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RESUMO

A vitamina C é consumida consciente e inconscientemente em larga
escala pela populacdo, quer seja na forma de medicamentos individuais ou
associados, na forma de conservante de alimentos, na forma de frutas, entre
outras.

Devido ao acentuado poder de reducdo do sal, pode, quando
presente no soro de pacientes, alterar “In vitro”, os resultados de andlises
laboratoriais levando a um falso diagnaostico clinico.

Os resultados nos mostram que metodologias analiticas empregadas
para a quantificacdo de parametros bioquimicos séricos podem ser sensiveis “In
vitro” a presenca da vitamina C, sendo a acdo interferente influenciada pelo nivel

sérico do medicamento.

ABSTRACT

Vitamin C is consumed conscious and unconsciously in a large
quantity by the population, in form of associated medicaments or not, in form of
conservative of foods, in form of fruits, and so on.

Due to the high capacity of reduction of the salt, it can, when present
in patient’s serum, to modify “In Vitro”, the results of the laboratorial analysis,
occasioning a false clinical diagnostic.

The results show us that analytical methodologies used for the
quantification of the seric biochemical parameters can be sensible “In Vitro” to
the presence of the vitamin C, and the interfering action influenced by seric level

of the medicament.

Palavras Chave



Vitamina C, Bioquimica Clinica,
Acao Interferente de Medicamentos,
Key words.

Vitamin C, Clinical Biochemistry,
Interfering Action, Medicaments,



INTRODUCAO

A vitamica C tem, nos dias de hoje, sido intensa e insconscientemente
consumida pela populagdo. Como medicamento é consumida em altas doses
(comprimidos de até 2,0 gramas) contedado de um Unico comprimido, como é também
consumida em associacbes medicamentosas juntamente com a aspirina e outros
antigripais. Além desta forma a vitamina C é bastante empregada como eficiente
conservante de alimentos devido ao poder redutor da substancia, sendo desta forma
consumida inconscientemente em larga escala pela populagéo. Este alto consumo pode
ndo por em risco a salde dos pacientes, mas em determinadas circunstancias, pode
alterar significativamente o resultado de uma analise laboratorial levando o clinico a um

falso diagndstico, que se ndo corrigido em tempo pode leva-lo inclusive ao 6bito.

O nivel terapéutico da vitamina C como agente terapéutico € de 0,8 mg/dl
(0,045 mmol/I) que é obtido pela ingestdo diaria de 60mg de farmaco?. Portanto cada
comprimido de 500mg eleva acentuadamente o nivel sérico e, devido ao baixo limiar de
excregdo renal do sal (1,5mg/dl - 0,085mmol/l) ha eliminagdo urinaria de
aproximadamente 40mg/dl (2,87 mmol/l) quantidade esta suficiente para tornar
negativa a quantificacgdo de uma glicosuria de 100mg/dl (5,4 mmol/l) quando

quantificada pela tira de reagentes com metodologia segundo Trinder®*,

Niveis sericos em torno de 10mg/dl (2.88 mmol/l) de vitamina C
provocam trinta e noventa por cento de inibicdo na determinacdo de glicemia e
uricemia respectivamente, propiciando, falsos resultados quando a quantificacéo € feita

pelas tiras reagentes fundamentadas na reacéo de Trinder.

OBJETIVO

Avaliar a a¢do redutora da vitamina C, em diferentes niveis terapéuticos,

sobre metodologia analitica laboratorial empregada para a quantificacdo de parametros

bioguimicos séricos “ In vitro”.



MATERIAL E METODOS

Foi preparado um “pool” de soros humanos de individuos sem uso de
medicamentos e sem suspeita de algum estado patoldgico, sendo a vitamina C
adicionada em niveis terapéuticos de 5,0mg/dl (0,28mmol/l) e de 10,0mg/dl
(0,56mmol/l). O mesmo “pool”, sem a presenca do medicamento foi usado como
controle. As quantidades do medicamentos foram adicionadas ao “pool”,
imediatamente antes do inicio das quantificacfes, para evitar a decomposi¢do natural da

substancia.

Os parametros bioquimicos séricos avaliados e respectiva metodologia de
quantificacdo foram: glicose quantificada pelo sistema glicose e oxidase peroxidase
(Trinder, 1969)°, pela hexoquinase (Widdowson & Penton, 1972)" e glicose
dehidrogenase (Banauch, 1975)% Urea quantificada por Berthelot ( Fawcett & Scott,
1960)° e pela urease no método UV ( Talke & Schubert, 1965)°. Creatinina por Caraway
(1962)", Cinético ( Heinegard & Tiderstrom, 1973)'? e da creatinina verdadeira
(Lustgarten & Wenk, 1972)%. Acido rico pela uricase oxidase DHBS (Fossati et

al.,1980)' e Caraway (1955)". Colesterol pelo colesterol oxidase e peroxidase.

As analises foram desenvolvidas em quintuplicatas em autoanalisadores
de marca Abbott modelo Abba VP e os céalculos estatisticos foram pela anéalise ndo

paramétrica de Welch (1973)* com nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise estatistica dos resultados nos mostra que a presenca de vitamina
C em amostras de soro pode alterar, “in vitro” alguns resultados das determinacdes
levando o clinico a um possivel erro de diagndstico. Nos mostra também, que a acao
interferente ocorre em funcdo do nivel sérico do medicamento e principalmente da
metodologia analitica empregada para a quantificacgdo do parametro bioquimico

estudado.



A quantificacdo da glicose ndo mostrou ser sensivel aos niveis sericos da
vitamina C quando foram empregadas as metodologias fundamentadas nos sistemas
hexoquinase e glicose dehidrogenase. No entanto quando quantificadas pelo sistema
enzimatico glicose-oxidase-peroxidase (Trinder, 1969)°, os resultados estatisticos foram
significativos para ambos niveis de vitamina C avaliados (Figura 1). Considerando-se a
variacdo percentual dos resultados pode-se perceber que o sistema enzimatico de
Trinder foi inibido pela presenca de vitamina C provocando um falso resultado com até
15% de inibicdo para o maior nivel do medicamento estudado (Figura1).

A quantificacdo da uréia pelo método enzimatico colorimétrico - reacdo de
Berthelot também apresentou resultados estatisticamente significativos embora a
inibicdo da reacdo na ordem de aproximadamente 3 a 5%, tenha sido somente para a
maior concentracdo do medicamento (Figura 1).

A analise dos resultados da quantificacdo da creatinina pelos trés métodos
propostos nos mostram uma semelhanca com a quantificacdo da glicose. Foram
estatisticamente sensiveis a acdo da vitamina C a metodologia que quantifica a
creatinina verdadeira (Heinegard e Triderstrom, 1973)'? e a metodologia proposta por
Caraway (1962)"* sendo a metodologia cinética ndo sensivel porquanto os resultados
ndo foram estatisticamente significativos (Figura 2). A analise da variacdo percentual
dos resultados mostrou, ao contrario do ocorrido com a determinacédo da glicose, que o
poder redutor da vitamina C provocou o aparecimento de discretos resultados
falsamente positivos com um percentual de 5% somente para a maior concentracgdo do
medicamento (Figura 1).

As quantificacbes do &cido urico, colesterol e triglicerideos foram
sensiveis ao poder redutor da vitamina C as rea¢des fundamentadas no sistema
enzimatico de Trinder baseados na acdo da uricase oxidase, colesterol oxidase e glicerol
oxidase, respectivamente. O poder redutor da vitamina C exerceu acdo inibidora sobre
0s sistemas enzimaticos  provocando o aparecimento de resultados falsamente
negativos sendo a uricase oxidase e a glicerol oxidase as enzimas mais sensiveis,
apresentando os maiores percentuais de inibicdo para ambas as concentraces dos

medicamentos (Figura 1).



CONCLUSOES

A vitamina C interfere “In vitro” em parametros bioguimicos em funcéo
do nivel sérico e em fun¢do da metodologia analitica empregada para a quantificacdo do
parametro, havendo diferente sensibilidade entre elas, fato este que permite ao analista
clinico fornecer um resultado laboratorial que ndo tenha influéncia do medicamento,
empregando a adequada metodologia laboratorial, procedimento este de extrema valia

para a saude do paciente e tranquilidade de trabalho para o clinico e analista clinico.
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Figura 1 - VALOR PERCENTUAL DA INTERFERTENCIA "IN VITRO" DE DIFERENTES NIVEIS

TERAPEUTICOS DA VITAMINA C.
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AVALIACAO DA SOROCONVERSAO POS VACINA RECOMBINANTE DE
HEPATITE B EM ALUNOS DO CURSO DE ENFERMAGEM DA UNIVERSIDADE
DO OESTE DO PARANA
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RESUMO

Profissionais e estudantes da area de satide (PEAS), sdo grupos de risco suscetiveis a
contaminagdo com o virus da hepatite B (VHB). A vacinagdo sistemdtica ¢ altamente
recomendada, no entanto os exames sorologicos pré e pos vacinas ndo sao indicados por alguns
servicos de saude publica no Brasil. Neste estudo foram avaliados os resultados dos
marcadores soroldgicos de 63 alunos do curso de Enfermagem da Universidade do Oeste do
Parana, pré e pos vacina contra a hepatite B. Nos resultados das andlises pré vacina, foram
encontrados 11 (17,5 %) com um ou mais marcadores positivos para o HBV, assim
distribuidos: 06 (9,5 %) anti HBc positivo, 01 (1,6 %) anti HBc e anti HBe positivo, 02 (3,2
%) anti HBc, anti HBe e anti HBs positivo, 02 (3,2 %) anti HBc, anti HBe ¢ HBs Ag positivo.
Os demais 52 (82,5 %) todos os marcadores foram negativos. Apds a terceira dose da vacina, a
taxa de soroconversao foi de 80,7 %. Os autores concluem que para populagdes de risco onde
as taxas de soroconversao sao baixas, ¢ prudente a realizagdo de testes pré e pos vacina para o
VHB.

PALAVRAS CHAVE : Hepatite B Imunizacao . Vacina contra a hepatite B . Profissionais da
area de saude . Estudantes de Enfermagem.

' Laboratério Alvaro, Cascavel, PR

* Curso de Enfermagem, Odontologia e Medicina da Univ. do Oeste do Parana (UNIOESTE), Cascavel, PR.






EVALUATION OF THE SEROCONVERSION RATE AFTER HEPATITIS B
RECOMBINANT VACCINE GIVEN TO  NURSING STUDENTS AT THE
UNIVERSIDADE DO OESTE DO PARANA

Healthcare workers and healthcare students (HCWS) are risk groups which are
susceptible to contamination with the hepatitis B virus (HBV). Systematic vaccination is highly
recommended, but serologic tests before and after vaccination are not indicated for some public
health services in Brazil. The purpose of this study was to evaluate the results of the serologic
markers of 63 students taking the Nursing course at the Universidade do Oeste do Parana,
before and after hepatitis B vaccination . The results of the analysis before vaccination were as
follows : 11 persons (17.5 % ) had one or more positive HBV markers, of whom 6 (9.5 %) had
positive anti-HBc, 1 person ( 1.6 %) had positive anti-HBc and anti-Hbe , 2 (3.2 %) had
positive anti-HBc, anti-Hbe and anti-HBs, 2 (3.2%) had positive anti-HBc, anti-Hbe and HBs
Ag. Of the other 52 persons all the markers were negative. After the third dose of vaccine the
seroconversion rate was 80.7% . The authors come to the conclusion that for the risk groups

with low seroconversion rates it is sensible to conduct tests before and after vaccination.

Key words : hepatitis B immunization . hepatitis B vaccine . healthcare workers. Nursing

students.



INTRODUCAO

A infeccdo pelo virus da hepatite B (VHB) e as suas consequéncias agudas e cronicas
sdao problemas relevantes de satide publica em todo o mundo. Anualmente morrem 1 milhao
de pessoas com cirrose, doenca cronica do figado e carcinoma hepatocelular em consequéncia
da infec¢do pelo VHB'.

A transmissao do virus do VHB ¢ feita pelas vias parenteral, sexual e vertical. Diversos
mecanismos de transmissdo foram descritos em ambiente hospitalar. A transmissdo pela via
percutanea ¢ a mais comum, podendo ocorrer com quantidade minima de sangue infectado.
Pacientes que sao HBe Ag positivos representam um grande risco devido a altos niveis de VHB
circulante. A transmissdo apos exposi¢io percutdnea ¢ de aproximadamente 30 %7 . Outros
mecanismos incluem o contato de sangue infectado com mucosas, ou pele com solugdes de
continuidade, acidentes durante o ato cirargico e contaminacio por fomites ° .

A vacinagdo sistematica de individuos suscetiveis a infec¢ao pelo HBV ¢ a maneira
mais segura de controlar a morbidade e mortalidade associadas & hepatite B* .

A infecgdo pelo VHB ¢é reconhecida como a infec¢do de maior risco ocupacional em
PEAS®. No publico em geral o risco é de 5 % e de 15 a 20 % em PEAS® .

Niveis protetores de anticorpos sao produzidos em 95 % dos adultos sadios apos a

. . 7,89
terceira dose da vacina contra o VHB ™™

. Devido ao alto nivel de soroconversao e presumida
: .. . . s s 7 -
imunogenicidade, a rotina de testes pos vacinacao nao ¢ recomendada’ . Habitualmente testar a

suscetibilidade em adultos fazendo teste pré-vacinacdo nao ¢ indicado. A decisdo para o teste

deve ser baseada na possibilidade dos custos dos mesmos serem compativeis com os custos da



vacina economizadas pela ndo vacinag@o das pessoas ja infectadas. O teste pos vacinagdo deve
ser considerado para pessoas em risco ocupacional que podem estar expostas a lesdes com
instrumentos pontiagudos, porque o conhecimento de suas resposta imune ira ajudar na
determinagdo da profilaxia adequada na pos exposicdo'™'" .

Entre os vacinados que desenvolvem adequados niveis de anticorpos a efetividade ¢
virtualmente 100 %. Os niveis de anticorpos decrescem com o tempo. Apds 7 anos, 50 % dos
vacinados apresentam baixos ou indetectaveis niveis de anticorpos. A necessidade de uma
dose de reforgo apos o decaimento dos titulos de anticorpos ¢ ainda objeto de discussdo e
debate internacionalmente® .

Todos os estudos de soroconversdo apos vacina preparada com tecnologia de DNA
recombinante tem mostrado que 5 a 10 % da populagdo sadia ¢ imunoincompetente e nao
respondem produzindo anticorpo ( anti HBs ) ao componente antigénico de superficie ( HBs
Ag) presente nas preparagdes ou que respondem fracamente. Considera-se imunocompetentes
os individuos que produzem niveis de anti HBs maiores que 100 mUI/mL, fracamente
competentes os niveis entre 10 e 100 mUI/mL e imunoincompetentes os que produzirem
niveis abaixo de 10 mUI/mL '* %14,

O trabalho realizado tem como objetivo avaliar os padrdes sorologicos encontrados pré
e pbés-vacinacao contra o VHB, o percentual de soroconversao e a necessidade da realizagdo de

testes pré e pds-vacinacdo em uma populacdo de jovens estudantes do curso de enfermagem

potencialmente suscetiveis a contaminagao pelo VHB.



MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado na regiao Oeste do Parand (Cascavel) onde hé alta prevaléncia
de hepatite B">. Foram vacinados 63 estudantes voluntarios do curso de Enfermagem da
Universidade do Oeste do Parana ( UNIOESTE), atualmente residentes em Cascavel,
provenientes de 38 cidades dos estados do Parana, Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Sao
Paulo, Rio de Janeiro e Ceara. Eram 59 mulheres e 4 homens com idades variando entre 18 € 36
anos. Nenhum dos individuos estudados apresentou historia clinica pregressa de infec¢do pelo
VHB . Foram vacinados com 3 doses ( 20 ug de proteina antigénica em 1,0 mL de suspensao)
da vacina contra o VHB aos 0, 1 e 6 meses aplicados intra-muscular na regido do deltoide. A
vacina usada foi a Engerix-B, do Laboratério SmithKline Beecham, um preparado de DNA
recombinante que contém o antigeno de superficie purificado do virus, produzido em cepas de
Saccharomyces cerevisiae geneticamente manipuladas, que levam o principal gene do antigeno
de superficie do virus da hepatite B ( 20 ung de HBs Ag adsorvido em hidroxido de aluminio
como adjuvante com 1:20000 de tiomersal). A primeira coleta de sangue foi realizada
imediatamente antes da administracdo da primeira dose da vacina e a segunda coleta, 90 dias
apos a terceira dose da vacina. Em todos os individuos foi realizada a pesquisa dos seguintes
marcadores sorologicos do VHB, por técnica imunoenzimatica de microparticulas (MEIA):
Determinagao qualitativa do Antigeno de superficie do VHB (AxSym HBs Ag), determinacao
quantitativa do Anti HBs Ag (AxSym Ausab), determinagdo qualitativa do Anti HBc (AxSym

Core) e determinacdo qualitativa do Anti HBe ( AxSym anti HBe), do Laboratorios Abbott



(North Chicago, IL - USA).

RESULTADOS

A TABELA 1 apresenta os diversos perfis sorologicos encontrados na populacdo
estudada. Das 63 amostras de soros analisadas pré imuniza¢do com a vacina da hepatite B, 52
(82,6 %) apresentaram todos os marcadores sorologicos do VHB negativos, 6 (9,5 %) com
anti HBc positivo, 1 (1,6 % ) com anti HBc e Anti HBe positivo, 2 (3,2 %) com anti HBc, anti
HBe e Anti HBs positivo e 2 (3,2 %) com anti HBc, Anti HBe e HBs Ag positivo.

A TABELA 2 apresenta os niveis soroldgicos de anti HBs apo6s a imunizagao, das 52
amostras de soros, 42 (80,7 %) mostram niveis de anti HBs maiores que 10 mUI/L (imunes),3
(5,8 %) com niveis entre 10 ¢ 100 mUI/mL ( parcialmente imunes) e 10 (19,2 %) com niveis
inferiores a 10 mU/L (ndo imunes).

Dos 9 soros que apresentaram um ou mais marcadores positivos (TABELA 3), pré
imunizagdo, em somente 1 caso (anti HBc e anti HBe positivos) houve soroconversao (anti HBs

>2.000 mU/L).



TABELA 1- PREVALENCIA DOS MARCADORES SOROLOGICOS DO VHB
PRE IMUNIZACAO COM A VACINA DE HEPATITE B.

