanco do
quadro patologico.

Para a obtengdo da amostra, segundo Writgt,1993, a coleta é extremamente
importante para um diagndstico mais fidedigno. O local ideal para se fazer uma
coleta adequada, também torna-se um fator a ser observado. No item, obtencao
de material, verificamos que a coleta no fundo do saco vaginal e jungdo
escamo colunar, apresenta-se como mais utilizada até o presente momento e as
células da parede vaginal, sdo obtidas para avaliagdo hormonal, juntamente
com os locais ja citados, no entanto, seria muito importante se todos coletassem
do fundo de saco vaginal, jungdo escamo colunar e parede vaginal, pois assim

teriamos uma coleta abrangente, a qual favoreceria melhor o diagnostico.

Apds a coleta correta da amostra, esta deve ser acondicionada, ou seja, fixada
para uma posterior coloragdo, a fim de evitar o ressecamento deste material.
Conforme cita De Luca,1991, o alcool 95% pode ser utilizado, dado que
confirma o questionamento sobre o acondicionamento, ja que 43,75% dos
laboratorios utilizam este método, acreditamos que a escolha do alcool 95%,

deve-se ao custo menor e pela praticidade de uso.

Considerando os resultados analisados dos questionarios, observamos que a
coloragdo de Papanicolaou ¢ mais utilizada, totalizando 56,25% dos
laboratorios, dado este compativel com a literatura, lembrando sempre, que é
necessario tomar certos cuidados com os corantes, como cita De Luca,1991,
filtrando-os periodicamente antes do uso dos mesmos. A coloragdo de Shorr
também ¢ citada na literatura, como outra opgdo, e nos laboratérios analisados,
somente 6,25% fazem uso desta. Quanto a coloragdo de Papanicolaou,

provavelmente é mais utilizada, porque apresenta um grau de nitidez eficaz.

Analisando a literatura, Rains, 1995 e Meinyre - Seltmann, 1995, afirmam
que a classificagdo mais utilizada é a Papanicolaou, e acrescentam que a
mesma, apresenta vantagens e desvantagens. No entanto, o que verificamos ¢

que esta classificagdo ndo ¢ utilizada na integra, ou seja, tem-se tomado como

pratica fazer um misto de classificagdes, que incluem a Neoplasia Intraepitelial



Cervical ( NIC ), o Sistema Bethesda ( de 1988 ), e ainda a classificacdo da
Organizacdo Mundial da Satde ( de 1973). A nomenclatura oficial em vigor
no Brasil, segue as recomenda¢des da OPS/OMS de 1985, proposta por
Richart, onde a principal caracteristica ¢ a melhor compreensao das lesdes intra
epiteliais. Em Santa Catarina, 12,50% dos laboratérios analisados, utilizam

apenas esta classificagdo para a emissao dos laudos citopatologicos.

Ainda ¢ importante considerar neste item, a contribuicdo do Sistema
Bethesda, que apresenta melhores relatos e informagdes para os clinicos, o que

poderia justificar o seu significativo uso, na emissdo de laudos.

Muitos laboratorios tem utilizado termos discretivos como modifica¢des a
classificagdo de Papanicoloau ou no lugar de classes numéricas. Embora estas
descricdes objetivam aumentar a qualidade de informacdo, ndo estdo
padronizadas, tornando-se dificil a comparacdo dos resultados de laboratorios

diferentes.( Meinyre - Seltmann, 1995).

Outro fator importante desta andlise, diz respeito as caracteristicas dos
laboratorios que prestam este tipo de servigo. A grande maioria, 68,75% dos
exames emitidos sdo feitos por laboratdrios externos, se compararmos com
6,25% dos servicos prestados por laboratdrios hospitalares e o mesmo para
laboratorios de instituicdes. Questionando este fator, soubemos que em
Florianopolis os laboratdrios de instituigdes e hospitalares, utilizam servigos de

laboratorios externos para esta analise, j4 que ndo realizam esta rotina.