Testes Resultado [N° [%
Anti HBc Positivo 06 9,5
Anti HBc e Anti HBe Positivo 01 1,6
Anti HBc, Anti HBe e Anti HBs Positivo 02 3,2
Anti HBc, Anti HBe e HBs Ag Positivo 02 3,2
Todos marcadores para Hepatite B | Negativo 52 82,5

TABELA 2 - NIVEIS SOROLOGICOS DE ANTI HBs APOS A IMUNIZACAO
COM A VACINA DE HEPATITE B DOS 52 ALUNOS QUE
APRESENTARAM TODOS OS MARCADORES SOROLOGICOS
NEGATIVOS PRE IMUNIZACAO

Anti HBs (mUI/mL) N %
0-10 10 19,2
10 - 100 03 5,8
100 - 200 01 1,9
200 - 500 07 13,5
500 - 1000 08 15,4
1000 - 2000 06 11,5
> 2000 17 32,6

TABELA 3 - NIVEIS SOROLOGICOS DE ANTI HBs APOS IMUNIZACAO COM
A VACINA DE HEPATITE B DOS 9 ALUNOS QUE APRESENTARAM
UM OU MAIS MARCADORES SOROLOGICOS POSITIVOS PRE
IMUNIZACAO.



Testes Resultado [N° |[Anti HBs(mUIl/mL)
Anti HBc Positivo 06 |<10

Anti HBc e Anti HBe Positivo 01 |>2000

Anti HBc, Anti HBe e HBs Ag | Positivo 02 |<10

DISCUSSAO

A prevaléncia de anti HBc isolado nas diversas populac¢des varia de 0,1 a 20 %. Altas
taxas tém sido encontradas em populacdes onde a infec¢do pelo VHB é endémica >'®'7. As
estatisticas do HEMEPAR ( Instituto de Saude do Parana — Centro de Hematologia e
Hemoterapia do Parand) mostram uma prevaléncia de anti HBc positivo em 1995 e 1996 de
33,8 % e 31,1 % na regido Oeste do Parana". No presente estudo encontrou-se 17,4 % ( 11/63)
anti HBc positivo, sendo que 9,5 % ( 6/63) apresentaram somente este marcador isolado. A
diferenca entre os dados do HEMEPAR " (33,8 % e 31,1 % de anti HBc positivo ) ¢ os dados
encontrados entre os 63 alunos do curso de enfermagem da UNIOESTE ( 17,4 %) deve-se a
origem dos alunos, quase na totalidade ( 90 %) provenientes de diversas cidades do estado do
Parand e do Brasil.

A incidéncia de portadores assintomdaticos do VHB ( HBs Ag positivo) ¢ variavel nas
diversas regides do estado do Parand, em Curitiba 0,5 %, Londrina 0,7 %, Maringd 0,5 % e
Cascavel 2,5 % ' . No presente estudo encontrou-se 3,2 % (2/63) portadores assintomaticos
do VHB com HBs Ag positivos .

Nos programas de imunizacao dos PEAS, um aspecto controverso ¢ a indicacdo dos
testes pré vacina para verificar a suscetibilidade a infeccdo e os testes pds vacinagdo para

verificacdo das respostas imunologicas. No estado do Parana, a secretaria de Satide Publica tem



implementado programas de vacinagdo em toda a populagdo de risco, no entanto os testes pré e
pos vacinacao nao sdo realizados devido aos altos custos gerados pelos exames imunoldgicos.
Estas andlises de custos ao serem reavaliadas normalmente omitem os custos decorrentes do
tratamento e consequéncias de uma hepatite cronica ativa ( HCA) pelo VHB. Os custos diretos
e indiretos da hospitalizagdo, auséncia ao trabalho atingem cifras de US$ 1.734 ( um mil e
setecentos ¢ trinta e quatro dolares americanos), para cada internamento 5

Diversos autores descrevem que niveis adequados de anticorpos sdo produzidos em 90
a 100 % de adultos sadios que receberam as trés doses de vacinacdo contra a hepatite B*°. A
analises dos resultados apresentados neste trabalho mostram que somente 80,7 % (42/52) dos
individuos vacinados obtiveram uma resposta imune adequada (niveis de anti HBs maiores que
10 mUI/mL) e que 19,2 % (10/52) nao desenvolveram imunidade ( niveis de anti HBs
menores que 10 mUI/mL). Dos 42 casos considerados como imunes pds vacina, 3 (5,8 %)
destes apresentaram niveis de anti HBs entre 10 e 100 mUI/mL, considerado uma resposta
imunoldgica fraca. Alguns estudos discutem os resultados que apresentam niveis de anti HBs
formados apos a vacina contra o VHB, principalmente quando os mesmos estdo entre as faixas
de 10 a 100 mUI/mL, considerando-os fracamente imunocompetentes, permanecendo estes,

. C ~ 4,13,14,19
potencialmente suscetiveis a infec¢ao pelo VHB ™™

. Infec¢do assintomatica pelo HBV foi
observada ap6s a imunizacdo em profissionais que trabalham em unidades de nefrologia (
indices de 0,8 %), os quais tinham niveis de anti HBs menores que 50 mUI/mL*. Foi
demonstrado que as respostas fracamente imunocompetentes ( niveis de anti HBs entre 10
mUI/mL e 100 mUI/mL), quando vacinados com uma dose adicional, apds 4 dias os niveis de

anti HBs aumentam rapidamente 2'. Existem numerosos trabalhos descritos na literatura

demonstrando que apdés a aplicagdo de 4,5,6 ou mais doses adicionais da vacina em



imunoincompetentes ou fracamente imunocompetentes, resultam em soroconversao em 50 %
dos casos '*1%%,

Diversos fatores devem ser levados em conta na avaliacdo da resposta imune e sao
complexas e pouco conhecidas as razdes pelas quais individuos adultos sadios ndo respondem
de forma satisfatoria a vacinagao contra a hepatite B, alguns estudos incluem: o sitio da injecao,
idade, sexo, fumo, imunossupresséo, fatores genéticos e psiquicos **%**,

Aproximadamente 80 a 90 % dos PEAS imunocompetentes mantém niveis protetores de
anti HBs durante 9 anos”. A necessidade de uma reavaliagio futura do estado imune para
avaliar o decaimento dos titulos de anti HBs devem ser consideradas tendo em vista o alto risco
ocupacional dos PEAS e a possibilidade da aplicagdo de doses adicionais da vacina anti VHB.

Demonstrado no presente trabalho a alta prevaléncia de resposta imunes inadequadas
(19,3 %) e em alguns casos respostas fracamente imunocompetentes (5,8 %), os autores
concluem que os testes pré e pds vacina sao uteis e imprescindiveis na avaliagdo imunologica
dos PEAS, tanto para identificar portadores assintomaticos do VHB, como para avaliar a
soroconversdo e sugerem uma avaliacdo sorologica quantitativa (anti HBs) em todos os

profissionais da area médica de Cascavel e regido Oeste do Parana que foram vacinados contra

o VHB.
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Distribuicao da Microbiota Anemodfila
em Ambiente Hospitalar

(Campina Grande, PB)

Anemophilic Microbiota distribuition in an Hospital Environment

(Campina Grande, PB)

Catdo, R.M.R.": Lima, E.O.%; Vieira, K.V.M.": Gomes, L.F.V.A.'; Ceballos, B.S.O. de®

SUMMARY - The presence of anemophilic oportunistic pathogens was analized in
15 sections of a private hospital (Campina Grande — PB), because they frequently
causes severe intrahospital aout-breaks. Samples were collected four times in
each room and analized for bacteria and fungi diversity. Cirurgical center, UTI and
nurserie were the places with higher frequency of isolations and higher genera

diversity. Penicillium, Cladosporium and NSF were the most frequent fungi.

Staphylococcus aureus resistent to oxacilin was isolated from several different

places. Nearly all the strains Gram positive and Gram-negative were sensitive to
Netilmicina and Amicacina and not to Ampicilin. It was suggest a most efficient
method of dessinfection in the hospital and an investigation between the presence

of oportunistic microrganisms and climate conditions.

RESUMO - No ambiente hospitalar é freqliente a presenga de microorganismos

oportunistas que ao infectar pacientes imunodeprimidos, idosos e criangas



causam surtos hospitalares severos. Todavia, os microorganismos selecionados
neste ambiente apresentam multi-resisténcia aos antimicrobianos de uso
rotineiro, dificultando a antibioticoterapia. Neste trabalho foi avaliada a
distribuicdo e a diversidade da microbiota anemdfila de 15 salas de um hospital
da rede privada (Campina Grande, PB), e analisado o padrao de resisténcia das
bactérias isoladas. Os resultados de 4 coletas mostraram uma diversidade de 20
géneros de fungos e 10 de bactérias (5 grupos de Gram-positivos e 5 de Gram-
negativos). O centro cirurgico, o bergéario e a UTl-adulto foram os locais de maior
contaminacgdo. Penicillium spp, Cladosporium spp e FNE foram os fungos de
maior freqléncia de isolamento. Dentre as bactérias, Staphylococcus aureus,
oxacilina resistente esteve presente na maioria dos ambientes. Netilmimica e
Amicacina foram os antibiéticos com maior sensibilidade e Ampicilina com o
menor. Recomenda-se intensificar a desinfeccdo e assepsia do hospital assim
como investigar a relagcdo entre as frequéncias de isolamento de

microorganismos patogénicos e oportunistas com as condigdes climaticas.

' CCBS/FFB — Universidade Estadual da Paraiba
2 CCSILIAC e ® AESA-DEC-CCT- Universidade Federal da Paraiba

INTRODUGAO

No ambiente hospitalar é freqlente a presengca de microrganismo no ar, no solo, nas
paredes e nos sistemas de refrigeracao, entre outros, que tem como origem os varios materiais
contaminados de uso diario (bandagens, fraldas, descartes de pegas anatdmicas, etc.). Estes
microorganismos comportam-se como oportunistas, em particular nos pacientes
imunodeprimidos, queimados e idosos, porém podem tornar-se patogénicos causando infegbes
intrahospitalares severas (Zanon,1987).

O grande numero de doengas adquiridas em hospitais constitui um problema
preocupante tanto para pesquisadores quanto para profissionais da area de saude (Silva, 1983,

Riley e col, 1984). Todavia, os microrganismos patogénicos selecionados no préprio ambiente



hospitalar tendem a apresentar multi-resisténcia aos antimicrobianos mais usados na rotina,
dificultando o tratamento (Ceballos, 1984).

O assunto é de interesse daqueles que se dedicam ao estudo dos aspectos
microbiolégicos, profilaticos e terapéuticos das infecgées oportunistas, especialmente a partir
do momento em que ficou estabelecido que um microorganismo, normalmente considerado
saprofita, em condi¢gdes adversas do hospedeiro (desnutrido, imunodeprimido, etc.) pode
desenvolver a doenga (Mameri et col., 1989; Cucé, 1993).

A ocorréncia de infecgdes por fungos anemdfilos é bastante conhecida na literatura
médica e os esporos inalados do ar tém sido incriminados como responsaveis por diversos
problemas alérgicos. Ambientes contaminados favorecem sua disseminagéo (Furtado, 1982).

Nos trépicos, as condicdes de temperatura e umidade elevados estimulam a
proliferagdo de uma microbiota abundante e diversificada, e dentro dela, dos microrganismos
oportunistas e patogénicos do ambiente hospitalar, favorecendo a instalagdo e disseminacgéao de
infecgdes intra-hospitalares. A escassez de dados regionais justifica a realizagdo de um estudo
sobre a composicao da flora anemofila hospitalar.

Este trabalho teve como objetivos principais (1) avaliar a diversidade da microbiota
anemdfila em varios locais de um hospital, em particular de fungos e de bactérias; (2)
determinar a sensibilidade bacteriana aos agentes antimicrobianos usados na rotina, (3) avaliar
a distribuicdo da diversidade da flora fungica e a frequéncia de géneros conforme o local

estudado.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida num hospital da rede privada da cidade de Campina
Grande — PB, Nordeste do Brasil.
Sua execucao ocorreu em dois periodos: (1) agosto — outubro/1994 e (2) abril/1995
1. Ambientes Estudados — Foram selecionados nove ambientes dentro do hospital,

totalizando quinze salas assim distribuidas: centro cirurgico (5 salas), enfermarias (2 salas),



sala de parto, UTl-adulto, UTl-infantil. UTI-neo natal, bercario, sala de preparo de materiais e
cozinha (1 sala de cada).

2. Coleta das amostras — A coleta das amostras foi feita mediante a exposi¢do ao ar e a 30
cm do chao, durante 5 a 10 minutos e em cada uma das salas, de placas de Petri com os
meios de cultura especificos. Foram realizadas quatro exposi¢des das placas de Petri em cada
uma das salas.

3. Meios de Cultura — Para o isolamento de fungos foi usado o meio Agar-Sabouraud e
para o isolamento de bactérias o meio de Agar-Sangue, ambos distribuidos em placas de Petri.
As placas de Agar Sabouraud foram incubadas a temperatura ambiente durante 5 a 10 dias e
as de Agar Sangue a 37°C durante 24 horas.

4. ldentificagdo — Para a identificacdo dos fungos foram feitas observagées macro e
microscépicas das coldnias. O método de micro-cultivo em Iamina utilizando-se Agar batata-
dextrose foi empregado para identificar a micromorfologia de fungos filamentosos (bolores).
Este meio estimula a esporulagdo, as vezes insuficiente ou ausente em Agar-Sabouraud
(Almeida, 1988).

Para as coldnias de bactérias crescidas em Agar-Sangue, usou-se os procedimentos
de identificacdo bacterioldgica de rotina: bacterioscopia (coloracdo de Gram) e testes
bioquimicos.

5. Antibiograma — o antibiograma foi realizado de acordo com a metodologia recomendada
segundo as normas da OMS (1981) usando-se o método de Kirby & Bauer (1966) e discos de

antibiéticos padronizados pela CEFAR.

RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta os resultados referentes a distribuicdo de géneros e espécies de
bactérias anemdfilas isoladas do ambiente hospitalar nas quatro colheitas, permitindo comparar
sua freqiéncia nos diversos locais amostrados. Da microbiota bacteriana presente, tiveram

uma ampla distribuicdo os géneros: Staphylococcus e Bacillus, que foram isolados de todos os



locais. Observou-se também a presencga de: Enterobactérias (Serratia sp., E.coli e Enterobacter
sp.), Micrococcus, Pseudomonas (Xanthomonas) maltophilia, Germes difterdides e Bastonete
Gram-Negativo (BGN)-ndo fermentador.

A Tabela 2 mostra a diversidade bacteriana ao longo das 4 coletas. Observou-se que a
maior riqueza de géneros foi encontrada na 3% amostragem (outubro/94), correspondendo a
80% do total dos géneros identificados. Dentre eles, 54% correspondeu a bactérias Gram-
positivas e 16% a bactérias Gram-negativas. Das bactérias Gram-positivas, a maior incidéncia
foi de Staphylococcus coagulase-positiva (54 cepas — 39%), seguido de Staphylococcus
coagulase-negativa (40 cepas — 31%). Em relagdo as bactérias Gram-negativas a maior
incidéncia foi de BGN n&o fermentador (10 cepas — 50%) seguido por Enterobacter sp. (5 cepas
—25%).

A Tabela 3 apresenta o padrao de sensibilidade aos antimicrobianos. Observa-se que a
Amicacina e a Netilmicina foram os antimicrobianos mais eficazes: das bactérias Gram
positivas: 100% foram sensiveis a ambos antibitticos, e das bactérias Gram negativas: 95,83%
foram sensiveis ao primeiro e 93,75% ao segundo. O antimicrobiano menos eficaz para ambos
grupos de bactérias foi Ampicilina: foram sensiveis apenas 38,22% das cepas Gram-positivas e
20,83% das cepas Gram-negativas.

A Tabela 4 apresenta a relagédo percentual dos géneros fungicos isolados em relagédo
com os locais amostrados. Observa-se que dos 20 (100%) géneros fungicos isolados, 16 (80%)
foram encontrados no centro cirurgico. A maior incidéncia foi do género Penicillium (9 locais —
100%), seguido de Cladosporium (7 locais — 77,77%), Fungo Nao Esporulado ou FNE (6 locais
— 66,66%), Mucor e Cephalosporium (5 locais — 55,55%), Aspergillus e Rhizopus (4 locais —
44,44%)).

A Tabela 5 mostra a incidéncia e diversidade fungica no Centro Cirurgico, em relagédo
ao periodo (més) do isolamento, constatando que a maior diversidade fungica foi encontrada no
més de setembro/94, quando foram isolados 10 géneros (Penicillium, Fusarium, FNE, Monilia,
Cephalosporium, Mucor, Gliocadium, Cladosporium, Paecilomyces e Rhizopus). A menor

diversidade correspondeu a o més de outubro, com 8 géneros.



O Gréfico 1 apresenta a relagéo percentual dos géneros fungicos isolados no ambiente
hospitalar durante o periodo deste estudo.
O Grafico 2 apresenta a frequéncia do aparecimento de fungos nos diversos locais

amostrados.

DISCUSSAO

Os fungos isolados nas diferentes salas do ambiente hospitalar sdo ubiquitarios e
alguns géneros podem causar infecgdes oportunistas em condigdes especiais do hospedeiros,
particularmente imunodeprimidos, queimados, criangas desnutridas e idosos (Silva, 1983).

Dentre os diferentes locais estudados, as salas do centro cirirgico apresentaram a
maior freqiéncia de aparecimento de bactérias e fungos (80%) assim como a maior diversidade
(7 géneros de bactérias e 16 de fungos), seguidos pelo bergario e UTI adulto (6 géneros de
bactérias no primeiro e 4 no segundo; e 9 géneros de fungos em ambos, com 45% de
frequéncia de aparecimento para cada um). A contaminagdo observada pode ser associada
com o fluxo humano, com a metodologia de limpeza e com uma provavel baixa eficiéncia dos
desinfetantes utilizados.

A microbiota mostrou-se bastante rica, com uma diversidade de 20 géneros. Os fungos
mais frequentes foram Penicillium spp, cosmopolita que esteve presente em todos os
ambientes (100% de frequéncia), Cladosporium (77,7%), FNE (66,6%) e Cephalosporium spp,
Mucor spp, Monilia spp e Rhizopus (55,5%). Estes resultados correspondem com os achados
de Farias (1967) o qual observou em Belo Horizonte, processos alérgicos. Resultados
semelhantes foram obtidos por Furtado (1961) em Manaus.

A tarefa de eliminar todas as formas viaveis de microorganismos de um determinado
ambiente dentro do hospital é bastante complexa e dificil, pois apesar da assepsia e desinfecao
rotineiras do local, os fatores que contribuem para a permanéncia ou penetracdo de

microorganismos sao muito variados e dependem do fluxo humano e de suas condi¢des de



higiene, da ventilacdo, da temperatura e da umidade ambiental, entre outros (Lacaz; 1977;
Silva, 1983).

Com relagdo as amostragens ao longo de diferentes épocas, os resultados das
frequéncia de aparecimento e da diversidade de géneros ndo mostraram modificagdes
significativas. Estes resultados evidenciam que a pesar de sua periodicidade, os processos de
limpeza, dessinfec¢do e assepsia ndo foram melhorados ao longo do periodo de duragéo deste
estudo. De fato, no més de setembro, a maior diversidade e frequéncia de isolamentos de
varios fungos pode ser associada com reformas que estavam sendo executadas no hospital.

Das bactérias identificadas, as que mais despertaram interesse médico foram os
Staphylococcus MRSA (oxacilina-resistentes). Constatou-se que das 54 (33,33%) cepas
isoladas 17 foram MRSA. Estas distribuiram-se no centro cirurgico (6), UTl-adulto (4), UTI-
infantil e enfermaria (2 em cada local), UTl-neo natal, bercario e sala de preparo de
medicamento (1 em cada local).

O padrao bacteriano de sensibilidade-resisténcia aos antibidticos caracterizou-se pela
maior sensibilidade para Netilmicina (100% das bactérias Gram-positivas e 95,83% das Gram-
negativas) e Amicacina (10% das Gram-positiva e 93,75% das Gram-negativas). A menor
sensibilidade foi para a Ampicilina: apenas 38,2% das cepas Gram-positivas e 20,8% das
Gram-negativas. Vancomicina foi bastante ativa para Gram-positivos: 99,51% das cepas foram

sensiveis.

CONCLUSOES

A grande diversidade e a elevada frequéncia de isolamento dos fungos e bactérias
encontradas no centro cirurgico, bergéario, sala de parto e UTI adulto e infantil, entre outros
locais, é preocupante visto que nestes ambientes deve-se esperar auséncia de microrganismos
ou presenca bastante reduzida com escassa freqiiéncia de isolamento.

A maior diversidade fungica observada no més de setembro de 1994, no inicio do verédo

ou estagao seca, se relacionou com reformas no hospital, evidenciando pouca eficiéncia das



medidas preventivas adotadas para evitar a entrada de poeira dentro dos ambientes mais
delicados, como UTI e centro cirurgico. A maior diversidade de bactérias foi detectada no més
de Outubro de 1994, um més apds ter ocorrido a maxima diversidade de fungos e pode ser
relacionada com os ventos secos deste periodo.

A contaminagdo observada pode ser associada com o fluxo humano, com a
metodologia de limpeza e com uma provavel baixa eficiéncia dos desinfetantes utilizados.

Sugere-se que sejam adotados métodos de desinfeccdo e assepsia mais eficientes
para reduzir a microbiota desses ambientes e eliminar os Staphylococcus aureus,
particularmente os oxacilina resistente (MRSA).

Recomenda-se a realizagdo de um estudo mais amplo e dirigido a identificacdo de
fungos filamentosos e leveduriformes patogénicos presentes no ambiente hospitalar assim

como a avaliagao entre sua presencga e diversidade em relagao com as condigdes climaticas.
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TABELA 1a
Distribuicdo de bactérias anemdfilas de ambiente hospitalar (Campina Grande — PB)

BACTERIAS ISOLADAS (Agar Sangue)

AMOSTRAGEM
LOCAIS
12 (29/08/94) 22 (15/09/94) 32 (26/10/94) 42 (07/04/94)
St. Coag. +
Sala A St. Coag. + Bacillus spp. St. Coag. — St. Coag. +
St. Coag. - Micrococcus spp St. Coag. -
BGN nao fermentador
SalaB Bacillus spp N&o houve crescimento St. Coag. + St C +
em nenhuma das placas Bacillus spp - ~oag.
Enterobacter spp St. Coag. -
St. Coag. +
CENTRO SalaC St. Coag. + St. Coag. — B
CIRURGICO Ps. maltophilia g;cf;’lgzi St. Coag. +
PP St. Coag. -
SalaD St. Coag. + Bacillus spp St. Coag. + St. Coag. +
St. Coag. - St. Coag. -
St. Coag. + St. Coag. +
SalaE St. Coag. + St. Coag. - Micrococcus spp St. Coag. —
Bacillus spp Bacillus spp

¢ Nao Examinado




TABELA 1b

Distribuicdo de bactérias anemdfilas de ambiente hospitalar (Campina Grande — PB)

BACTERIAS ISOLADAS (Agar Sangue)

AMOSTRAGEM
LOCAIS
12 (29/08/94) 22 (15/09/94) 32 (26/10/94) 42 (07/04/94)
Germes Difteréides
SALA DE PARTO St. Coag.+ »* Bacillus spp Bacillus spp
E. coli BGN nao fermentador
Enterobacter spp
BGN néo fermentador
St. Coag. + St. Coag. +
BERCARIO * Bacillus spp
St. Coag. — St. Coag. - BGN néo fermentador
Bacillus spp Enterobacter spp
St. Coag. + St. Coag. + St. Coag. +
Adulto St. Coag. — St. Coag. — St. Coag. — *
Bacillus spp Germes Difteréides Bacillus spp
Bacillus spp St. Coag. +
UTI Infantil St. Coag. - St. Coag. - St. Coag. — »*
Serratia spp BGN Nao fermentador
St. Coag. +
Neo-Natal St. Coag. - * St. Coag. — »*
BGN nao fermentador

¢ N&o Examinado




TABELA 1c

Distribuicdo de bactérias anemdfilas de ambiente hospitalar (Campina Grande — PB)

BACTERIAS ISOLADAS (Agar Sangue)

AMOSTRAGEM
12 (29/08/94) 22 (15/09/94) 32 (26/10/94) 42 (07/04/94)
Bacillus spp St. Coag. +
SALA DE PREPARO DE MATERIAIS * »*
St. Coag. —
Bacillus spp
BGN Né&o fermentador
St. Coag +
SALA DE MEDICAMENTOS »* »* Germes Difteroides »*
Enterobacter spp
St. Coag. +
* * Bacillus spp *
BGN Né&o fermentador
Enterobacter spp
Queimados »* St. Coag. — »* *
Bacillus spp
ENFERMARIAS
Ramal 1101 »* St. Coag. — »* »*
Bacillus spp

¢ Nao examinado




Diversidade Bacteriana de Ambiente Hospitalar, no periodo de agosto/94 a abril/95

TABELA 2

GRAM POS. (130)

AMOSTRAGEM/N® DE CEPAS ISOLADAS

N° Total de Cepas /
(%)

12/ (33) 2%/ (25) 3%/ (54) 42/ (21) 130 (86,70%)
M St. Coag. + 9 4 26 5 54 (39,23%)
I St. Coag. — 10 6 12 12 40 (30,76%)
C 2 2 1,53%
R Micrococcus spp — — — (1,53%)
0]
O Bacillus spp 4 12 11 4 31 (23,84%)
R
G Germes Difterdides — 3 3 — 6 (4,60%)
ﬁ GRAM NEG. (20) 12/ (0) 22/(3) 32/(16) 42/ (1) 20 (13,30%)
I
S Ps maltophilia * — 1 — — 1 (5,00%)
M
0 BGN A fermentador — — 9 1 10 (50,00%)
S 0
E. coli — — 2 — 2 (10,00%)
Enterobacter spp — — 5 — 5 (25,00%)
Serratia spp — 2 — — 2 (5,00%)
Total de Géneros
Identificados (%) 10 (100%) 3 (30%) 6 (60%) 8 (80%) 4 (40%) 150 (100,00%)

* Atualmente: Xanthomonas maltophilia




Padréao de Comparagéo de Sensibilidade aos antimicrobianos

TABELA 3

AMOSTRAGENS PERCENTUAL
DE
ANTIBIOTICOS SENSIBILIDADE
12 22 32 42
TESTADOS AGOSTO/94 SETEMBRO/94 OUTUBRO/94 ABRIL/95
31 0 24 3 54 16 21 1 130 (%) 20 (%)
GRAM + GRAM - GRAM + GRAM - GRAM + GRAM - GRAM + GRAM - GRAM + GRAM -
Cloranfenicol  (CLO) 75,75 — 79,16 66,66 70,59 62,50 90,47 100,00 |78,99 76,38
Gentamicina  (GEN) 96,90 — 91,66 33,33 92,16 93,75 95,23 100,00 93,98 75,93
Netilmicina (NET) 100,00 — 100,00 100,00 100,00 87,50 100,00 100,00 100,00 95,83
Tetraciclina (TET) 75,75 — 83,33 33,33 78,44 87,50 61,90 100,00 74,85 73,61
Tobramicina  (TOB) 93,93 — 100,00 33,33 84,32 87,50 95,23 100,00 93,37 73,61
Amicacina (AMI) 100,00 — 100,00 100,00 100,00 81,25 100,00 100,00 100,00 93,75
Ampicilina (AMP) 60,60 — 41,66 0,00 45,10 62,50 9,52 0,00 38,22 20,83
Carbenicilina  (CAR) 92,12 — 83,33 66,66 92,16 81,25 76,19 100,00 85,95 82,63
Cotrimoxazol  (SUT) 51,51 — 58,33 100,00 49,02 56,25 80,95 100,00 59,95 85,41
Lincomicina (LIN) 81,81 — 66,66 — 39,22 47,61 — 58,82

Oxacilina (OXA) 75,75 — 50,00 — 47,06 — 89,71 — 65,63 —

Eritromicina (ERI) 72,72 — 45,83 — 58,33 — 52,38 — 57,31 —

Penicilina G (PEN) 60,60 — 41,66 — 45,10 — 9,52 — 39,22 —

Cefalotina (CFL) 92,12 — 87,50 — 41,18 — 28,57 — 62,34 —
Ceftriaxona (CRO) — — — 0,00 — 50,00 — 100,00 — 50,00
Ciprofloxacim  (CIP) — — — 100,00 — 81,25 — 100,00 — 93,75
Aztreonama  (ATM) — — — 66,66 — 25,00 — 0,00 — 30,55
Cefotaxina (CTX) — — — 0,00 — 50,00 — 100,00 — 50,00
Cefoxitina (CFO) — — — 0,00 — 56,25 — 100,00 — 52,08
Cefoperazona (CPZ) — — — 0,00 — 56,25 — 100,00 — 52,08

Vancomicina  (VAN) 100,00 — 100,00 — 98,04 100,00 — 99,51




TABELA 4

Relagado do percentual dos Géneros fungicos isolados e dos locais amostrados

LOCAIS USADOS PARA AMOSTRAGEM TOTAL DE
AMBIENTES =9
N2 | GENERO DE FUNGOS | Centro |[Salade|Bergario| UTI |UTINeo-| Enferm. Enferm. | Sala Preparo N°e % dos
ISOLADOS Cirargico | Parto Adulto | Natal e | Queimados | Especial Mat. e Cozinha| Géneros Flngicos
Infantil Medicamentos no Ambiente

Hospitalar

01 Aspergillus X X X X 4=44,44%
02 Penicillium X X X X X X X X X 9=100,00%
03 Cephalosporium X X X X X 5=55,55%
04 Mucor X X X X X 5=55,55%
05 Fusarium X 1=11,11%
06 Cladosporium X X X X X X 7=77,77%
07 Monilia X X X X X 5=55,55%
08 Gliocadium X X 2=22.22%
09 Paecilomyces X X 2=22,22%
10 Rhizopus X X X X X 5=55,55%
11 Curvularia X X X X 4=44,44%
12 Epicoccum X 1=11,11%
13 Trichoderma X 1=11,11%
14 Geotrichum X X 2=22,22%
15 Syncephalastrum X X 2=22,22%
16 F.N.E. X X X X X X 6=66,66%
17 Levedura X X 2=22,22%
18 Sporobolomyces X 2=22,22%
19 Scapulariopsis X 1=11,11%
20 Phoma X 1=11,11%

Total de Géneros
Fungicos=20 16 (80%) |7 (35%)| 9 (45%) |9 (45%) | 4 (20%) 4 (20%) 4 (20%) 6 (30%) 7 (35%)
N2 e % por Local




TABELA 5

Incidéncia e diversidade fungica no Centro Cirurgico, em relagéo ao periodo (més) do Isolamento

MICROORGANISMOS ISOLADOS

Agosto/94 Setembro/94 Outubro/94 Abril/95
o Aspergillus e  Penicillium e F.N.E. e Cladosporium
LOCAL e  Penicillium e Fusarium e Curvularia e Curvularia
e Cephalosporium e F.N.E. e Cladosporium e Penicillium
e  Mucor o  Monilia e Penicillium e Epicoccum
e  Fusarium e Cephalosporium e Rizopus e  Geotrichum
e F.NE. e Mucor e Epicoccum e Syncephalastrum
e Cladosporium e Gliocadium e  Fusarium e Cephalosporium
e Scapulariopsis e Cladosporium e Trichoderme e Mucor
e Geotrichum e Paecilomyces e F.N.E.
e Rhizopus
N° DE GENEROS DE
FUNGOS ISOLADOS 9 10 8 9




Grafico 1 - Frequéncia de Aparecimento de Fungos no Ambiente Hospitalar
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Grafico 2 - Percentual dos Géneros Fl'mgico“é no Ambiente Hospitalar
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SUMMARY

Cryptosporidiosis is caused by a protozoan that can produce enteritis in humans.
The disease is mainly diagnosed in immunocompromised individuals, but is known to
attack also healthy persons. The authors analyzed 3,365 fecal samples obtained from
patients with diarrhea of etiology to be clarified from June 1990 to June 1997 at the
Emergency Unit of the University Hospital in Ribeirdo Preto - SP. Positivity for
Cryptosporidium was 14.00% in children and 24.30% in adults. Of the 409 positive
samples from children, 21.50% (85 samples) also showed the associated presence of other
enteropathogens. The same association was observed in 14.50% (16 samples) of the 110
positive samples from adults. These data indicate that Cryptosporidium is one of the most
frequent etiologic agents of diarrhea in children and adults, associated or not with other

enteropathogens.



RESUMO

A criptosporidiose ¢ causada por um protozoario que pode produzir enterite em humanos.
A doenga ¢ diagnosticada principalmente em individuos imuno-comprometidos, mas sabe-
se que este protozoario acomete também pessoas higidas. Os autores analisaram no periodo
de junho de 1990 a junho de 1997, na Unidade de Emergéncia do Hospital das Clinicas de
Ribeirdao Preto — SP. 3.365 amostras de fezes destinadas a pesquisa de Cryptosporidium sp
em pacientes com quadro diarréico a esclarecer. A positividade para Cryptosporidium foi
de 14,00% em criancas ¢ 24,30% em adultos. Das 409 amostras positivas em criangas,
verificou-se associagdo com outros enteropatégenos em 21,50% (85 amostras) dos casos.
Essa mesma associagdo foi observada nas 110 amostras positivas em adultos, cuja
porcentagem foi de 14,50% (16 amostras). Esses dados indicam que este protozoario ¢ um
dos mais freqiientes agentes etiologicos da diarréia em criancas e adultos, com ou sem

associacao de outros enteropatogenos.



INTRODUCAO

Denomina-se criptosporidiose a infec¢ao causada por coccideos do género
Cryptosporidium e tem sido descrita em animais (passaros, peixes € mamiferos) e no
homem, sobretudo em criangas, adultos ndo imunes ¢ em imuno-comprometidos.3 613,20
Cryptosporidium sp foi identificado pela primeira vez na mucosa gastrica de camundongos
assintomaticos em 1907 por Tyzzer °, mas o primeiro caso de criptosporidiose humana foi
descrito em 1976."* '* O Cryptosporidium sp passou a ser incriminado como um dos
agentes causadores da diarréia persistente e de dificil tratamento, especialmente em
individuos imuno-comprometidos. De localizagdo peculiar nos enterocitos, a presenga
desse coccideo estd relacionada a um desequilibrio hidroeletrolitico em decorréncia da
atrofia dos vilos e hiperplasia das criptas, provocando sintomas como uma diarréia profusa,
podendo ser acompanhada ou nio de colica, nausea, vomito e desidratagdo." > '°

A espécie detectada em mamiferos ¢ o C. parvum, o qual tem habilidade de infectar
uma grande variedade de hospedeiros e capacidade de se desenvolver em diferentes
tecidos.>**

A criptosporidiose destacou-se na década de 80, com o surgimento da AIDS, pois a
associacao entre AIDS e Cryptosporidium em pacientes imuno-comprometidos ¢ muito
freqiiente.”” Atualmente, sabe-se que é freqiientemente transmitida de pessoa a pessoa e
por 4gua e alimentos.” ' Meinhardt & cols'' incluem na populacio de risco pessoas que
tiveram contato com familiares e parceiros sexuais contaminados, profissionais da saude,
usuarios de piscinas publicas e viajantes de regides endémicas.

O Cryptosporidium sp pode ser identificado por varias técnicas de triagem e
investigacdo laboratorial. O diagnéstico da criptosporidiose entérica depende
principalmente da deteccdo do oocisto nas fezes de pacientes infectados. Varias coloragdes

convencionais tém sido adaptadas para melhor deteccdo desse protozodrio. Os métodos

imunoldgicos tém sido desenvolvidos usando anticorpos monoclonais marcados, mas essas



preparagdes sdo caras para a rotina. Alguns métodos de triagem sdo mais sensiveis que
outros ¢ demandam habilidade, experiéncia e controle de qualidade do laboratério.” !

Esse trabalho visa avaliar a prevaléncia de Cryptosporidium sp em pacientes com
quadro diarréico a esclarecer, atendidos no Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Ribeirdao Preto da Universidade de Sao Paulo (HC - FMRP-USP), esperando-

se também contribuir para os dados da infec¢ao nesta populacao.



MATERIAL E METODOS

1) Material

Foram analisadas amostras de fezes de pacientes atendidos, na Unidade de
Emergéncia do HC - FMRP-USP, distribuidas entre 452 de adultos e 2.913 de criangas.
Esta populagdo inclui pacientes imuno-competentes com diarréia aguda e cronica e
também imuno-comprometidos por diversas causas, como neoplasias, AIDS e outras

doencas. As amostras foram coletadas e analisadas entre junho de 1990 e junho de 1997.