CONCLUSAO:

Observamos que os laboratorios que responderam ao questiondrio ndo
seguem uma norma em comum, ¢ que os laudos podem chegar aos pacientes e
clinicos de maneira variada, isto devido a ndo existir uma Unica classificagdo
adotada. Em relacdo & coleta de material, comparando com a literatura,
verificamos que sua maioria esta sendo feita de modo adequado, acontecendo o

mesmo para a coloragdo e acondicionamento das amostras.



No entanto, percebemos que os laboratdrios hospitalares e de instituigdes,
ainda apresentam indices pequenos para a realizacdo desta rotina de servigos,
em relagdo aos laboratdrios externos, o que de certa forma acaba limitando o
acesso ao exame do preventivo de cancer de colo de utero para a populacao de
baixa renda, podendo assim contribuir para o nimero de casos positivos

alcangar os patamares atuais.

Assim sendo, consideramos atingidos os objetivos da realizacdo de
levantamento de dados no Estado de Santa Catarina, avaliando os mesmos com

os dados da literatura, ja que na sua grande maioria apresentam-se coerentes.



Utilizacdo da Reacdo em Cadeia da Polimerase no Diagnostico Precoce da Infec¢io

pelo HIV em Criancas Nascidas de Maes Soropositivas®

The use of Polimerase Chain Reaction (PCR) in the early diagnosis of HIV

infection in infants born to seropositive mothers

Luciane Failacel, Marisa Cheskyz, Mauricio Pagnussat1 & Luiz Fernando Jobim®

Resumo

O diagnostico da infecgao pelo HIV ¢ feito através de testes sorologicos que
detectam a presenca de anticorpos especificos contra o HIV. Em crian¢as com menos de
24 meses esses testes nao sao conclusivos devido a transferéncia passiva de anticorpos
IgG anti-HIV das maes infectadas para seus recém-nascidos, positivando todas as
reacoes soroldgicas.

A transmissdo vertical do HIV ocorre em 15 a 50% dessas criangas, sendo
importante diferenciar precocemente as infectadas das ndo infectadas para oferecer
tratamento e profilaxia adequados.

O desenvolvimento de técnicas que detectam a presenga do virus, entra elas a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), tem permitido essa diferenciacao.

Desde 1994 temos realizado o teste PCR-HIV-DNA qualitativo em filhos de
maes HIV soropositivas. Foram testadas um total de 205 pacientes, sendo que, em 149
foi possivel definir o estado de infec¢ao pelo HIV independente do resultado da PCR.

Nas 43 criangas consideradas infectadas a PCR foi positiva em 40 (sensibilidade
de 93,3%). Todas as 106 criancas ndo infectadas apresentaram PCR negativo
(especificidade de 100%). O valor preditivo positivo encontrado foi de 100% e o valor
preditivo negativo de 97,2%.

Observamos também, que criangas nascidas de maes HIV positivas tratadas com

AZT na gestacdo e trabalho de parto apresentaram nitida diminuicao nos indices de

*Trabalho realizado na Unidade de Imunologia - Servigo de Patologia Clinica do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre

'Médicos Residentes de Imunologia Clinica do HCPA

*Farmacéutica-Bioquimica da Unidade de Imunologia do HCPA

*Professor do Departamento de Medicina Interna da UFRGS, chefe da Unidade de Imunologia do HCPA



infectividade (9,4%) em relacdo aos filhos de maes nado tratadas (33,7%).

PALAVRAS CHAVE - PCR, HIV, criangas nascidas de maes soropositivas

Summary

The diagnosis of infection by HIV is done using serological assays that detect
specific antibodies against HIV. In children, below 24 months, these tests are not
conclusive because there is a passive transference of anti-HIV IgG antibody from
mother to newborn, so all of the serological tests will be positives.

The vertical transmission of HIV happens in 15 - 30% of these children. It is
important to differentiate, as soon as possible, the infected from the uninfected infants.

The development of techniques that detect the virus DNA, like PCR, became
possible this differentiation.

Since 1994 we had used the HIV-DNA-PCR qualitative test in children born to
HIV seropositive mothers. In 149 of 205 patients was possible to define clinically the
HIV infection without PCR results.