2) Metodologia

2.1) Analise das fezes

A pesquisa de Cryptosporidium sp, foi realizada no Laboratorio de Microbiologia
da Unidade de Emergéncias do HC - FMRP-USP. Concomitantemente foram realizadas a
pesquisa de outros enteropatdégenos como rotavirus € os microorganismos classicos
causadores de diarréia, através da andlise bacterioldgica das fezes.

A pesquisa de oocistos de Cryptosporidium sp nas fezes foi realizada pelo método
de concentragdo Formol Acetato de Etila (FAE), seguida da coloragcdo pelo método de
Kinyoun modificado, ap6s fixagdo e preservagio pela formalina a 10%.’

Paralelamente foram realizadas a coprocultura com as mesmas amostras de fezes.
Parte desse material foi semeado nos meios (MacConkey, Salmonella-Shigella [SS] e caldo
Selenito) preconizados para a realizagao da coprocultura.

Para isolamento do Campylobacter sp a medotologia utilizada foi a descrita por
Skirrow, 1977, enquanto que, a detec¢do do rotavirus foi feita através de um teste de
aglutinagdo pelo latex, utilizando um Kit comercial do Laboratorio BioMérieux (Slidex

Rota-Kit 2®), cujo principio baseia-se nas observagdes de Sambourg & cols 1985."



RESULTADOS

Num periodo de 7 anos foram examinadas 3.365 amostras de fezes diarréicas,
sendo que a positividade de Cryptosporidium sp foi de 14,00% (409 amostras) para o
grupo de criangas e 24,30% (110 amostras) para adultos (Tabela 1). Verificou-se em 110
amostras positivas para Cryptosporidium sp em adultos a associacdo com outros
enteropatogenos em 16 (14,50%) casos e nas 409 amostras em criancas houve associagdo
em 85 (20,70%) casos (Tabela 2).

As principais associagdes verificadas em criancas foram: 47 com EPEC
(Escherichia coli enteropatogénica cléssica), 17 com Salmonella sp, 10 com Shigella sp, 8
com Campylobacter sp e 3 com rotavirus (Tabela 2). Em relacdo aos adultos nao

observamos predominancia de qualquer associagao (Tabela 2).



DISCUSSAO E CONCLUSOES

Observou-se significativa positividade de Cryptosporidium sp em fezes diarréicas
de adultos (24,30%) e criancas (14,00%), detectou-se também a freqiiente associacdo com
outros patogenos intestinais considerados classicos.

Em relagdo aos pacientes “negativos”, ou seja, que tiveram suas fezes analisadas
laboratorialmente e onde ndo foram isolados nenhum agente potencialmente patogénico,
acreditamos que representam um grupo distinto que inclui casos de origem viral e
bacteriana, conforme ja sugerido por Uhnoo & cols em 1987.!

A taxa de positividade detectada possivelmente esta relacionada a multiplos fatores
como por exemplo, idade dos pacientes, nivel socio-econdmico e cultural, além da
procedéncia da populagio (areas rurais),'® pois a populagdo atendida pelo HC — FMRP-
USP ¢ em sua grande maioria formada por individuos de baixa renda, que vivem na
periferia da cidade ou em areas rurais. A presenga de pacientes imuno-comprometidos na
amostragem, certamente contribuiu para a positividade observada.

A participagdo do Cryptosporidium sp na diarréia em criangas foi avaliada
inicialmente em 1983 por Tizpori & cols.”’ Semelhantemente as bactérias, sua
expressividade nos paises desenvolvidos ¢ discreta, entretanto assume grande importancia
nos paises em desenvolvimento, com uma prevaléncia de at¢ 5 a 20%, dado esse

9,20
concordante com os nossos resultados.”

Em relacdo aos adultos, a alta positividade de
criptosporidiose em nossa casuistica deve-se ao fato dos pacientes analisados terem baixo
nivel socio-cultural, residirem em 4reas rurais ou na periferia da cidade, como afirmamos
acima. A incidéncia em adultos pode aumentar em surtos devido a contaminacdo de aguas
ou alimentos.

Analisando separadamente os grupos de criangas e adultos, observa-se no grupo de

criangas, que a taxa de associag¢do de enteropatdogenos foi de 20,70%. Nos adultos a mesma

associacdo foi de 14,50%. Essa associa¢do ja foi observada por outros pesquisadores



sugerindo que a presenca de infecgdes mistas produz efeitos sinérgicos, podendo aumentar
a duracdo do quadro diarréico, e predispondo o individuo a outras infecgcdes. Em
populagdes pobres de paises em desenvolvimento ¢ habitual a presenga dessas associagoes,
pois os individuos sdo expostos precocemente a uma variada gama de enteropatogenos.” A
associacdo de enteropatogenos promove a exacerbacdo do quadro clinico do paciente,
podendo ser causa imediata de obito, septicemia, hipoglicemia, hipocalemia, desidratagao,
dentre outros.” **

Apesar dessas observacdes quanto a freqiiéncia de infecgdes mistas, Cecarelli &
cols em 1993* discordam da sua importancia, tendo em vista a baixa percentagem na sua
casuistica, apenas 1,2%.

A despeito desses fatos, a deteccao da associagdo de agentes etiologicos na diarréia
¢ de extrema importancia para o clinico, na conducao do tratamento do paciente. Cabe ao
laboratorio de microbiologia o conhecimento dessa associacdo ¢ a implantagdo de testes
microbiologicos capazes de isolar os multiplos agentes etioldgicos das diarréias.

O presente trabalho demonstra que os enteropatdégenos constituem um problema de
saude publica, sendo a criptosporidiose uma doenca emergente em nosso meio que requer
uma vigilancia e prevengao efetiva, demandando um trabalho coordenado entre médicos,
epidemiologistas, microbiologistas e autoridades publicas. Propomos entdo a analise
rotineira desse protozoario, bem como, os outros enteropatogenos, principalmente em

criangas que apresentem fezes diarréicas.
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Tabela 1 — Freqiiéncia de Cryptosporidium sp em amostras de fezes na populacao atendida

no HC — FMRP-USP, no periodo de 1990-97.

Grupo de amostras Fezes diarréicas Positividade
(N®) (N®) (%)
Criancas 2.913 409 14,00
Adultos 452 110 24,30

Total 3.365 519 15,42
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Tabela 2 — Freqliéncia e associacdes de outros enteropatdogenos na populacao atendida no

HC — FMRP-USP, cujas fezes mostraram positividade para Cryptosporidium

Grupo de | Associagcdes ,
AMostras N© (%) Enteropatogenos
EPEC Salm. Shig. Camp. Rota.
N® % | N % |N® % |N® 9%|N® %
Criangas 85 20,70 |47 11,5017 42010 2,40(8 1,903 0,70
Adultos 16 14,50 | 04 3,60 | 08 7,30 | 04 3,60 | — -\ - —

EPEC: Escherichia coli Enteropatogénica Classica; Salm.: Samonella sp; Shig.: Shigella sp; Camp.:
Campylobacter sp; Rota.: Rotavirus.



Niveis plasmaticos de acido ascorbico em pacientes infectados
pelo HIV apés suplementacio com acerola (Malpighia glabra L.)"
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ra’, Joana D’arc da Silveira Frade".

RESUMO

Devido a escassez de pesquisas sobre o estado vitaminico C, e, sabendo-se dos efeitos da vitamina
C no sistema imunolégico, objetivou-se neste trabalho, verificar o impacto de uma suplementagio
com suco de acerola (Malpighia glabra L.) nos niveis plasmaticos de acido ascorbico de 18 paci-
entes infectados pelo HIV, de ambos os sexos, classificados em dois grupos: experimental e con-
trole. O grupo experimental recebeu a suplementacdo, contendo em média 500 mg de acido ascor-
bico durante 35 dias consecutivos, €, 0 grupo controle recebeu um placebo. Realizou-se uma coleta
de sangue para mensurar os niveis de acido ascérbico no 1° e no 36° dia do experimento. Os resul-
tados mostraram que no primeiro dia do experimento 50% dos pacientes do grupo controle apre-
sentaram niveis normais de &cido ascorbico (>0,80al,60mg/dl), 25% caréncia moderada
(0,2020,80mg/dl), 12,5% caréncia grave (<0,20mg/dl) e 12,5% niveis acima do normal
(>1,60mg/dl). No final final do experimento, 37,5% apresentaram niveis normais
(>0,80a1,60mg/dl), 50% caréncia moderada (0,20a0,80mg/dl) e 12,5% niveis acima do normal
(>1,60mg/dl). Antes da suplementagdo vitaminica, 60% dos pacientes do grupo experimental mos-
traram caréncia moderada (0,20a0,80mg/dl), 30% niveis normais (>0,80al,60mg/dl) e 10% niveis
acima do normal (>1,60mg/dl). Apods a suplementacao, 80% dos pacientes acusaram niveis nor-
mais (>0,80a1,60mg/dl), e 20% caréncia moderada (0,20a0,80mg/dl). Os dados encontrados reve-
laram que a suplementacdo com acerola aumentou significativamente os niveis plasmaticos de

acido ascorbico nos pacientes infectados pelo HIV do grupo experimental.

PALAVRAS-CHAVE = AIDS, suplementagdo com acido ascorbico, acerola, imunidade, HIV.
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SUMMARY

Because of scarcity of researches about the vitaminic C state, and, kowing the vitamin C effects in
the immunologic system, it was intended, in this work, to verify the impact of a supplementation
with “acerola” juice (Melpighia glabra L.) in plasmatic level of ascorbic acid in 18 patients
infected by HIV, from both sexes, classified in two groups: experimental and control. The
experimental group received the supplementation, containing on an average 500 mg of ascorbic
acid during 35 consecutive days, and, the control group received a placebo. It was realized a col-
lect of blood for measure the ascorbic acid level in the 1* and in the 36™ day of experiment. The
results showed that in first day of experiment 50% control group’s patientes exhibited normal le-
vels of a ascorbic acid (>0,80 to 1,60 mg/dl), 25% moderated lack (0,20 to 0,80 mg/dl), 12,5%
serious lack (<0,20 to 0,80 mg/dl) and 12,5% levels above normal (>1,60 mg/dl). In the finish of
experiment, 37,5% presented normal levels (>0,80 to 1,60 mg/dl), 50% moderated lack (0,20 to
0,80 mg/dl) and 12,5% levels above normal (>1,60 mg/dl). Before the vitaminic suplementation,
60% of the experimental group’s patientes showed moderated lack (0,20 to 0,80 mg/dl), 30% nor-
mal levels (>0,80 to 1,60 mg/dl) and 10% levels above normal (>1,60 mg/dl). After the suplemen-
tation, 80% of patients indicated normal levels (>0,80 to 1,60 mg/dl) and 20% moderated lack
(0,20 to 0,80 mg/dl). The data found revealed that the suplementation with “acerola” increased

considrably the plasmatic levels of ascorbic acid in th patients infected by HIV of experimental

group.

KEY WORDS = AIDS, suplementation with ascorbic acid, “acerola”, immunity, HIV




INTRODUCAO

Nos dias atuais, a interrelagdo entre imunidade, infec¢ao e desnutrigcdo citada por
diversos autores, entre eles, SOARES et al® ¢ 44, AUGUSTO? WAITZBERG" esta tam-
bém presente na Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS).

Diversos fatores tem contribuido efetivamente para debilitar o estado nutricional
de pacientes com AIDS. Para FERRINI' as manifesta¢des presentes no curso clinico da
AIDS podem modificar a ingestdo oral e o estado nutricional destes pacientes como tam-
bém a terapia com drogas (AZT, DDI...) pode interferir na absor¢ao e metabolismo de nu-
trientes. AUGUSTO?, descreve, que, por ser o paciente aidético imunodeprimido, e, suas
necessidades nutritivas estarem aumentadas, este paciente se torna um desnutrido em po-
tencial, devendo, portanto, receber um aporte médio de 500 calorias acima dos requerimen-
tos energéticos normais.

Trabalhos realizados relatam que a caréncia subclinica de vitaminas altera véarias
fungdes organicas, prejudicando a saude dos individuos, deixando-os vulneraveis a deter-
minadas patologias (COSTA®).

HALFELD'® ¢ GUILLAND, LEQUEU" , recomenda a utilizagio de suplementos
vitaminicos em situagdes como stress, dietas hipocaldricas, fumantes, alcoolotras, em es-
quemas de treinamento fisico intenso, idosos e absor¢ao alimentar prejudicada. Desta for-
ma, uma suplementacao de vitamina C podera contribuir, repondo as perdas ocorridas e

mantendo os niveis séricos de acido ascorbico destes pacientes dentro dos niveis normais,



tendo em vista que o paciente aidético apresenta uma hiperatividade metabodlica (SOA-
RES*), fazendo-se necessario, portanto, uma reposi¢io periddica destes elementos.

Segundo SCHWARTZ, WEISS®® h4 uma relacio estatisticamente significativa
entre a quantidade de vitamina C ingerida e a incidéncia de infecgdes respiratorias, com
efeito protetor no desenvolvimento dos sintomas respiratorios cronicos. Pelos dados do
Ministério da Satde®® , as infec¢des oportunistas mais incidentes que acometem os pacien-
tes com AIDS tém sido, entre outras, pneumonia por pneumocistis carinii (31,2%) e tuber-
culose (19,9%) relacionadas ao trato respiratorio, sendo a segunda e terceira mais freqiien-
tes, respectivamente, perdendo apenas para a Candidiase (54%).

SCHORAH et al®’, descreve em seu trabalho que os niveis de vitamina C estdo
consideravelmente comprometidos, particularmente em processos fisioldgicos cuja defesa
organica esta consideravelmente comprometida, como em pacientes graves submetidos a
unidade de tratamento intensiva (UTI), acometidos por doencas severas agudas ou croni-
cas, incluindo, injarias acidentais, septicemia, pacientes em recuperacao poOs-cirargica e
insuficiéncia organica. Varios fatores relacionados ao processo da doenga contribuem para
uma diminuic¢ao das concentracdes desta vitamina nestes pacientes.

Conforme os experimentos de SIEGEL et al*® a vitamina C intensifica a formagéo
de interferon e tem um papel na modulacao da resposta imunoldgica.

ENSTROM et al’ em seus estudos, relatou a reducio geral da mortalidade em pa-
cientes acometidos por varias moléstias apds o uso da suplementagao com vitamina C.

SILVA et al* , descrevem, em criancas desnutridas com deficiéncia de vitamina
C, a importancia do acido ascorbico na atividade fagocitaria e litica de neutréfilos frente
ao antigeno Candida albicans. Apds suplementagao com acerola houve um aumento signi-

ficativo da fagocitose e da percentagem de lise das células, provavelmente devido a influ-



éncia que a vitamina C exerce sobre os fatores de reconhecimento e atividade enzimatica
do fagdcito.

LEVINE et al*® , enfatiza os efeitos positivos da vitamina C em doencas coronari-
anas, mortalidade geral, congestdo e no tempo de desenvolvimento da AIDS.

A associagdo dos efeitos da vitamina C na diminui¢ao da progressao da AIDS, em
homens homossexuais/bissexuais infectados pelo virus HIV-1, foi descrita por TANG™.
Em seus estudos, durante um periodo médio de 6-8 anos, estes pacientes foram examinados
através de um questionario semiquantitativo de freqiiéncia alimentar para analise da ingesta
total de micronutrientes (vitamina C, B, niacina, zinco, vitamina A). O pesquisador che-
gou a conclusdo que pacientes com altos niveis de acido ascorbico, proveniente tanto da
dieta como de suplementos nutricionais demoraram mais tempo para desenvolver os sin-
tomas da AIDS.

Sabendo-se dos efeitos da vitamina C a nivel do sistema imunolégico (MEYDANI
et al’® ; WEIMANN, WAISER® ; OLM, CAMPOS?"), a manutencio dos niveis normais
desta vitamina nos pacientes acometidos pela AIDS, cujo sistema imune estd altamente
comprometido, torna-se extremamente importante. Logo, objetivou-se neste trabalho, co-
nhecer os niveis de vitamina C no plasma destes pacientes e os efeitos da suplementagao

com esta vitamina.

MATERIAL E METODOS

Foram incluidos neste estudo 18 pacientes infectados pelo virus HIV. Esta amos-

tra foi dividida em dois grupos: experimental com 10 pacientes que receberam suplementa-



¢do com suco de acerola, contendo em média 500 mg de acido ascorbico, durante 35 dias
consecutivos, €, o grupo controle com 8§ pacientes que receberam o placebo.

Inicialmente, foi feita uma coleta de sangue com os pacientes em jejum por um
periodo de 10 horas para verificagdo dos niveis plasmaticos de acido ascorbico, e, apos a
suplementagdo, no 36° dia, foi feita uma nova coleta de sangue seguida da dosagem do aci-
do ascorbico para avaliar os efeitos desta suplementagao.

Durante o periodo do estudo foi feita uma avaliagdo diaria da ingestao de vitamina
C através de inquérito dietético (MAHAN, ARLIN®') como também acompanhamento cli-
nico do paciente, controle de medicamentos e consumo de alcool, tabaco e drogas.

A vitamina C plasmatica foi dosada pelo método espectofotométrico de BLU-
MENKRANTZ? , usando-se o 2,4-Dinitrofenilhidrazina como corante.

No tratamento estatistico dos dados utilizou-se o Software estatistico SPSS/PC-
Statistical Package for the Social Science for Windows versdo 6.0.1 na determinacao das

médias, desvios padrdes e aplicacio do teste exato de Fischer (NORUSIS®).

RESULTADOS

Através da tabela 1 verificou-se que, no primeiro dia do experimento, 50% dos
pacientes do grupo controle apresentaram niveis normais de acido ascorbico (>0,80 a 1,60
mg/dl), 25% revelaram caréncia moderada (0,20 a 0,80 mg/dl), e, 12,5% caréncia grave (<
0,20 mg/dl) e niveis acima do normal ( >1,6 mg/dl). No final do experimento, 37,5% destes
pacientes mostraram niveis normais de 4cido ascérbico (>0,80 a 1,60 mg/dl), 50% da a-
mostra caréncia moderada (0,20 a 0,80 mg/dl) e 12,5% valores acima do normal (>1,60

mg/dl).



Antes da suplementagdo 60% dos pacientes do grupo experimental apresentavam
caréncia moderada de acido ascorbico (0,20 a 0,80 mg/dl), 30% revelaram niveis normais
(>0,80 a 1,60 mg/dl) e 10% niveis acima do normal (>1,6 mg/dl). Apds a suplementagado
vitaminica 80% destes pacientes mostraram niveis normais (>0,80 a 1,60 mg/dl) e 20%
acusaram caréncia moderada (0,20 a 0,80 mg/dl).