In 43 children considered infected by HIV the PCR was positive in 40 cases
(sensitivity = 93,3%). All of 106 uninfected children presented a negative PCR
( specificity = 100%). The positive predictive value was 100% and the negative
predictive value was 97,2%.

We also concluded that infants born to HIV positive mothers treated with AZT
during pregnancy and delivery presented decreasing in infectivity (9,4%) when
compared with children from mothers that did not receive treatment (33,7%).

KEY WORDS - PCR, HIV, children born to seropositive mothers

Introduciao

Em 1981, a partir de notificagdes feitas ao Center for Diseases Control (CDC)
foram descritos em homossexuais masculinos os primeiros casos de infec¢do pelo virus
da imunodeficiéncia humana (HIV).! No ano seguinte foi descrito o primeiro caso
pediétrico de infecgdo pelo HIV .2

Segundo estimativas da Organizagdo Mundial de Saude (OMS), onze milhdes de
pessoas estdo infectadas pelo HIV no mundo, das quais, trés milhdes sdo mulheres em

idade reprodutiva.>* As criancas nascidas dessas mulheres sio consideradas sob risco



até que se possa demonstrar que estdo infectadas, o que ocorre em 15 a 50% dos
casos.>®

Atualmente a OMS estima que existam no mundo cerca de 500.000 a 1.000.000
de criancas infectadas. Para o ano 2.000 a previsao ¢ de 2.700.000 criangas nesta
situagio.” A transmissdo vertical que pode acontecer intra-Utero, peri-parto ¢ com o
aleitamento materno é a via de contagio em 85 a 90% dos pacientes pediatricos.”™ O uso
de zidovudine (AZT) durante a gestacado, trabalho de parto e nas 6 semanas seguintes ao
nascimento reduzem este risco para 8 a 10%.’

O diagnéstico e o tratamento precoce das criangas infectadas ¢ fundamental para
aumentar o tempo de sobrevida e diminuir a morbidade. Porém, isto se torna dificil visto
que a quase totalidade destas criangas podem nascer € permanecer assintomaticas por
muitos anos e, que durante os primeiros 18 a 24 meses de vida podem ter ainda
circulantes anticorpos IgG anti-HIV maternos transferidos passivamente durante a
gestacdo.'™!! Isto torna dificil a valorizacdo dos métodos sorolégicos convencionais
(Elisa, Western blot e Imunofluorescéncia direta) no diagndstico dessas criangas.

Antes de dispormos de testes diretos para deteccio do HIV, apenas pela
comprovagdo da perda persistente dos anticorpos adquiridos da mae era possivel excluir
a presenca de infeccdo pelo HIV num lactente sob risco. Com a disponibilidade de
ensaios que demonstram a presenca do HIV tem se tornado possivel a detec¢do precoce
das criangas infectadas."!

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma técnica “in vitro” para a
amplificacdo das sequéncias dos acidos nucléicos especificas até niveis que sejam

) .. fe 11,12
facilmente detectaveis no laboratorio.

Esta técnica tem se revelado muito util para o
diagnostico de adultos e criangas infectadas pelo HIV, detectando porgdes do genoma
do HIV em leucoécitos ou plasma através da amplificagdo destes segmentos virais.

As vantagens da utilizagdo da PCR para identificacao das criancas infectadas sao
varias: necessidade de pequena quantidade de sangue (1 a 3 ml), rapidez dos resultados
e sensibilidade semelhante a cultura do HIV e com custo inferior.'

O presente estudo descreve a experiéncia da Unidade de Imunologia do Hospital

de Clinicas de Porto Alegre com o uso da técnica de PCR no diagnostico da transmissao

vertical do HIV.

Material e métodos



No periodo de marco 1995 a dezembro de 1997 foram avaliadas 205 criangas
sob risco de estarem infectadas pelo HIV através da transmissao vertical. Todas
apresentavam anti-HIV 1+2 (Elisa) positivo ao nascimento e, a partir do segundo més de
vida foram submetidas a PCR- HIV1 qualitativo para detec¢ao do genoma viral.

As avaliagdes ambulatoriais foram realizadas trimestralmente, sendo rotina, a
cada consulta, a realizacao de testes sorologicos ( Elisa e imunofluorescéncia especifica)
para deteccdo de anticorpos contra o HIV. Foram consideradas infectadas as criangas
que apresentaram critérios clinicos e sorologicos de infec¢cao pelo HIV-1 e consideradas
ndo infectadas as criangas que ndo apresentaram critérios clinicos de infeccdo pelo
HIV-1, no periodo de observagao , e que negativaram a sorologia.

A metodologia de PCR empregada foi o teste Amplicor HIV-1 (Roche), teste
qualitativo que utiliza a amplificagdao do acido nucl€ico e a hibridizagdo do HIV-1 DNA
pro-viral em preparacdo de leucdcitos.

Para a separacdo dos leucocitos utiliza-se sangue com EDTA, 100 pl para
criancas até 18 meses e 500 pl para criangas maiores e adultos.

O teste ¢ baseado em trés etapas:

1°) Amplificagdo da regido alvo

A sequéncia alvo especifica para deteccdo do HIV-1, DNA proviral, estd
localizada em uma regido altamente conservada do gene gag e resulta num produto de
142 pb. Esta regido limitada pelo par de “primers” SK431/432, ¢ também conservada
em alguns isolados de HIV-2. Assim, um subproduto de virus HIV-2 pode ser
amplificado e detectado por este teste.

A amostra contendo o DNA e a mistura de reagentes ¢ aquecida para separar a
hélice de fita dupla e expor a sequéncia alvo aos “primers” para que ocorra o
anelamento destes na presenca de temperatura adequada.

A enzima termoestivel DNA polimerase na presenca de um excesso de
deoxinucleotideos, incluindo adenina, citosina e uracil (no lugar de timina) extende os
“primers” anelados produzindo os amplicons.

Este processo ¢ repetido por 35 ciclos. Cada ciclo dobra a quantidade de DNA

alvo.

2°) Hibridiza¢do do produto amplificado com sonda especifica de 4cido nucléico
Apo6s a PCR, os amplicons sdo desnaturados quimicamente, formando fitas

simples de DNA e sdo adicionados a orificios de microplacas que contém sondas



especificas ligadas que sdo complementares ao produto amplificado. Os amplicons
marcados com biotina irdo hibridizar com as sondas especificas ligadas na placa. A
hibridizacdo especifica dos amplicons com a sonda aumenta a especificidade da reagao.

3°) Deteccao do produto amplificado pela formacao de cor

Para a remog¢ao do material ndo hibridizado, faz-se uma lavagem dos orificios da
placa. O conjugado avidina-peroxidase ¢ adicionado a placa. A avidina se liga a biotina
que esta presente nos amplicons capturados pela sonda que esta no fundo do orificio da
placa.

Apobs uma nova lavagem da placa para eliminar o conjugado que nao se ligou,
ocorre a reacao entre o peroxido e a tetrametilbenzidina com a enzima retida no
amplicon, que resultard em um complexo corado.

A reagdo ¢ finalizada pela adicdo de um dacido fraco. A densidade otica do
produto corado ¢ medido por um leitor de microplacas e os resultados sdo comparados

com o valor do “cut-off” . Controles positivos € negativos acompanham o teste.

Resultados

A PCR para HIV-1 foi realizada em 205 criangas com sorologia para HIV
positiva ao nascimento. A mediana da idade de realizacdo do teste de PCR foi 6 meses
de vida. A PCR foi positiva em 69 pacientes (33,7%) e negativa em 136 (66,3%).

Em 149 das 205 criangas testadas foi possivel definir o estado de infecg¢do pelo
HIV, independente do resultado da PCR. Foram consideradas infectadas 43 criangas que
apresentaram sintomas relacionados a AIDS e mantiveram sorologia positiva, € nao
infectadas 106 que permaneceram assintomaticas e negativaram a sorologia. As demais
criangas permanecem em acompanhamento ambulatorial, higidas e com anti-HIV ainda
reagente.