Tabela 1 - Distribuicio da amostra em relacio aos niveis plasmaticos de a-
cido ascorbico antes e apds a suplementacio com acerola.

Grupo Experimental Grupo Controle
Niveis
Plasmaticos Antes Apos Antes Apos
(mg/dl)
n % n % n % n %
<0,20 - - - - 1 12,5 - -
0,20 a 0,80% 6 60 2 20 2 25 4 50
>0,80 a 1,60 3 30 8 80 4 50 3 37,5
> 1,60 1 10 - - 1 12,5 1 12,5
Total 10 100 10 100 8 100 8 100

Fonte: Hospital Clementino Fraga. Jodo Pessoa, 1996.
* Teste exato de Fisher para o nivel de 0,20 a 0,80 mg/dl, comparando-se ambos os grupos.
Grupos Experimental e Controle: p = 0,000518 (significativo a 1%).



Aplicando-se o teste exato de Fischer os dados fornecem uma probabilidade de
0,000518 associada a hipotese nula que nao houve mudanga, sendo significativo ao nivel
de 1%. Isto significa que houve diferenca significativa ao nivel de 1% (p=0,000518) nos
niveis plasmaticos de 0,20 a 0,80 mg/dl, quando se comparou os grupos experimental e
controle antes e ap6s a suplementagdo com acerola. Fato este que ndo ocorreu nos niveis
plasmaticos de >0,80 a 1,60 mg/dl, onde a probabilidade associada a hipotese nula foi de
0,1814 (> 10%), nao havendo diferenca significativa (p=0,1814) neste nivel.

As tabelas 2 e 3 mostram os valores médios de acido ascorbico (nos grupos con-
trole e experimental) antes e apos a suplementacdo com acerola, de acordo com os subgru-
pos formados.

A andlise estatistica ndo mostrou diferenca estatisticamente significativa dos efei-
tos da suplementacdo com suco de acerola sobre os niveis plasmaticos medianos de acido
ascorbico nos individuos do grupo experimental , quando os mesmos foram subdivididos
de acordo com o consumo de alcool, tabaco, medicagao anti-viral, farmacos contendo vi-

tamina C e alteragdes clinicas graves.



Tabela 2 -Distribuicdo das variaveis; estudadas e niveis plasmaticos médios de acido

ascorbico no grupo experimental antes e apos a suplementacio com acerola

GRUPO EXPERIMENTAL

Niveis Plasmaticos

Alteragao Medicacéao Farmacos (mg/dl)
SUBGRUPOS Alcool, Tabaco clinica 3 anti-viral contendo
vitamina C
Antes Apoés
X+DP
o * o ** ENERGIL C 1,6 1,0
n=1 (1000mg)
AZT/DDI
B *x *x ** AZT/DDI/Crixivam > 0,77+ 0,41 0,90 + 0,082
n=3 DDI
C * * * AZT/DDI > 1,25+0,45 1,1+0,1
n=2 (20unid)
AZT/DDI
D ** *x * AZT/DDI/HIVID > 0,93+0,42 1,33+0,25
n=3 AZT/DDI
E
n=1 *% *% * *% *% 0’3 0’4

Fonte: Hospital Clementino Fraga. Jodo Pessoa, 1996.

** = N&o

* = 8im

1=Durante o periodo da pesquisa
2= Consome alcool socialmente
3= Grave (presenca de infecgbes oportunistas = tuberculose, toxoplasmose, cancer secundario)
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Tabela 3 - Distribuicido das variaveis; estudadas e niveis médios de acido ascorbico no
grupo controle antes e apds o experimento

GRUPO CONTROLE

Niveis Plasmaticos

Alteragao Medicacéao Farmacos (mg/dl)
SUBGRUPOS Alcool, Tabaco clinicas anti-viral contendo
vitamina C Antes Apoés
X+DP
Energil C
F (1000mg)
n=3 o % * ** Beroccal 1,4 +0,65 1,2+0,78
(1000mg)
G ** ** o AZT/DDl/Invirase ** 065+055  0,75+0,25
n=2 Hivid/DDl/Invirase
H * * * > > 1,5 0,9
n=1 (20unid)
| * * > AZT/DDI > 1,2 0,7
n=1 (20unid)
J * *x o AZT/DDI Beroccal 0,7 1,0
n=1 (1000mg)

Fonte: Hospital Clementino Fraga. Jodo Pessoa, 1996
** = Nao * = Sim

1= Durante o periodo da pesquisa

2= Consome alcool socialmente

3= Moderada (febre,tosse,dor toracica,diarréia)

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Como ficou demonstrado na tabela 1 os pacientes do grupo experimental com
niveis plasmaticos de acido ascorbico situados entre 0,20 e 0,80 mg/dl apresentaram au-
mento significativo destes niveis, apos a suplementagdo com acerola, em relagdo aos paci-
entes do grupo controle. Provavelmente, estes pacientes, inicialmente classificados como

carentes subclinicos em acido ascorbico, e, ao final do estudo pacientes com niveis nor-
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mais de acido ascoérbico, demonstraram uma melhor utilizacdo desta vitamina pelo orga-
nismo, justificando, desta forma, o estimulo ao uso deste suplemento, considerando-se os
efeitos positivos da vitamina C no sistema imunologico.

A ingestao da vitamina C sobre a forma de farmaco influenciou diretamente,
aumentando os niveis de acido ascorbico de quatro pacientes de ambos os grupos. Situagao
esta citada por vérios pesquisadores e demonstrada em pacientes idosos por SIMOES™'.

Pacientes do subgrupo C apresentaram um pequeno decréscimo nos niveis de a-
cido ascorbico, entretanto, estes individuos eram fumantes, consumiam bebida alcoolica
moderadamente, e, durante o periodo do estudo, tiveram alteragdes clinicas significativas
(diarréia, febre alta, sudorese noturna, tosse, infecgdes na pele, entre outras). Fatores que
contribuiram, provavelmente, para a reducao desta vitamina, fato ja demonstrado na litera-
tura (GUILLAND, LEQUEU"; LEVINE et al’ ; SCHORAH et al*>; COSTA et al®).

De acordo com alguns autores, estudos cientificos comprovam que o fumo tém
influéncia nos niveis desta vitamina no organismo. FRAGA et al'' falam da importancia do
acido ascorbico contra os danos oxidativos, principalmente em fumantes. Da mesma forma,
OLM, CAMPOS™ relatam que o fumo diminui a concentragdo de ascorbato no plasma e
em leucocitos.

As concentragdes plasmaticas, leucocitarias e urinarias do acido ascérbico sao
significativamente inferiores em individuos que consomem bebida alcodlica. Uma ingestao
insuficiente desta vitamina ¢ a etiologia mais comumente admitida (GUILLAND, LE-
QUEU"; RISSANEN et al*’; GUILLAND et al'?).

Como também, os resultados sugerem o possivel efeito das infecgdes, alterando

os niveis plasmaticos do acido ascérbico (MAHAN, ARLIN®; GERSHOFF'?).
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Para SOARES et al®, a interacdo imunidade/desnutri¢io /infeccdo na maioria
das vezes ndo permite a dissociagdo de cada um destes trés fatores, dificultando, deste mo-
do, a interpretacdo clinica e laboratorial , e, criando um ciclo vicioso onde a desnutri¢cao
leva a deficiéncia imunitaria que aumenta a susceptibilidade as infecgdes, com conseqiien-
tes alteracdes adicionais no estado nutricional e imunitario.

Segundo TSUJI et al*®, os niveis plasmaticos de vitamina C podem sofrer alte-
ragdes mesmo na auséncia de doenca. Fatores como idade, sexo, stress, atividade fisica
podem influenciar os valores desta vitamina, entretanto, o0 mecanismo como isto ocorre nao
esta bem caracterizado. Diante do exposto, seria valido questionar se os pacientes infecta-
dos pelo virus HIV se comportam de uma maneira peculiar em relacao a absor¢do de aci-
do ascoérbico pelo organismo.

Diante do exposto, a origem deste comportamento nos pacientes infectados pelo
HIV pode ser multifatorial: anorexia, ma absorcao intestinal, hipermetabolismo, infec¢des
associadas, alteracdes nutricionais mistas podem estar associados com a singularidade des-
tes resultados.

Entretanto, mesmo imunodeprimidos, alguns pacientes responderam positiva-
mente a suplementacdo com acerola, ndo se descartando a possibilidade de uma interven-
¢do vitaminica precoce e eficiente para manter os niveis s€ricos destes pacientes dentro das
normas recomendadas.

De fato a suplementagdo com acerola, na amostra estudada, teve um papel rele-
vante e potencialmente importante, aumentando significativamente os niveis plasmaticos
de acido ascorbico em pacientes com caréncia subclinica, e, mantendo os niveis desta vi-
tamina dentro dos valores normais, mesmo se tratando de pacientes que apresentavam alte-

ragoes clinicas graves.
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RESUMO

O autor revisa o papel do exame do sémen (espermograma) na investigacao de
infertilidade masculina. Nesta terceira parte aborda o uso de testes para avaliar a
capacidade de fertilizacdo dos espermatozodides (testes funcionais), dando énfase as
metodologias disponiveis para esta avaliagdo. Simultaneamente descreve alguns

aspectos estruturais dos espermatozoides e conceitos atuais sobre fertilizagdo humana.



INTRODUCAO

O espermograma ¢ o exame laboratorial mais usado em todo o mundo para
investigacdo de infertilidade masculina. Sua rotina basica inclui a andlise das
caracteristicas gerais dos espermatozoéides, isto ¢, densidade, viabilidade, motilidade e
morfologia e a avaliacdao da atividade secretora das glandulas acessorias genitais, esta,
através do exame fisico do ejaculado e da determinacao dos niveis seminais de alguns
produtos bioquimicos secretados nestas glandulas, temas que foram revisados
anteriormente por este autor.'”

Apesar de sua tradi¢do, questiona-se muito o valor clinico deste exame
atualmente. Pesquisadores alegam que o espermograma analisa a qualidade do sémen,
mas ndo avalia as transformacdes e a seqliéncia de eventos que o espermatozoide
enfrenta no trato genital feminino, desde a ejaculacdo até¢ a fusdo com o odcito, ou
seja, ndo investiga sua capacidade de fertilizagdo. Para fazer esta avaliagdo
complementar, diversos métodos laboratoriais conhecidos como testes funcionais
foram entdo desenvolvidos. Embora sejam mais aplicados em pacientes que se
submetem a fertilizacdo in vitro (FIV), alguns testes sdo recomendados para utilizagdo
na rotina do espermograma,’ pois ddo informagdes importantes sobre o prognostico de
fertilizacao.

Neste trabalho o autor revisa conhecimentos atuais sobre este tema, dando

énfase as metodologias disponiveis. Simultaneamente descreve alguns aspectos



estruturais dos espermatozdides e os mecanismos da fertilizagdo humana, que foram

usados como referéncia para o desenvolvimento destes testes.

CONSIDERACOES GERAIS SOBRE OS ESPERMATOZOIDES

Para entender a viabilidade dos testes funcionais, inicialmente € preciso
considerar alguns aspectos da estrutura anatdmica dos espermatozoides, pois alguns
testes avaliam caracteristicas morfoldgicas internas espermaticas, cuja normalidade ¢
um pré-requisito para a fertilizacdo. Estas caracteristicas foram amplamente
investigadas e identificadas em condi¢gdes normais e patologicas, através de

4,5,6,7,8,9

ultramicroscopia, em varios estudos prévios e sdo resumidas a seguir.

ANATOMIA GERAL DOS ESPERMATOZOIDES

Classicamente, a estrutura anatomica dos espermatozoides divide-se em cabeca
ou regido cefalica, jun¢do cabega-flagelo ou pescoco, peca intermediaria e flagelo ou

cauda (Figura 1).

Cabeca ou regifo cefalica
O espermatozdide normal apresenta cabega oval, que ¢ formada pelo

acrossoma, nucleo e membrana plasmatica.



Acrossoma - anteriormente conhecido como capa cefalica, o acrossoma ¢ uma
organela que ocupa cerca de 2/3 da parte anterior da cabega, cobrindo parcialmente o
nucleo. Constitui-se de matriz homogénea, revestida por 2 membranas, uma externa
(“outer acrosome membrane”), situada logo abaixo da membrana plasmatica e outra
interna (“inner acrosome membrane”), esta, mais proxima do nucleo. Sua distribui¢ao
¢ irregular, embora a matriz seja homogénea, sendo mais larga nos % superiores da
cabega, regido conhecida como segmento principal e mais fina na parte inferior, esta
denominada segmento equatorial. Segundo Bisson & David,” o segmento principal é
quase 4 vezes maior que o segmento equatorial. Abaixo deste, junto ao anel nuclear,
ainda observa-se uma fina membrana denominada capa pos-acrossomal. O acrossoma
desenvolve-se a partir do aparelho de Golgi da espermatide, durante a
e:sperrniogénese10 e sua principal fungdo ¢ a liberagdo de 2 enzimas hidroliticas
presentes na matriz, a acrosina e a hialuronidase, que sdo essenciais para a interagao do
espermatozoide com o odcito.

Nucleo: constitui-se de massa compacta e uniforme de cromatina, composta
predominantemente por DNA ligado a proteinas bésicas."" O niicleo ainda é formado
por vactiolos resultantes do processo de condensacdo da cromatina,'® pela membrana
nuclear e pela placa basal, esta, situada na zona de implantagdo do flagelo.” Sua
estrutura desenvolve-se durante toda a espermatogénese, inclusive com redugdao do
numero de cromossomas a metade no espermatodcito secundario, mas sua maturagao
somente tem inicio na espermiogénese, completando-se durante a passagem dos

espermatozoides pelos epididimos. Este processo envolve uma série de modificagoes,



que inclui a eliminacdo de RNA e a formagdo de proteinas e de pontes dissulfidicas,
que estabilizam a cromatina,'* a qual transforma-se de finamente granular em massa
compacta, resistente a desnaturacdo, que protege o patrimdnio genético do
espermatozoide. O nucleo ¢ visivel na microscopia comum, mas parcialmente coberto
pelo acrossoma. Sua melhor visualizagdo ¢ através de microscopia eletronica e ha

- . 7,13,14
vérios estudos com detalhes a respeito,”'

inclusive sobre a distribuicdo dos
. 15
cromossomas na arquitetura nuclear.

Membrana plasmatica - ¢ a estrutura que reveste externamente a cabeca do

espermatozoide, desde a parte anterior do acrossoma, até o espago perinuclear
posterior, perto da juncdo com o flagelo. Sua integridade ¢ muito importante para a

fertilizagdo, pois precisa manter-se intacta até a reacao acrossomica.

Juncio cabeca-flagelo

Esta estrutura situa-se logo abaixo do nucleo e coordena o movimento do
espermatozoide tornando-o uniforme e harmonioso. Também designada de pescogo ou
colo espermético," a jungdo cabega-flagelo divide-se em 2 partes, a pega de conexio e
o centriolo proximal.

Peca de conexdo - ¢ o seguimento do flagelo mais proximo do nicleo. Sua

parte anterior, conhecida como capitulum, articula-se com a placa basal e,
posteriormente, reveste toda a peca de conexdo. O capitulum ¢ suportado por um
sistema de 9 colunas segmentadas, que se fundem na extremidade caudal com a

correspondente fibra densa externa do flagelo (“outer dense fibrous™).” A estrutura



bioquimica da pega de conexdo ¢ formada por proteinas de consisténcia variavel, que
16
se repetem ao longo das colunas segmentadas.

Centriolo proximal - situa-se no centro da peca de conexdo perto do nucleo,

logo abaixo do capitulum, sendo circundado pelas colunas segmentadas. O centriolo
proximal ¢ o ponto de origem do flagelo espermatico e o sitio mais provavel de
geragdo do movimento flagelar.'®

Ressalta-se que em térmos de analise do sémen, o defeito mais comum na pega
de conexdo ¢ a separagdo da cabeca e o flagelo, ou seja, a formacdo de
espermatozoides decapitados (“pin-head”), que sdo comuns no sémen. Este defeito ¢

congénito e resulta de um posicionamento errado da placa basal na espermatide

: A 17 r r . ~
durante a espermiogé€nese, = embora também ocorra apds a ejaculacao.

Peca intermediaria

Esta estrutura ¢ constituida pelo axonema, um conjunto de 9 microtiibulos
externos e 2 internos que formam o flagelo e por uma camada de mitocondrias, que ¢
responsavel pela geracdo de energia para movimento flagelar, a qual ¢ produzida
através da difusdo de adenosina trifosfato (ATP) para os microtibulos. A camada de
mitocondrias envolve o axonema em toda a peca intermedidria e termina em uma
regido conhecida como anulus, ou anel de Jensen,” na qual é substituida por uma

camada fibrosa (“fibrous sheath”), que cobre o axonema até a sua por¢ao distal. No

anulus, inicia-se a peca principal do flagelo.



Flagelo

Divide-se em pega principal e por¢ao distal e sua estrutura basica € o axonema,
que se estende desde o centriolo proximal até a por¢ao distal. O axonema compde-se
de 9 microtubulos periféricos (“outer fibers) dispostos em pares (“doublets™), que
circundam 2 microtubulos internos e simples (“singlets”), um sistema que ¢
denominado padrao 9+2. Este sistema apresenta caracteristicas similares aquelas
observadas em outros cilios e flagelos do organismo humano (cilios respiratérios, do
ouvido, do endométrio, etc.) e de todo o reino animal.'"® Cada par externo de
microtibulos constitui-se de uma sub-unidade A circular e completa e de uma sub-
unidade B, em forma de C e incompleta, que fixa-se na superficie da sub-unidade A,
enquanto que os microtubulos centrais sdo completos e circundados por um sistema
eliptico de filamentos (“helical” ou “central sheath’). Uma estrutura em forma de raio
de roda (“radial spoke”) une cada par de microtiibulos externos ao sistema eliptico
central. A sub-unidade A contém 2 bracos (“outer” e “inner arms”), que estendem-se
em dire¢do a sub-unidade B seguinte, no sentido horario. Estes bracos sao formados
por uma proteina denominada dineina," que ¢ essencial para os espermatozoides, pois
interage com a ATP para movimentar o flagelo.

Desenvolvido nos epididimos, o movimento flagelar ¢ feito através de um
deslizamento entre os microtubulos, regulado pelos raios radiais o qual depende da
integridade da membrana plasmatica e do conteudo de ATP disponivel nas
mitocondrias da peca intermedidria. Na presenca de ions magnésio (Mg2+), a ATP ¢

hidrolisada pela enzima ATPase presente nos bragos da sub-unidade A e a energia



liberada nesta reagdo ¢ convertida em movimentos mecanicos, que ativam o flagelo.
No sistema de microtubulos, cada sub-unidade A é conectada com a sub-unidade B
seguinte, através de pontes de conexdo (“nexin links” ou “bridge links”), também
formada de material proteico.?’ Circundando os microtubulos, 9 fibras densas (“outer
dense fibres”) mantém a elasticidade do sistema e protege-o durante o transito no trato
genital feminino.” Toda a estrutura do flagelo (veja ilustracio na Figura 2) é envolvida
pela bainha fibrosa (“fibrous sheath”) e mais externamente pela membrana plasmatica.

Na literatura foram reportados casos de astenozoospermias severas causadas
especificamente por defeitos na pecga principal do flagelo, tais como a auséncia de
dineina,21 de microtabulos periféricos,22 cen‘[rais,23 ou ambos,9 auséncia®* ou
displasia25 da bainha fibrosa e alteragdes generalizadas.26 Porém ressalta-se, que ¢
comum encontrar algumas deformacdes em individuos férteis, indicando que estas
anormalidades também acontecem em condi¢des normais e fazem parte de um
processo de instabilidade estrutural do axonema,”” que ndo compromete a motilidade

espermatica.

CONSIDERACOES GERAIS SOBRE FERTILIZACAO HUMANA

A unido do espermatozoide com o odcito ndo € um evento simples como
parece. Primeiro, ha um longo caminho cheio de adversidades que o espermatozoide
percorre apds a ejaculagdo, até alcangar o oocito. Neste trajeto o gameta masculino

submete-se a 2 processos bioldgicos, a capacitagdo espermatica e a hiperativacao da



motilidade, que modificam inteiramente suas caracteristicas internas. Posteriormente,
quando consegue atingir o sitio de fertilizagdo ainda enfrenta um complexo
mecanismo, altamente seletivo, que dificulta ao maximo sua penetragdo no oolema. E
para completar sua func¢do, o espermatozoide ainda deve possuir um patrimonio
genético normal, para que o novo ser desenvolva-se satisfatoriamente enquanto dura a

gravidez. Nos proximos itens, o autor revisa conceitos atuais sobre estes eventos.

TRANSPORTE DOS ESPERMATOZOIDES NO TRATO GENITAL

FEMININO

Durante o coito, espermatozoides estocados na cauda dos epididimos
misturam-se com as secre¢des das glandulas acessorias genitais ¢ formam o sémen, o
qual ¢ depositado no fornice da vagina e no cérvix. Logo apos a ejaculacdo, o s€émen
coagula-se, mas, ao contrario do que acontece in vitro, hd& uma rapida acdo de
fibrinolisinas presentes no plasma seminal, que dissolvem o coagulo e liberam a
motilidade espermatica. Quando as condi¢des do muco cervical sdo favoraveis, e.g., na
metade do ciclo menstrual, alguns espermatozodides penetram no cérvix entre 1 e 3
minutos apds a ejaculacdo e, a maioria, entre 2 ¢ 10 minutos.”® Esta penetragdo rapida
¢ uma defesa natural dos gametas masculinos para escapar da acidez vaginal, pois esta
torna-os totalmente iméveis poucas horas apos o intercurso.?’

No muco cervical os espermatozoides sofrem um processo de seleg¢ao, no qual,

as cé€lulas mais vidveis migram em dire¢do as criptas cervicais para serem
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armazenadas e protegidas, enquanto que os espermatozoides anormais sdo atacados e
destruidos por macréfagos.®® Esta selecio natural reduz consideravelmente o numero
de gametas presentes no cérvix. Quando ha uma reserva adequada nas criptas, os
gametas sdo liberados aos poucos, durante um longo periodo e entdo migram para o
oviduto, atravessando o utero, a jun¢do Utero-tubal, que somente permite a entrada de
espermatozoides com motilidade ativa e o istmus, que limita a passagem dos gametas
para evitar a polispermia, até atingir a ampola, sitio da fertilizacdo. Espermatozoides
que ndo conseguem penetrar no oocito, ainda migram até a fimbria e se perdem na

cavidade peritonial, onde sao destruidos.

CONSIDERACOES SOBRE EVENTOS QUE ANTECEDEM A

FERTILIZACAO

Apds a ejaculagdo os espermatozoides ainda ndao sdo habeis para fertilizar,
mas, a partir da entrada no muco cervical, estas células passam por um seqiiéncia de
eventos que as tornam capazes de contactar o 06cito, penetrar em seus revestimentos e
fundir com o oolema. Estes eventos sdo a capacitagdo espermatica, a hiperativacao da

motilidade e a reacdo acrossdmica.

Capacitacio espermatica
Este evento promove uma reestruturacdo interna do espermatozodide, para

aumentar a permeabilidade da membrana plasmatica, de modo a facilitar o influxo de
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célcio durante a reacio acrossdmica.’! Apesar de conhecida ha mais de 40 anos (foi
descrita simultaneamente por Austin®> ¢ Chang™), até hoje este evento é pouco
compreendido. Conhecimentos atuais indicam que este fendmeno ocorre em diversas
etapas e envolve modificagdes no conteudo de proteinas fixadas nos
esperrnatozc')ides,34 ativacdo da enzima ATPase,® decréscimo nos grupos SH e NH2
livres presentes na membrana plasmatica,*® alteragdes no contetido glicoproteico® e a
liberacdo da enzima de conversdo da angiotensina, que participa na indugao da reacao
acrossdmica.*® Glicosidases presentes no fluido folicular e no cumulus oophorus
também ativam este processo.31

O sitio da capacitagdo espermatica nao ¢ bem definido, mas hé evidéncias que
este processo inicia-se no Gtero, completando-se no oviduto™ e dura de 5 a 6 horas in
vivo*® e de 2 a 22 horas in vitro.** Como é um fendmeno de trocas moleculares, ndo ha
qualquer alteragdo na estrutura externa dos espermatozoides, ndo sendo portanto

visivel na microscopia comum.

Hiperativacao da motilidade espermatica

Uma caracteristica peculiar aos espermatozoides ¢ a capacidade destas células
de alterar seu padrio de motilidade, dependendo do meio ao qual encontram-se
expostos, in vivo, ou in vitro. Esta caracteristica ¢ muito importante, pois os
espermatozoides precisam manter-se em estado latente nos epididimos, serem ativos
apos a ejaculagdo para alcangar o muco cervical e hiperativos no oviduto, para penetrar

nos revestimentos do odcito. A hiperativacdo da motilidade caracteriza-se por



12

desenvolver um movimento vigoroso nos espermatozoides, parcialmente irregular,

. o ~ 41 . .. ,
com grande movimentacdo da cabega, mas de pouca progressdo,  cujo objetivo &
gerar forca propulsora suficiente para a travessia da matriz do odcito. Este evento

R - A . - .. . . 12
antecede a reagdo acrossomica e apresenta correlagdo positiva com indices de FIV.

Reacao acrossomica

Este evento promove alteragdes significativas na estrutura e na capacidade
funcional dos espermatozoides. Ha uma exocitose, com destruicdo parcial da
membrana plasmatica e da membrana mais externa do acrossoma e a liberacdo do
contetido acrossomico.

A reagdo acrossOmica praticamente inicia-se quando os espermatozoides
atingem a ampola. Neste sitio, progesterona ligada a proteinas, presente no fluido
folicular,*® fixa--se em receptores da superficie espermatica® e promove um rapido
influxo de fons célcio nos espermatozoides,® o qual induz a uma intrincada seqiiéncia
de trocas moleculares, envolvendo alteragdes no contetido intracelular de so6dio, ions
hidrogénio e, provavelmente, de cloro e bicarbonato.*® Estas trocas provocam a
exocitose das membranas espermaticas, que desenvolve-se apenas na por¢ao anterior
do espermatozodide, mantendo-se intacta a regido posterior, a partir do segmento
equatorial.*” H4 também evidéncias do envolvimento de uma glicoproteina presente na
zona pelicida conhecida como ZP3,* na indugdo a reacio acrossdmica. Supde-se que
a progesterona age primeiro promovendo o influxo de célcio no espermatozoide, sendo

seguida pela agdo da ZP3.* Com a destrui¢io das membranas espermaticas, ha uma
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liberacdao do contetido acrossdmico, com destaque para a acrosina e a hialuronidase. A
acrosina exerce um papel importante na penetragdo do espermatozoide na zona
pelucida,™ ao passo que a hialuronidase despolimeriza a matriz existente entre as
células do cumulus-oophorus facilitando a penetra¢do do espermatozéide.™
Ressalta-se que a reagdo acrossdmica inicia-se na ampola, mas somente

completa--se ap0os a penetracao do espermatozoide na zona pelucida.

CONSIDERACOES SOBRE A INTERACAO ESPERMATOZOIDE-OOCITO

A interacdo do espermatozdide com o odcito ¢ a etapa final de sua longa
caminhada até a fertilizacdo. Nesta etapa também ha uma seqiiéncia de eventos, que
envolvem um contato inicial, a penetracdo do espermatozdide nos revestimentos do
obcito e a fusdo entre os gametas masculino e feminino. O oocito ¢ uma célula
formada por um nucleo (oolema), que ¢ envolvido de dentro para fora pelos granulos
corticais, membrana plasmatica, espago perivitelino, zona pelucida, coroa radiata e
cumulus-oophorus (Figura 3). Espermatozoides capacitados fazem o primeiro contato
com o odcito logo apos atingirem a ampola, atraidos por um sinal quimiostatico
emitido por uma substincia presente no fluido folicular.** Ha evidéncias que somente
os gametas com capacidade de fertilizagdo fazem este contato, sendo os demais
repelidos.™ A seguir, o espermatozéide inicia a penetragio no cumulus-oophorus e na
coroa radiata, provavelmente pela a¢do de enzimas liberadas durante a reacao

A . . 31 ~ e .
acrossomica e pelo fluido tubal.” A penetragdo espermatica nestas estruturas ainda
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depende da forga propulsora do flagelo e de outras alteracdes que ocorrem no padrao
de motilidade do espermatozoide, induzidas pelo cumulus-oophorus.™

Depois que atravessa o complexo cumulus-oophorus/coroa radiata o
espermatozoide alcanca a zona pelucida. Nesta etapa, ainda apresenta o acrossoma
intacto, embora hajam evidéncias que espermatozdides pds reagdo acrossdmica
também fazem esta interagdo.> A fixacdo na zona pelucida é mediada pela ZP3,*® que
fixa-se em receptores presentes na membrana plasmadtica. Posteriormente, outra
glicoproteina, a ZP2, faz uma segunda fixacdo, desta feita, apds a reacdo
acrossdmica.”® Uma terceira glicoproteina, a ZP1, também participa deste processo,”’
mas sua funcdo € pouco conhecida. Ressalta-se que a acdo destas glicoproteinas €
crucial para a fertilizacao.

Depois desta etapa, o espermatozoide penetra € permanece no espago
perivitelino durante algum tempo, até sua fusdo com o oolema. Esta, inicia-se pela
regido acrossOmica com mebrana plasmdtica intacta, através da emissdo de
movimentos do tipo pseuddpodo, que permite o oolema envolver o espermatozoide.
Simultaneamente, ha uma contracdo das estruturas celulares envolvidas neste processo
e o espermatozdide praticamente ¢ “empurrado” para o interior do oolema.
Posteriormente o odcito libera enzimas proteoliticas presentes nos granulos corticais,
cuja acdo provoca profundas alteragdes na superficie celular para evitar a penetragao

de outros espermatozodides. Este  fenomeno ¢ conhecido como bloqueio de

polispermia.



15

Consideragdes sobre os eventos que ocorrem apos a fusao entre os gametas nao
sdo objetos de estudo do presente trabalho, mas podem ser consultadas em artigos

publicados anteriormente.*'**>’

APLICACAO DE TESTES FUNCIONAIS EM REPRODUCAO HUMANA

1. TESTES PARA  AVALIAR OUTRAS CARACTERISTICAS

ESPERMATICAS

Avaliacao do “status” do acrossoma
O melhor método para esta avaliagdo ¢ a microscopia eletronica,” mas este
procedimento ¢ inviavel para a rotina do exame do sémen. Ha outras técnicas

60,61,62

disponiveis, mas também sdo complexas e demoradas sendo usados somente em

centros de pesquisa sobre reproducdo humana. As vantagens e desvantagens destas

metodologias foram investigadas em ampla revisdo feita por Cross & Meizel,®

que
pode ser consultada.

Recentemente foi reportado um método para determinar um indice
acrossomico, que pode ser usado na rotina do espermograma para esta avaliagdo.®
Este método compara espermatozdides com cabega oval e acrossoma normal (que
ocupa de 40-70% da regido cefilica) e espermatozoides anormais (cabega oval e

acrossoma <40% ou >70%, defeitos de coloragdo e outras anomalias), determinando-

se um indice baseado no numero de espermatozoides normais contados. Valores
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>10% apresentam Otima correlagdo com indices de gravidez apos FIV, confirmando a

validade do teste.

Determinac¢ao da atividade de enzimas acrossomicas

Acrosina- Devido a sua participagdo na reagdo acrossomica ¢ na fixacdo do
espermatozoide na zona pelucida, considera-se a determinacdo da atividade desta
enzima como teste funcional. Sua medida geralmente ¢ feita pelo método de Kennedy
etal® ca diminuic¢ao na atividade enzimatica associa-se com infertilidade masculina®
¢ com baixos indices de gravidez apos FIV.®” A atividade desta enzima também
diminui em semens polizoospérmicos,” estando praticamente ausente em individuos
portadores da sindrome dos espermatozdides de cabeca redonda (“Round-headed
syndrome”).%

Hialuronidase- Liberada durante a reagdo acrossémica, esta enzima atua na
dispersao das células que circundam o o6cito, despolimerizando a matriz do cumulus-
oophorus para facilitar a penetragdo espermdtica. Em razao desta funcao bioldgica, a
determinacao de sua atividade também ¢ considerada teste funcional que ¢ comumente

efetuada pelo método de Hirayama et al.”®

Determinac¢iao da maturidade nuclear
Durante a maturagdo espermatica nos epididimos, a formagdo de pontes
dissulfidicas entre protaminas nucleares aumentam a estabilidade da cromatina,

assegurando a integridade (maturidade) do patrimdnio genético dos espermatozodides.
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Entretanto, este processo ocorre de forma irregular e no ejaculado encontram-se
, . . . 71 . . .
espermatozoides com cromatina madura e imatura.” A imaturidade nuclear associa-se
. . J ~ T2 .
com baixa capacidade de fertilizacdo.”* Com base nestas propriedades, alguns testes
funcionais foram desenvolvidos para avaliar esta caracteristica espermatica. Estes

4 . .
73,7 € citometria

testes usam corantes, que avaliam o grau de condensagao da cromatina
de fluxo, que determina a resisténcia da cromatina a uma desnaturagio térmica.” O

r : 73 . ;. . g
método de Tejada et al™ ¢ o mais usado nos laboratorios especializados e pode ser

adotado na rotina do espermograma.

Determinacio da integridade da membrana espermatica

Conhecimentos sobre fisiologia do sémen mostram que a membrana plasmatica
apresenta uma capacidade seletiva no transporte de pequenas moléculas para o interior
do espermatozdide, vindas do meio ambiente que a envolve. Isto ocorre, por exemplo,
na maturagdo espermatica e na reagdo acrossomica, nas quais, as trocas moleculares
sdo essenciais para que os espermatozdides desenvolvam sua capacidade de
fertilizacdo.

Em 1966, Drevius & Eriksson’® observaram que o espermatozoide submetido a
condi¢des hipoosmoticas permite o influxo de agua através da membrana espermatica,
quando ha uma atividade funcional normal dentro de sua estrutura interna. Este
fendmeno causa um “inchaco” (“swelling”), que € mais evidente no flagelo.

Com base nestas caracteristicas, Jeyendran et al’’ desenvolveram um método

simples para avaliar a integridade da membrana esperméatica. Conhecido como HOS
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(“Hypoosmotic Swelling Test”), este método ¢ amplamente usado em todo o mundo
como teste funcional, pois correlaciona-se com as caracteristicas gerais dos

r: <. T2,T8
espermatozoides ¢ com outros testes funcionais,

embora hajam algumas opinides
divergentes sobre sua validade.””” Devido 4 sua simplicidade, 0 HOS pode ser usado
na rotina do espermograma.

Ressalta-se que o HOS mede a integridade da membrana do flagelo, a qual ¢
indicadora da integridade da membrana cefélica. Para avaliagdo simultanea de ambas,
Chan et al® propés a introdugdo do corante eosina Y na solugdo hipoosmoética usada
no HOS. Este corante penetra na cabega do espermatozoide, quando héa perda de sua
integridade. Porém, de um modo geral, laboratorios especializados usam a técnica
original descrita por Jeyendran et al.”’

Na literatura ha numerosos estudos sobre a aplicagdo deste teste na

. N . . o < (- 81,82
investigacao de infertilidade e algumas revisdes abrangentes sdo disponiveis.

Determinaciao da Adenosina Trifosfato (ATP)

Gibbons ¢ Rowe' demonstraram que a energia necessaria para mover o
espermatozoide humano ¢ dada principalmente pela ATP, que ¢ gerada via glicolise e
em menor propor¢do, por fosforilagdo oxidativa. O espermatozdide usa ATP para
manter o gradiente de ions em seu interior (e.g. calcio) e também como fonte de
adenosina monofosfato ciclica (cAMP), outro componente importante de seu

metabolismo.
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Comhaire et al* observaram que os niveis seminais de ATP apresentam uma
positiva correlagdo com a motilidade e a densidade espermatica e com o teste de
penetragdo do espermatozoide no ovo de hamster. Estes autores propuseram entdao o
uso da medida de ATP como teste funcional. Porém, em estudos posteriores, verificou-
se que esta medida ¢ de valor limitado e depende de varios fatores, tais como a
densidade espermatica e o numero de células redondas presentes no sémen.**%3

Em uma publicacio da OMS,* vérios pesquisadores mediram a ATP em
semens com densidade espermatica >20x10°® espermatozoides/ml, cujas parceiras ndo
apresentaram causas aparentes de infertilidade e concluiram que esta medida ndo
apresenta valor preditivo para a gravidez. Assim, a validade da ATP seminal como
teste funcional é relativa, embora a OMS recomende a sua medida no exame do

~ ;oo . . ~_ - 87
sémen, que ¢ feita por bioluminescéncia.