Entre os 43 pacientes considerados infectados pelo HIV a PCR foi positiva em
40 (sensibilidade de 93,3%). Todas as 106 criangas consideradas ndo infectadas
apresentaram PCR negativo (especificidade de 100%). O valor preditivo positivo
encontrado foi de 100% e o valor preditivo negativo de 97,2%. A tabela 1 sintetiza os
resultados dos testes de PCR em pacientes infectados e ndo infectados.

Das 106 criangas com PCR negativo 89,6% reverteram a sorologia até os 18
meses de idade, 6,6% negativaram a sorologia até os 24 meses ¢ 3,8% até os 30 meses.

A figura 1 mostra a negativagdo da sorologia conforme faixa etaria.



Nos 56 pacientes em que ndo foi possivel definir o estado de infec¢ao pelo HIV a
PCR foi positiva em 29 e negativa em 27.
Em 32 criangas estudadas foi utilizado zidovudine (AZT) na gestagcdo. Nestes

pacientes a PCR foi positiva em 3 casos (9,4%) e negativa em 29 (90,6%).

Discussio

O niimero de mulheres em idade fértil contaminadas pelo HIV vem aumentando
rapidamente. Todas as criangas nascidas destas mulheres apresentam sorologia positiva
ao nascimento. Como o virus atravessa a placenta em 15 a 50% dos casos, a maioria
destas criancas ndo estara infectada. E importante diferenciar precocemente as criangas
infectadas das ndo infectadas, pois a introducdo de novas drogas anti-retrovirais, a
profilaxia e o tratamento das infec¢des oportunistas aumentaram o tempo e a qualidade
de sobrevida.

Diversos estudos tem avaliado a capacidade dos testes de cultura viral, PCR,
dosagem de anticorpos IgA anti-HIV e antigenemia p24 em identificar as criancas
infectadas pelo HIV. Até o momento tem-se verificado que a cultura viral e a PCR sao
os testes com melhor sensibilidade e especificidade diagnostica a partir do 2° més de
vida." "

A cultura do HIV ¢ um teste pouco utilizado em nosso meio devido a sua dificil
e dispendiosa execuc¢do, além da demora na obtengao dos resultados.

A PCR permite a deteccdo do HIV com sensibilidade entre 95 a 100% em
criancas a partir do 2° més de vida. Embora seja um ensaio que utilize complexa
tecnologia de biologia molecular, ¢ de facil execug¢do e permite resultados em até 24
horas.

O Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) ¢ considerado um centro de
referéncia para o acompanhamento de criangas sob risco de infec¢cdo pelo HIV. Para o
melhor manejo destas criangas, tornou-se necessario dispormos de um método
diagnostico capaz de diferenciar as criangas infectadas das nao infectadas. No final do
ano de 1994 a Unidade de Imunologia do HCPA introduziu a PCR na sistematica de
avaliacdo destas criangas.

A PCR foi realizada em 205 criangas sob risco de infec¢do pelo HIV e os
resultados obtidos foram comparaveis aos encontrados na literatura, confirmando a

eficacia do teste no diagndstico precoce da infecgdo.



Este estudo também possibilitou a observagdo de que criangas nascidas de maes

HIV positivas que receberam AZT durante a gestagcdo e trabalho de parto apresentaram

nitida diminui¢ao nos indices de infectividade (9,4%) em relagdo aos filhos de maes nao

tratadas (33,7%).

Um teste com valor preditivo positivo de 100% nos permite afirmar que um

resultado de PCR positivo a partir do 2° més de vida ¢ altamente sugestivo de infecgao

pelo HIV.

A PCR nao detectou o virus em trés criangas com sintomas relacionados a AIDS.

Assim sendo, um resultado de PCR negativo exige um rigoroso acompanhamento

clinico e a negativagao da sorologia para excluir o diagnostico.
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Tabela 1 — Resultado dos testes de PCR-HIV em pacientes infectados e nao

infectados.
Infectados N3do infectados Total
PCR positivo 40 0 40
PCR negativo 03 106 109
Total 43 106 149
Sensibilidade = 93% Valor Preditivo Positivo =100%

Especificidade = 100% Valor Preditivo Negativo =97,2%



Valores de referéncia do acido hipirico urindrio na regiio metropolitana de
Belo Horizonte’

Urinary hippuric acid reference values in Belo Horizonte metropolitan area, Brazil

Alvarez-Leite', E. M.; Duarte®, A.; Couto’, A. F.; Caixeta’,V .F; Barroca’, M. M.

RESUMO - Objetivando estabelecer a faixa de valor de referéncia para o &cido hiptirico na
regido metropolitana de Belo Horizonte, urinas de individuos ndo expostos
ocupacionalmente ao tolueno foram analisadas por cromatografia em fase gasosa,
utilizando-se detector de ionizacdo de chama. Os valores encontrados experimentalmente
(n=281) variaram de < 0,1 a 2,79 g/L, mas a aplicacdo de estudo estatistico delimita como
faixa de referéncia, a nivel de significancia de 95%, os valores de 0,361 a 0,481 g/L. Sao
descritas, também, as condi¢cdes analiticas padronizadas para a determinagao

cromatografica do 4cido hiptrico urinario.
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SUMMARY - In order to know the hippuric acid reference value range in brasilian subjects
living in metropolitan area of Belo Horizonte city, the toluene unexposed subjects urine
have been determinated by gas-liquid chromatography acopled to flame ionization
detector. The experimentally observed urinary hipuric acid range was < 0,1 a 2,79 g/L but
the range “reference value” have been statistically definide (P=0,05) as 0,361 a 0,481 g/L.

It has been described the gas-liquid chromatographic conditions used in this paper.

KEY WORDS - Reference value, urinary hippuric acid, gas-liquid chromatography

INTRODUCAO

Um dos requisitos importantes para a realizagdo de um adequado Programa de
Monitorizagdo Biologica da Exposicdo Ocupacional a xenobidticos € o conhecimento dos
valores de referéncia (VR) dos biomarcadores utilizados (10). Estes valores sao
influenciados por fatores individuais e, consequentemente, variam de acordo com a
populagao estudada (12).

A legislacao brasileira, através da Norma Regulamentadora n® 7 de 1994, (NR-7)
do MT/Br (3) estabelece os chamados “valores de referéncia da normalidade” para a
maioria dos indicadores biologicos discriminados em seu Quadro 1. Muitos destes valores
foram determinados em trabalhos realizados fora do Brasil, em condi¢des ocupacionais,
climaticas, clinicas e socio-econdmicas distintas das existentes no pais, resultando,

certamente, em valores de referéncia irreais.
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A influéncia de fatores individuais e sOcio-econOmicos torna-se mais importante
quando o biomarcador analisado ¢ um metabdlito fisiologicamente encontrado na urina
humana, como € o caso do acido hipurico (1),(2),(4),(6),(8),(11).

Este metabolito ¢ formado no organismo pela conjugacdo do acido benzdico com a
glicina, assim dietas ricas em alimentos que contenham &acido benzdico e/ou seus
precursores influenciam significativamente a formagao do acido hiptrico organico.

Dentre estes alimentos destacam-se as frutas (como ameixa e péssegos), graos
verdes de café e, especialmente, os alimentos e bebidas conservadas com benzoatos. A
ingestdo de sucos de frutas, alguns tipos de paes e derivados, ketchup, mostarda e
refrigerantes aumentam sobremaneira a formagdo e excrecdo do &cido hipurico (os
refrigerantes podem produzir uma concentracdo de acido hiptrico igual aquela excretada
ap0s exposi¢do ocupacional a 200mg/m’ de tolueno).

Outro fator a ser considerado ¢ o uso de medicamentos. Isocarboxazida
(antidepressivo, inibidor da monoaminoxidase), dietilpropiona, medicamentos que
contenham femprobamato (alguns miorrelaxantes e ansioliticos), assim como outros
farmacos (cocaina) poderdo aumentar a excrecao fisioldogica do acido hipurico pela urina.
Assim, devido ao elevado e variavel valor de referéncia do acido hipurico urinario, este
indicador perde sua validade em termos da monitorizagdo de exposigdes individuais leves.