2. TESTES PARA AVALIAR A INTERACAO ESPERMATOZOIDE-OOCITO

Os testes funcionais citados anteriormente neste trabalho visam,
principalmente, a avaliacdo de componentes da estrutura interna dos espermatozoides,
cuja normalidade ¢ essencial para a fertilizagdo. Entretanto, tais testes ndo sdo capazes
de avaliar diretamente a interagdo espermatozoide-odcito, para a qual existem outros
ensaios mais especificos, que investigam cada etapa deste processo. Estes ensaios sao

revisados a seguir.
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Avaliacdo da hiperativaciao da motilidade espermatica

Esta avaliacao ¢ feita através de métodos computadorizados conhecidos como
CASA (“Computer-Aid Sperm Analysis”), que analisam diversas caracteristicas do
movimento espermatico, tais como a linearidade, velocidade curvilinea e a amplitude
do deslocamento da cabeca. AlteracOes nestas caracteristicas da motilidade
hiperativada reduzem a capacidade funcional dos espermatozoides.®

Ressalta-se que este teste, indiretamente também avalia a capacitagao
espermatica, pois 0s espermatozoides tornam-se hiperativos apds este processo.
Maiores detalhes sobre o uso do CASA podem ser consultados em um trabalho

publicado pelo grupo europeu de estudos especiais em reprodug¢io humana.*

Avaliacio da reacido acrossémica

Os métodos empregados sdao praticamente os mesmos usados na avaliagdo do

9,60,61,62

r

“status” do  acrossoma  espermatico, alélm de  técnicas  por

%091 M4 também um método conhecido como “ARIC test”

imunofluorescéncia.
. 92 . .

(“Acrosome Reaction to lonophore Challenge”), " que classifica as anormalidades da

reagdo acrossoOmica em 2 tipos: insuficiente e prematura. Esta classificagdo ¢

considerada importante, pois define o tipo de tratamento a ser efetuado, quando o casal

submete-se a FIV.*

Avaliacao da fixacdo do espermatozéide na zona pelicida
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O teste mais usado ¢ o ensaio hemizona ou HZA (“Hemizona Assay”).”* Neste
teste usam-se oo6citos humanos, que sdo colocados em contato com espermatozoides a
serem testados e de doadores férteis. A seguir calcula-se um indice tomando como
base a quantidade de espermatozodides fixados em cada populagdo analisada. Valores
>36% indicam boa probabilidade de sucesso na fertilizagao.

Um método similar, desenvolvido por Liu et al,95 também ¢ usado nesta
avaliacdo, mas, em razdo da complexidade de ambos, principalmente em relagdo a
obtencdo de odcitos humanos, estes testes somente sao usados em alguns laboratdrios

especializados em FIV.

Avaliacao da penetracao do espermatozoide na zona pelucida

O primeiro teste para esta avaliagcdo foi desenvolvido por Overstreet & Hembre
em 1976.°° Este teste usava oocitos obtidos em procedimentos cirargicos ou de
autopsia, o que praticamente inviabilizou sua utilizagdo. Posteriormente, Yanagimachi
et al’” descreveram um processo para conservar oocitos obtidos em programas de FIV,
que facilitou o uso do teste de Overstreet & Hembre. Mais tarde, Liu & Baker”®
propuseram um novo teste mais amplo e objetivo, que detecta inclusive a falha na
fertilizagdo. Embora sejam testes especificos para avaliar a penetragdo do
espermatozoide na zona pelucida, estes testes, de um modo geral sdo poucos usados,

mesmo em laboratorios especializados.

Avaliacio da penetracio do espermatozoide no oolema
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Para avaliar a etapa final da fertilizagdo humana, o arsenal de testes funcionais dispde
daquele que ¢ considerado o mais importante procedimento laboratorial para
determinar a capacidade funcional dos espermatozoides. Trata-se do teste de
penetracdo espermatica ou SPA (“Sperm Penetration Assay”), também conhecido
com teste de hamster (“Zona Free Hamster Egg Test”). Este teste foi desenvolvido
por Yanagimachi et al* e ¢ largamente usado em todo o mundo, sobretudo em
laboratorios especializados. O SPA usa odcitos de hamster (os Gnicos nos quais os
espermatozoides humanos penetram), que sdo obtidos através de hiperestimulo da
ovulagdo. Os oo6citos sdo desnudados de zona pelucida e colocados em contato com
espermatozoides selecionados e preparados para o teste, de homens suspeitamente
inférteis. A fusdo heterdloga que ocorre nos casos positivos ¢ bastante similar a
fertilizagdo humana. Uma penetragdo espermatica >10% ¢ considerada normal e
apresenta alta correlacdo com indices de gravidez, indicando que sdo boas as chances
de se conseguir a fertilizagdo in vivo ou in vitro.

O SPA ¢ um teste cuja validade ¢ confirmada em numerosos trabalhos, mas ha
autores que questionam seu valor clinico para manuseio do homem infértil.'*"'! O
teste mede a fusdo do espermatozdide com a membrana vitelina do o6cito, mas nao
considera sua capacidade de vencer a barreira cervical, de fixar-se na zona pelacida e
de sofrer a reagdo acrossomica. Deste modo, o teste d4 resultados falso-positivos.
Algumas vezes, também sdo encontrados resultados falso-negativos, ou seja, o teste €
negativo, mas ocorre a fertilizacdo.Tais resultados estabeleceram limites para

utilizagdo deste teste e hd muita discussao sobre o assunto. Porém, de um modo geral,



23

o SPA ¢ bem aceito como teste funcional. Maiores detalhes sobre a aplicagdo deste
~ foi e 72,93,102,103,104

teste sdo encontrados em estudos prévios.

O SPA ¢ o teste mais usado para avaliar a fusdo do espermatozdide com o

. . . . 105,106
odcito, mas ha outros testes disponiveis.

3. OUTROS TESTES FUNCIONAIS

Estudos realizados a partir da década de 90 alertam para a possibilidade de
ocorrem falhas na fertilizacdo, em razdo de defeitos em algumas caracteristicas
bioquimicas dos espermatozodides. Estes defeitos sdo raros, mas ocorrem em alguns
casos, nos quais devem ser investigados e sua avaliagdo envolve a determinacao da
atividade de algumas enzimas seminais, tais como a ATP-creatinoquinase, lactato
dehidrogenase e glicose-6-fosfato dehidrogenase.'”” H4 também casos, nos quais sdo
detectadas anomalias cromossdmicas'® e defeitos na descondensacao nuclear,'” um
evento pos fertilizacdo. Ressalta-se, que existem testes especificos para estas
avaliacdes, mas apresentam valores preditivos pouco conhecidos, além de serem
raramente usados em reprodu¢ao humana.

Outro aspecto importante muito considerado atualmente ¢ a formagdo de
radicais livres pelos espermatozoides. Conhecidos como ROS (“reactive oxygen
species”), os radicais livres fazem parte da fisiologia do sémen, pois atuam como
mediadores da funcdo espermatica, inclusive, em algumas etapas criticas do processo

de fertilizagdo."”” O controle da produgdo de ROS pelos espermatozéides & feito por
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agentes antioxidantes presentes no plasma seminal, mas, em algumas condi¢des, ha
uma excessiva geragdo de ROS, denominada estresse oxidativo, que causa danos na
atividade funcional dos espermatozoides. Por este motivo, a determinacdo de radicais
livres seminais também ¢ considerada teste funcional.

O papel dos radicais livres seminais em infertilidade ¢ os métodos laboratoriais

. C e - . . 110
usados na sua investigacao foi tema de uma revisao publicada ha pouco tempo.

CONCLUSAO

O uso de teste funcionais para avaliar a fertilidade masculina ganhou grande
impulso a partir da década de 80, com os conhecimentos adquiridos com a FIV. Hoje,
estes testes sdo considerados de grande valor clinico para predizer as chances de
fertilizagdo, sobretudo quando o casal submete-se a FIV. Embora hajam algumas
dificuldades para implantacio da maioria dos testes citados na rotina do
espermograma, considera-se tal medida necessaria, pois os parametros convencionais
de analise do s€men, atualmente sdo considerados limitados para definir a capacidade
de fertilizagdo do homem.

Alguns testes funcionais s3o disponiveis para implantacdo imediata em
qualquer laboratorio clinico, e.g., o HOS, a analise morfoldgica pelo critério estrito,
citada na primeira parte deste trabalho,' a investigacio da maturidade nuclear e a
determinacao do indice acrossdmico. Sao testes simples e faceis de serem efetuados,

que melhoram a informagdo dada pelo exame. O uso de outros testes também ¢
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importante, principalmente o SPA, mas as metodologias empregadas sdo mais
complexas e dificeis de serem realizadas de rotina, além de exigirem especializagdao do
analista. Assim, conclui-se, que o uso de testes funcionais no espermograma ¢

necessario, mas depende da disponibilidade de cada laboratoério.

SUMMARY

The author reviews the role of semen analysis (spermiogram) in the
investigation of male infertility. In this third part, the use of sperm function tests is
reviewed, with emphasis on the methodologies of analysis. Simultaneously, it is also
described some considerations among both the sperm structure and the human

fertilization.
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RESUMO



No periodo compreendido entre marco ¢ maio de 1997, estudamos a
presenga de leveduras em urina (candiduria) e sua identificacdo em 53 pacientes diabéticos e
46 pacientes nao-diabéticos, que utilizam os servigos laboratoriais do Hospital Universitario
da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). A frequéncia de Candidiria em
pacientes diabéticos foi significativamente maior que em pacientes ndo-diabéticos. A espécie
de Candida, mais frequentemente isolada, foi C. albicans (sete isolamentos), seguida de C.
glabrata (dois isolamentos), C. parapsilosis (um isolamento) e C. famata (um isolamento).
Quando comparamos dados clinico-laboratoriais e demograficos dos pacientes diabéticos
com ou sem candiduria, ndo observamos diferengas com relagdo a presenga de substancias
redutoras na urina, niveis de glicemia e idade média. A observagdo da presen¢a exclusiva de
candiduria em pacientes do sexo feminino, sugere contaminagdo de sua urina, por elementos
leveduriformes, oriundos provavelmente de secregcdo vaginal, ja que vulvovaginites por

Candida sao comuns em pacientes diabéticos do sexo feminino.

Palavras-chave: Candida spp - Candida albicans - urina - diabetes mellitus

SUMMARY

From March through May, 1997, we have carried out a study on the
presence of yeasts of Candida species in the urine of 53 diabetic and 46 non-diabetic patients
who utilized the laboratory services of the Hospital Universitario of Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC). The prevalence of Candida in the urine of diabetic patients was
significantly higher than in urine of non-diabetic patients. The Candida species more
frequently isolated were C. albicans (seven isolations), followed by C. glabrata (two
isolations), C. parapsilosis (one isolation) and C. famata (one isolation). when laboratory
and demographic data of diabetic patients were evaluated, no significant differences,
concerning to patient’s mean age, and presence of glicosuria and glicemia levels were
observed for those with or without candiduria. Also, the exclusive finding of candiduria in
female patients suggests that their urine were probably contaminated by Candida from

vaginal secretions, since vaginitis by this yeast is very common in this group of patients.

Key-words: Candida spp - Candida albicans - urina - diabetes mellitus

INTRODUCAO

Varios processos patologicos, fisioldgicos ou traumaticos podem facilitar

a colonizacdo e posterior infeccdo do hospedeiro por espécies do género Candida. Por



exemplo, o permanente contato das maos com agua ou maceragao da pele por fatores fisicos
ou quimicos favorecem a colonizagdo e posterior multiplicagdo de Candida nos seus
hospedeiros. Também, em pacientes desnutridos, velhos debilitados e nos prematuros,
verifica-se maior incidéncia da infeccdo por este fungo, em suas diversas formas clinicas.
Durante a gravidez, principalmente em seu ultimo trimestre, devido ao aumento do
glicogénio nas células da mucosa vaginal, os casos de vulvovaginites sdo mais freqiientes.
Alguns tipos de medicamentos como corticosteroides, anticoncepcionais, antineoplasicos e
antibidticos de amplo espectro ao serem utilizados por um periodo prolongado, diminuir a
imunidade do paciente ou alterar a flora bacteriana de seus tecidos, facilitando desta maneira

a colonizagdo ou infecgdo pelas espécies do género Candida'.

Diabetes mellitus é a endocrinopatia mais prevalente no homem. Esta
patologia ¢ um distrbio heterogéneo primario do metabolismo dos carboidratos, que levam,
em ultima analise ao desenvolvimento de hiperglicemia, que constitui a caracteristica basica
desta sindrome’. Até o momento, a relagdo entre diabetes mellitus e candidiase permanece
apenas circunstancial, porém o aumento da glicemia e eventual deficiéncia imunitaria

seguramente favorecem o aparecimento de tal infecgdo’.

Nenhum tipo de estudo sobre prevaléncia de leveduras do género
Candida, particularmente em vias genito-urinarias, foi realizado entre os pacientes que
procuram os servicos do Laboratorio de Analises Clinicas do Hospital Universitario da
UFSC. Como muitos destes pacientes tem historia de diabetes mellitus em varios estagios de
evolucdo, procuramos entdo estudar a frequéncia de isolamento de Candida em urina
(candiduria) de pacientes diabéticos, comparando-a com aquela de pacientes nao-diabéticos
que utilizam os servigos ambulatoriais do referido Hospital e identificar até nivel de espécie
as leveduras isoladas da urina. Também, no sentido de correlacionar dados clinico-
laboratoriais dos pacientes diabéticos ¢ a maior frequéncia de candiduria, comparamos estes

dados entre aqueles com e sem candiduria.

MATERIAL E METODOS

Populacao estudada



A amostragem estudada consistiu de dois grupos de pacientes de
ambulatorio, em sua maioria, que utilizaram os servicos laboratoriais do Laboratério de
Analises Clinicas do Hospital Universitario, no periodo compreendido entre mar¢o e maio de
1997. O primeiro grupo, constituiu-se de 53 pacientes que apresentavam indicagao clinica ou
laboratorial de diabetes mellitus. O segundo grupo, constituiu-se de 46 pacientes, com perfil
de idade e sexo semelhantes ao primeiro grupo, porém que nao tinham indicagdo clinica ou
laboratorial desta endocrinopatia, ¢ que foram utilizados como um grupo-controle para o

primeiro grupo.

Isolamento e identificagcdo das leveduras

Foram utilizadas amostras de urina da manha que ja eram colhidas para
os procedimentos laboratoriais rotineiros. As amostras foram imediatamente semeadas por
esgotamento em placas de petry contendo agar-Sabouraud dextrosado’ com auxilio de
“swabs” estéreis. As placas foram entdo incubadas invertidas a 37° C, por até uma semana.
No sentido de inibir possivel crescimento bacteriano, cloranfenicol e gentamicina foram
acrescentados ao meio. Para identificacdo da espécie C. albicans foi utilizado o método da
indugdio de tubo germinativo’. Para identificagio de outras espécies foi utilizado o Sistema
Automatizado de Assimilagdo de Acucares VITEK-YBC (bioMériecux Vitek, Inc.,
Hazelwood, USA), para leveduras, realizado no Laboratério Médico Santa Luzia, em

Florianopolis.

Analise estatistica

O teste exato de fischer foi utilizado para verificar a existéncia de
diferenga estatistica na freqiiéncia de isolamento de leveduras entre pacientes diabéticos e

ndo diabéticos.

RESULTADOS

Dos pacientes diabéticos estudados, 14 (26,4%) pertenciam ao sexo
masculino e 39 (73,6%) ao sexo feminino, enquanto que do grupo nao diabético 13 (28,3%)
eram do sexo masculino e 33 (71,7%) eram do sexo feminino (Tabela 1). Foi observado

também que tanto os pacientes diabéticos quanto os nao-diabéticos tinham em sua maioria



idades superiores a 35 anos, embora em oito dos pacientes diabéticos a idade ndo pdde ser

determinada (Tabela 1).

Quando se procedeu a semeadura da urina de pacientes dos dois grupos
em agar-Sabouraud dextrosado, verificou-se que houve crescimento de colonias de Candida
sp, em onze (20,7%) dos pacientes diabéticos € em apenas um (2,1%) dos pacientes nao-
diabéticos, diferenca esta que foi estatisticamente significante (Tabela 2). Observou-se
também que todos os isolados foram realizados em urina de pacientes do sexo feminino

(Tabela 2).

Tabela 1

Caracteristicas demograficas dos pacientes diabéticos e ndo-diabéticos estudados no Hospital
universitario, UFSC

Caracteristicas demograficas Pacientes diabéticos* (n=53) Pacientes ndo-diabéticos (n=46)
Sexo
Masculino 14 (26,4%) 13 (28,3%)
Feminino 39 (73,6%) 33 (71,7%)
Idade
Abaixo de 35 anos 07 (15,5%) 16 (34,8%)
Acima de 35 anos 38 (84,5%) 30 (65,2%)

* Em 08 (oito) pacientes a idade ndo pdde ser determinada.

Tabela 2

Ocorréncia de candiduria em pacientes diabéticos e ndo-diabéticos estudados no Hospital

Universitario, UFSC, 1997

Pacientes N° de isolamentos Isolamentos no sexo Isolamentos no sexo

totais* masculino feminino




Diabéticos (n= 53) 11 (20,7%) 0 (0,0%) 11 (28,2%)

Nao-diabéticos (n=46) 01 (2,1%) 0 (0,0%) 01 (3,03%)

n: numero de amostra estudada.
* Diferenca estatisticamente significante no Teste Exato de Fischer (P= 0.0049)

Com relacdo a freqiiéncia das espécies das amostras isoladas dos
pacientes diabéticos, seis eram da espécie C. albicans, duas da espécie C. glabrata, uma da
espécie C. parapsilosis, uma da espécie C. famata (figura 1). Em um dos isolados nio foi

possivel identificar a espécie. No paciente nao-diabético, a espécie isolada foi C. albicans.

Procurou-se  entdo  estudar algumas  caracteristicas  clinico-
epidemiologicas dos pacientes diabéticos com candiduria, comparando-os com aqueles sem
candiduria. Na tabela 3 s8o mostrados alguns dados clinicos e demograficos dos pacientes
diabéticos nos quais foram isoladas leveduras. Quando algumas destas caracteristicas foram
comparadas com aqueles pacientes nos quais ndo foram isoladas leveduras, ndo se observou
diferencas marcantes em média de idade, freqiiéncia de substincias redutoras na urina e

média dos niveis de glicose sangiiineo nos pacientes (Tabela 4).
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C.albicans C.glabrata C.parapsilosis C.famata Candida sp

Espécie de Candida

Figura 1. Freqiiéncia de espécies do género Candida isoladas da urina dos pacientes

diabéticos.