Objetivando conhecer os reais valores de referéncia de alguns biomarcadores em
uma faixa da populagdo brasileira, a equipe do Laboratério de Toxicologia Ocupacional da
Faculdade de Farmacia da UFMG- LATO/FAFAR, em 1989, iniciou a linha de pesquisa
“Valores de referéncia de indicadores biologicos utilizados na monitorizagcao de exposi¢des

ocupacionais: estudo realizado na regido metropolitana de Belo Horizonte”. Desta linha de

pesquisa resultou o presente trabalho.



MATERIAL E METODOS

Amostragem
Amostras de urina de individuos ndo expostos ao tolueno, residentes na regiao
metropolitana de Belo Horizonte (n=281), foram selecionadas para o trabalho. Os
individuos selecionados responderam ao protocolo toxicoldgico em anexo (Anexo 1), no
momento da coleta das amostras.
Método
O método analitico empregado foi o de KIRA(7) modificado por ALVAREZ-
LEITE, FRANCA, MONTEIRO et alii (1) como descrito a seguir:
= transferir 0,5 mL de urina para um tubo de vidro, adicionar gotas de HCI 6 mol/L e 4 mL
de acetato de etila;
= agitar | min. em agitador mecanico e transferir 3,5 mL da fase organica para um tubo
de vidro;
= adicionar 200 mg de sulfato de sodio anidro, agitar e transferir 3mL para um tubo de
centrifuga;
= adicionar 0,5 mL de solugdo metandlica de acido heptadecandico e evaporar até residuo
em banho de dgua a 70°C, sob fluxo de nitrogénio;
= resfriar os tubos e adicionar 120 pL de agente metilante (hidroxido de
trimetilfenilamoneo);

= agitar vigorosamente por 1 min. e injetar 3 uL no CG.
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Foi utilizado o cromatégrafo a gas modelo 370 da Instrumentos Cientificos CG
Ltda, nas seguintes condi¢des cromatograficas:
= coluna cromatografica de vidro empacotada com a fase fixa SE 30 a 3%, em
Chromosorb WHP 100-120 mesh, medindo 1,8m de comprimento e¢ 1/8" de didmetro
interno;
= temperaturas de operagdes: -coluna (TC) = 180°C; -vaporizador(TV) = 215°C;

- detector (TD) =260°C;

= fluxos dos gases: N»-U =30 mL/min; H; =30 mL/min; O, =180 mL/min;

= atenuacgdo : 8 x 107

RESULTADOS E DISCUSSAO

O método analitico padronizado apresentou sensibilidade, recuperacdo e precisao,
adequados para a determinagdo dos valores de referéncia, como pode ser observado pelos
dados subcitados:
= porcentagem de recuperagao = 88%,
= coeficiente de variagdo: intra-ensaio = 13%,

interensaio = 15%
= limite de quantificacdo de 0,1 g/L
= limite de deteccdo de 0,03g/L e

= faixa de linearidade 0,1 a 1,6 g/L.
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A quantificagdo do acido hiptrico (AH) foi feita com o auxilio de uma curva de
calibra¢do, onde se utilizou as relagdes area do pico de acido hipurico/area do pico do

padrao interno x diferentes concentragdes de solugao padrao de AH.

Os dados referentes a validagcdo analitica mostram ser o método padronizado,
adequado aos objetivos do presente trabalho, uma vez que a grande maioria das amostras de
urina analisadas apresentaram niveis de acido hipurico detectaveis através da metodologia.

Os valores obtidos mantiveram-se dentro da faixa experimental de < 0,1 a 2,79 g/L,
com média de 0,421¢g/L (mediana de 0,28 g/L., média truncada de 0,372g/L) e desvio padrao
de 0,405 g/L.Os valores quantis 1 e 3 (Q1 e Q3) encontrados foram, respectivamente, 0,18 e
0,503 g/L

E importante ressaltar que, em 1994, quando a legislagdo brasileira passou a adotar a
concentragdo da creatinina como corre¢do do acido hipurico urindrio, o presente trabalho ja
apresentava 201 aliquotas de urina analisadas, por este motivo a corre¢do pela densidade
urinaria continuou a ser utilizada até ao final do projeto. Os valores foram submetidos ao
tratamento estatistico proposto por MINOIA, SABBION et alii (9) e DUCA (5),
considerando-se uma distribui¢do exponencial e um nivel de significincia de 95% (Zs). A
determinacdo do intervalo de confianca delimitou como valores de referéncia para 95% da
populagdo estudada, os niveis de acido hipurico dentro da faixa de 0,361 a 0,481 g/L.

Esses resultados sdo de extrema importancia para a monitorizacdo biologica da
exposi¢do ao tolueno no pais, posto apresentarem uma faixa de referéncia que considera os
fatores individuais, sécio-econdmicos e ambientais existentes numa regido industrial
brasileira. Este talvez seja o primeiro ou um dos primeiros trabalhos a estabelecer a faixa de

referéncia do 4cido hipurico em populacdo brasileira e mostra que a média de acido



7

hiparico urinario em individuos ndo expostos, nao difere, significativamente, do valor

médio citado em trabalhos realizados em outros paises (0,5 g/L) (6),(9).
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ANEXO 1

Protocolo Toxicoldégico

FACULDADE DE FARMACIA DA UFMG
LABORATORIO DE TOXICOLOGIA OCUPACIONAL - LATO/FAFAR
Questionario a ser respondido pelos individuos selecionados para o trabalho, no

momento da coleta da amostra

I- DADOS SOBRE A AMOSTRAGEM
Numero da amostra Densidade da urina
Data da coleta Hora da coleta

Volume coletado

II - INFORMACOES PESSOAIS

Nome:
Idade Sexo Profissao
Vocé é fumante? [1sim [1 ndo

Hé quanto tempo?

Quantos cigarros por dia?

Qual o tempo decorrido entre o ultimo cigarro fumado e a hora da coleta?

Fuma no local de trabalho? []sim [nao
Vocé costuma utilizar bebidas alcdolicas? []sim [Indo

Com que frequéncia?
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Qual o tempo decorrido entre a ultima ingestao alcoodlica e a hora da coleta?

Vocé costuma beber refrigerantes? [J sim [Jnao
Com que frequéncia?

Qual o tempo decorrido entre a tltima ingestao e a hora da coleta?

Qual a sua dieta normal? (frutas, especialmente ameixas e péssegos, alimentos em
conservas, mostarda, ketchup, etc)

Qual o tempo decorrido entre sua ultima refei¢do e a hora da coleta?

Vocé poderia citar os alimentos ingeridos?

Vocé costuma se alimentar no local de trabalho? [J sim [ndo
Vocé faz uso diario de café? [J sim [Jnao
Quantas xicaras por dia?

Qual o tempo decorrido entre a ultima xicara de café e a hora da coleta?

Vocé faz uso de algum medicamento? [J sim [Jnao
Qual(is)?

Qual o tempo decorrido entre a Gltima dosagem e a hora da coleta?

Vocé tem algum problema renal, hepatico, pulmonar ou hematoldgico (anemia, por

exemplo) []sim [Indo
Especificar
Existe alguma industria perto de sua casa? [l sim [Jndo
Especificar

IIT - INFORMACOES SOBRE O LOCAL DE TRABALHO
Vocé trabalha com substancias quimicas? []sim [ndo

Quais?



Com que frequéncia?
Especificar o setor ou sec¢ao onde trabalha e ha quanto tempo
Descreva resumidamente a atividade executada
Jornada de trabalho atual: nimero de dias/semana nimero de horas/semana
em que dia(s) da semana ¢ sua folga?
quando foi sua ltima folga?
Vocé ja trabalhou em outro setor desta industria? [sim [Indo
Quanto tempo?
Voc¢ ja trabalhou em outras empresas? [J sim [Jnao
Quanto tempo?

Qual era a atividade executada?
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