Tabela 3

Caracteristicas clinicas ¢ demograficas dos pacientes nos quais foram isoladas leveduras

Pacientes Idade Sexo Corpos cetonicos Substancias redutoras Niveis de
(anos) (nimero de cruzes) (niimero de cruzes) glicose (mg/dl)

HU13 70 F 0 0

HU14 F 0 4 194
HU17 32 F 0 0 100
HU19 71 F 0

HU26 59 F 0 4 297
HU30 39 F 0 0 95
HU34 23 F 0 0

HU37 62 F 0 3 236
HU40 14 F 0 0 118
HU47 F 0 4 309
HUS53 42 F 0 4 276

Tabela 4



Comparagdo entre pacientes diabéticos com ou sem candiduria

Tipo de paciente  Frequéncia por sexo  Idade média total Substancias Média dos
diabético (em anos) redutoras na urina  niveis de glicose
Com candiduria Masculino: 0 (0%) 45,7 50% 203 mg/dl

Feminino: 11 (100%)

Sem candiduria Masculino: 14 (33,3%) 49.6 40% 191,7 mg/dl
Feminino: 28 (66,7%)

DISCUSSAO

Em nosso estudo avaliamos a freqiiéncia de leveduras na urina de
pacientes com diabetes mellitus. Estes pacientes constituem uma parcela significativa da
populacao que procura os servicos laboratoriais do Hospital Universitario da UFSC. A sua
freqiiéncia de isolamento de leveduras foi comparada com aquela de pacientes nao-
diabéticos que utilizaram os mesmos servigos, ¢ que tinham caracteristicas semelhantes no
perfil de sexo e idade. Ficou entdo claro que os pacientes diabéticos apresentam uma
freqiiéncia muito maior de leveduras do género Candida em sua urina. Em condi¢des
normais, ndo é comum o isolamento desta levedura em urina de individuos saudaveis®’.
Entretanto, varias doengas ou situagdes fisiologicas podem favorecer a colonizagdo ou
mesmo infec¢do do trato urindrio por espécies de Candida. Entre estas situagdes podemos
citar, insuficiéncia renal, uso de catéteres, uso prolongado de corticosteroides,
imunodepressdo severa, anormalidades anatdmicas genito-urinarias, vulvovaginites por

Candida, gravidez e diabetes mellitus™®.

Com relagdo a freqiiéncia das espécies de Candida, verificamos que a
espécie mais freqiiente foi C. albicans, seguida por C. glabrata. Embora a amostra estudada
e consequentemente a quantidade de isolados tenham sido pequenos, a freqiiéncia maior de
C. albicans em urina esta de acordo com dados ja relatados na literatura’. Por outro lado, a
distribuicdo de outras espécies de Candida varia de acordo com os diferentes autores. Por
exemplo, em um trabalho’ houve relato de que a C. Parapsilosis foi a segunda espécie mais
freqiiente isolada. Entretanto, neste caso, as leveduras foram isoladas de amostras de urina de
individuos saudaveis, o que constitui populagido diferente desta por nds estudada. Ja outro
autor relata em seu trabalho que C. albicans e C. glabrata constituem as espécies mais
freqlientemente isolado de casos de candiduria, com freqii€ncias de 48 a 59% e 25 a 33%,

respectivamente, em vérios tipos de pacientes, incluindo-se aqueles com diabetes mellitus'®.



Procuramos entdo verificar se os pacientes nao-diabéticos do grupo-
controle, apresentavam algum tipo de manifestacdo patologica ou fisiologica associada a
candidiase. Entretanto, ndo pudemos comprovar nada a este respeito ja que a maioria dos
registros destes pacientes estavam incompletos. Contudo, a paciente do grupo-controle no
qual foi isolado levedura era gestante, o que é um fator de risco para infeccio por Candida'.
Esta paciente, possivelmente apresentava infecgdo vulvovaginal, que poderia ter
contaminado a urina. Em relagdo a isto, observamos que todos os outros pacientes nos quais
foram isolados leveduras também eram do sexo feminino. O simples isolamento de leveduras
em urina ndo comprova que esteja havendo infeccdo das vias urindrias, ja que para a sua
comprovagdo nestes locais seria necessario o seu isolamento de urina colatada diretamente
da bexiga'' ou a detecgdo de cilindros de leveduras no exame parcial de urina'?. A simples
presenca de leveduras na urina, sem sintomas de infeccdo nas vias genito-urinarias ¢
provavelmente, apenas um indicio de contaminagdo de urina por leveduras presentes em
secrec¢do vaginal ou vulvar, visto que em pacientes diabéticas ¢ comum vulvovaginites por
leveduras”. Para que pudessemos confirmar se as amostras isoladas na urina foram
provenientes de contaminagdo da mesma por secregdes vaginais, seria necessario isolar estas

leveduras destas secregdes nas pacientes com candiduria.

Um aspecto que nos chamou aten¢do ¢ o de que embora fosse claro que
pacientes diabéticos tém uma prevaléncia maior de leveduras na urina do que pacientes nao-
diabéticos, ndo foi possivel correlacionar a freqiiéncia maior de Candida na urina com dados
laboratoriais ou demograficos dos pacientes. Assim, tanto pacientes diabéticos com
leveduras na urina, quanto aqueles sem leveduras ndo apresentaram diferencas em relacdo a
frequéncia de substancias redutoras em suas urinas, niveis de glicose em seu sangue, ou
média de suas idades. Por outro lado, a auséncia nos registros dos pacientes, de dados
clinicos importantes como estdgio de doenca nesses pacientes ndo permitiu que se pudesse

correlaciond-los com um risco maior de candiduria.

Assim, concluindo, o nosso estudo mostrou que a frequéncia de leveduras do
género Candida ¢ muito maior em pacientes com diabetes mellitus do que aqueles sem esta
endocrinopatia. A C. albicans constituiu a espécie mais freqiientemente isolada, seguida por
C. glabrata. A candidiria foi observada somente em pacientes do sexo feminino, sugerindo

que a presenca de Candida na urina destas pacientes tivvesse sido decorrente da
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contaminagdo das mesma por secregcdes vulvovaginais contendo Candida. Por outro lado,
ndo foi possivel correlacionar dados laboratoriais e demograficos como idade, presenga de
substancias redutoras na urina e niveis sanguineos de glicose com frequéncia maior de

Candida na urina.
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Resumo:

Durante o processamento da medula 6ssea (MO) e de células tronco
periféricas (CTP) é possivel que ocorra a contaminagdo microbiana devido a
grande manipulagdo do produto. Foram analisadas 33 coletas de MO e 230 de
CTP entre marco de 93 e maio de 96. Oito MO das 33 foram tratadas com o
agente farmacolégico mafosfamida. Antes de cada congelamento foram retiradas
amostras para avaliagdo da esterilidade. Das 230 CTP, foram verificadas 3
contaminacdes (1,3%) , das 25 MO n&o-tratadas com mafosfamida observou-se 1
(4%) e, entre as 8 MO tratadas com mafosfamida, encontrou-se 1 (12,5%) cultura
positiva.

Dentre as culturas positivas de CTP foram identificadas os seguintes
organismos: Candida parapsilosis(n=1), Staphylococus simulans(n=1) e
Staphylococus auricularis(n=1). Das culturas de MO identificou-se Staphylococus
auricularis(n=1) e na MO tratada verificou-se Staphylococus coagulase
negativo(n=1). Medidas que assegurem a qualidade e esterilidade do produto

devem ser estabelecidas.

PALAVRAS-CHAVE: contaminagao bacteriana, células tronco-periféricas,

medula 6ssea, congelamento, esterilidade, processamento.



Summary

The processing of bone marrow (BM) and peripheral blood stem cells (PBSC)
can cause microbial contamination due to high manipulation of the product. From
March 1993 to May 1996, 230 PBSC products, 33 BM and 08 mafosfamide-treated
BM were analysed. Just before freezing the products , samples were taken for
aerobic and anaerobic blood culture analysis.The incidence of microbial
contamination was 1.3% for PBSC, 4% for BM and 12.5% for mafosfamide-treated
group.The pathogenic microorganisms detected were Candida parapsilosis (n=1),
Staphylococus simulans (n=1) and Staphylococus coagulase negative(n=1) for
PBSC, Staphylococus auricularis (n=1) for BM and Staphylococus coagulase

negative (n=1) for mafosfamide-treated BM.

KEYWORDS: microbial contamination, peripheral blood stem cell, bone

marrow, freezing, sterility, processing.

Introdugao:



Altas doses de quimioterapia seguida de resgate com células progenitoras
hematopoéticas tém possibilitado a cura ou prolongamento da vida de pacientes
portadores de neoplasias. Em situagbes basais o numero destes progenitores
sanguineos é baixo, por isso varios métodos tém sido utilizados com a finalidade
de se aumentar o numero destas células. Os métodos mais efetivos parecem ser
0 uso de quimioterapia associada a fator de crescimento medular. Parece nao
haver diferengas quanto a mobilizagdo de células-tronco quando se emprega
fator estimulador de colbnias granulocitica/macrofagica(GM-CSF) ou fator
estimulador de granulécitos (G-CSF). Porém o GM-CSF costuma desenvolver
febre e dores 6sseas com maior frequéncia.

Apos a coleta dos progenitores hematopoéticos ocorre o seu processamento
e posterior congelamento com uso de equipamentos programaveis. O
processamento das células envolve um numero grande de manipulagdes do
produto, onde é possivel que ocorra a contaminagdo bacteriana.(2)

O intuito do presente trabalho foi o de analisar a positividade de culturas
microbianas durante o processamento, tanto de medula éssea quanto de células-

tronco periféricas em receptores de transplante de medula éssea.

Materiais e Métodos:

Durante o periodo de margo de 1993 a maio de 1996, foram realizadas 230
coletas de células-tronco periféricas(CTP) e 33 de medulas Osseas, sendo que
oito delas foram tratadas com mafosfamida. Os pacientes foram provenientes do
programa de transplante de medula éssea da Fundagédo Pro-Sangue/Hemocentro
de S&o Paulo da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo.

A mediana de idade dos pacientes e as caracteristicas clinicas estao
apresentadas na Tabela 1

1. Coleta e processamento das células

1.1 Medula Ossea (MO)



A coleta da medula 6ssea foi realizada de acordo com a técnica descrita
pelo grupo de Seattle(8). Resumidamente, o material foi obtido através de
multiplas aspiragdes da crista iliaca e, eventualmente da regido esternal. A coleta
foi realizada no paciente sob anestesia geral ou peridural apos desinfecgédo da
pele com iodo povidina. A MO apds a coleta foi armazenada em bequer estéril
contendo soro fisiolégico heparinizado, e o produto final foi filtrado para a retirada
de espiculas Osseas e particulas de gordura. As medulas ndo tratadas foram
centrifugadas a 3.000 rpm por 15 minutos para remog&o do plasma e separagao
da camada leucoplaquetaria . Uma amostra foi retirada para a contagem celular e
outra para esterilidade utilizando-se material estéril e alcool 70% para a
assepsia. Todas as etapas foram realizadas em fluxo laminar (Holten , HB2460).

1.2 Medula Ossea Tratada com Mafosfamida

A droga mafosfamida foi utilizada para a purificagdo da medula de pacientes
com leucemia mieldide aguda. O procedimento de separacdo da camada
leucoplaquetaria foi igual ao da medula 6ssea nao-tratada. Amostras da camada
leucoplaquetaria foram retiradas para a realizagdo da contagem celular e para
determinacdo do hematdcrito. A bolsa contendo as células, plasma e o meio de
cultura 199 foram incubadas com mafosfamida na dose de 100ug/ml por 30
minutos , em banho-maria a 37°C. Apds a incubacgao as células foram lavadas, e
outra amostra foi obtida para esterilidade, contagem celular e posteriormente as
células tratadas foram criopreservadas.

1.3 Células Tronco Periféricas (CTP)

A leucoaférese foi realizada em dias consecutivos e quando a contagem de
leucocitos ultrapassava a 1.000/mm?®.

Para aumentar o numero circulante de progenitores hematopoéticos no
sangue periférico, os pacientes foram mobilizados com quimioterapia e fator de
crescimento recombinante ( G-CSFou GM-CSF ).

A coleta das células tronco periféricas foi realizada através de cateter venoso
central (previamente inserido ao paciente) pelo processador sanguineo ( Fenwall-

CS 3000 Baxter,Health Care Corporation). Nove a 14 litros de sangue foram



processados por um periodo de 2 a 4 horas, a um fluxo continuo de 50 -
70ml/min. O volume final de CTPs foi de aproximadamente 50 a 200ml. Deste
produto foi retirado uma amostra para cultura e contagem celular e o restante foi
criopreservado.

1.4 Criopreservagao de MO e CTP

O método segue a técnica padronizada pelo laboratério de Criopreservagao
de medula éssea da Fundagéo Pr6-Sangue/Hemocentro de S&o Paulo.

Resumidamente, apdés obtencdo do produto , as células s&o transferidas
para bolsas especiais de congelamento e acrescidos de igual volume de solugéo
criopreservante contendo 20% de dimetilsulféxido, 40% de meio de cultura 199 e
40% de plasma autdlogo. As suspensdes de células foram congeladas em camara
de congelamento programavel (Cryomed ,mod.1010). A cadmara é alimentada por
nitrogénio liquido e a razdo de decaimento da temperatura é de
aproximadamente -1°C/min da temperatura ambiente até a amostra atingir
-45°C e a seguir, a-10°C/min  até a mesma atingir -80°C. Apds o
congelamento as células foram armazenadas em freezer mecéanico a -120°C até
o0 momento da sua utilizagao.

2. Obtencao de amostras

Antes de se proceder o congelamento das células, foram retirados 3ml de
cada produto de MO e/ou CTP de maneira asséptica em fluxo laminar, para a
avaliacdo da esterillidade. As amostras obtidas foram inoculadas em frascos de
hemocultura ( WL Imunoquimica) previamente desinfetados com alcool a 70%.
Os frascos com os produtos foram incubados a 37°C e observados diariamente
por um periodo de 10 dias. Em caso de positividade, foram realizados exames
bacteriologicos em meios seletivos para o isolamento e identificagdo dos agentes

microbianos.

Resultados



Foram realizadas uma mediana de 3 (variagdo 2-7) coletas de leucoaférese
por paciente. A mediana de células coletadas de MO e CTP foi de 2,3 x
10%(variagdo 0,8- 6,04) e de 3,17 x 10° (variagdo 0,2- 24,61) células/Kg ,
respectivamente.

A positividade de culturas microbiolégicas nas amostras de CTP foi de 3
culturas (1,3%). Para a medula n&o-tratada, observou-se 1 cultura positiva (4%) e
nas medulas Osseas tratadas com mafosfamida foi de 1 cultura (12,5%). Das
culturas positivas de CTP foram identificados os seguintes organismos: Candida
parpsilosis (n=1); Staphylococus simulans(n=1) e Staphylococus coagulase
negativo (n=1); na medula 6ssea nao-tratada foi verificada a contaminagao por
Staphylococus auricularis (n=1) e na medula éssea tratada com mafosfamida

verificou-se a contaminagao por Staphylococus coagulase negativo (n=1) .

Discussao

Existem evidéncias que microorganismos gram negativos possam sobreviver
a refrigeracdo e podem inclusive crescer durante curtos periodos de estocagem,
em contraste com os bacilos gram positivos cuja sobrevivéncia sob refrigeracao é
pequena.

Entretanto, existem evidéncias de que o Staphylococus coagulase
negativo e Bacillus sp provenientes de culturas de CTP, possam sobreviver
durante o procedimento de congelamento(5).

A baixa incidéncia de contaminacdo das células tronco periféricas e da
medula éssea ndo tratada atestam uma boa técnica de manipulacdo do produto
em nosso trabalho. A assepsia vigorosa da pele do paciente antes e durante a
coleta da medula pode eliminar ou reduzir a contaminagao bacteriana e proteger
contra o crescimento significativo de bactérias(6,7).

Rowley e col. relataram o estudo onde 17 de 100 medulas apresentaram
contaminacado bacteriana, sendo que todos os organismos identificados faziam

parte da flora da pele(7).



Existem duas fontes principais de contaminagao bacteriana da medula 6ssea
antes da criopreservacao: primeiramente durante o procedimento da coleta e a
manipulagdo ex-vivo da amostra. E, a outra fonte de contaminagado pode ocorrer
durante o descongelamento e infusdo do produto(1). O processamento das
células envolve uma grande manipulagdo do produto, onde é possivel que
ocorra a contaminagao bacteriana.

O sistema aberto de coleta da medula pode introduzir bactérias na
mesma(4). Esta tem sido a metodologia empregada em nosso centro e
atualmente estamos planejando utilizar o sistema fechado.

Muitos dos procedimentos de manipulagdo da medula 6ssea exigem que as
células sejam transferidas para tubos ou bolsas. Estas diversas etapas utilizando
um sistema aberto, e por um longo periodo (8-12 horas) podem aumentar a
incidéncia de contaminacdo das aliquotas de medula éssea como ocorre no
tratamento com a mafosfamida(4).

Uma outra fonte de contaminacdo das CTPs, pode ser a técnica incorreta
de desinfeccdo ao acesso vascular . Portanto, técnicas corretas e padronizadas
pelo grupo multiprofissional da equipe de transplante de medula, devem ser

executadas para reduzir a contaminagao bacteriana por esta via.
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Tabela |: Caracteristicas Clinicas dos pacientes

Idade (anos) mediana 33
variagcao (03-57)
Sexo
Masculino 31
Feminino 46
Diagnéstico

LNH 24




LMA
Ca mama
LLA
DH
MM
LMC
tumor de testiculo

Estadio da Doenca

RC
1RC
2RC
3RC

RP

18
10
08
08
05
02
02

02
27
36
09
03

10

LNH=Linfoma ndo Hodgkin
DH=Doen¢a de Hodgkin

Ca mama=Cancer de Mama
LMA=Leucemia Miel6ide Aguda
MM=Mieloma Multiplo
LMC=Leucemia Mieloide Cronica

LLA=Leucemia Linféide Aguda

RC= Remissao completa

RP= Remissdo parcial
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