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Estudo e normatizac¢iao da analise gasométrica no
Hospital Universitario Regional de Maringa-
HUM+*

Gasometrical analysis study and standardization at Hospital
Universitario Regional de Maringa.

Luiz Roberto Bigdo Giacomelli' & Claudio Arantes’

RESUMO - Dos exames laboratoriais que subsidiam o clinico perante as situagdes de
emergéncia, a analise gasométrica (gasometria) se pronuncia como um dos testes mais
importantes, sendo responsavel, face aos dados que fornece, pela determinagdo
diagnostica e terapéutica naquelas condi¢des que envolvem o desequilibrio acido-bésico.
Os autores, efetuando analise de 538 gasometrias, que ocorreram no HUM - Hospital
Universitario Regional de Maringa, no periodo de janeiro/95 a maio/96, analisaram os
elementos de interferéncia na realizagdo do exame, desde a obten¢do das amostras até a
interpretagdo dos resultados, e também buscam avaliar a realizacdo das dosagens
gasométricas no laboratorio do HUM, atendendo a uma necessidade interna de majorar a
qualidade dos servigos oferecidos enquadrando este enfoque como uma iniciativa de
normatiza¢do dos POPs (Procedimentos Operacionais Padrao) aliados a um Programa de
Garantia da Qualidade.

PALAVRAS CHAVE - Gasometria; controle de qualidades laboratorial; disturbios
acido-basicos.

SUMMARY - Gasometrical Analysis is considered one of the main test on emergency
situations. Nowadays this test is realize on automation machines conferring it a special
sensibility.

Despite this acurate sensibility, it has many factors that interfere on results. These factors
are associate with methodologys tests and pacients basic health conditions.

Authors studing 538 gasometrics analysis at HUM - Hospital Universitario Regional de
Maringd, try to showing some aspects of interference on this laboratorial tests, and
presents considerations about methodology searching for quality improvement.

KEYWORDS - Gasometry; laboratorial control quality; acid-basic disorders.

* Trabalho realizado no Laboratério de Analises Clinicas do Hospital Universitario Regional de Maringa.
Trabalho Vencedor do Prémio PNCQ/XXIV CBAC, Fortaleza, CE, 1997.
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INTRODUCAO

A andlise gasométrica ou gasometria, revela-se como um estudo primoroso do
equilibrio acido basico cuja finalidade ¢ auxiliar o clinico na elucidacdo diagnostica de
freqilientes disturbios metabolicos e/ou respiratorios que ocorrem na rotina profissional.

Esta claro que precisao e exatiddo de um teste ndo sdo os Unicos pontos a se
considerar, e que uma boa anamnese, com um bom exame clinico, ¢ que vao determinar
a indicagdo apropriada para o exame, bem como quais os parametros a ser considerados
relevantes e que determinardo o limiar de agdo do clinico'. Nos dias atuais a gasometria
deixou de ser um exame titulométrico com complementacdo nomografica e, em
laboratorios especializados, ha um gasometro que possibilita analises de forma
automatizada. Ainda assim, devem ser considerados fatores, tais como a metodologia e
os elementos extrinsecos e intrinsecos da andlise dos gases sanguineos, que podem
intervir com os resultados, mascarando-os ou mesmo alterando-os'~*.

De modo geral, a maior parte da abordagem terapéutica a ser efetuada nos
pacientes com quadros de alteragdes metabolico-respiratorias ¢ determinado pela
amplitude das anormalidades dos gases e do pH sangiiineo. Devido ao carater multiplo
dos fatores envolvidos na determinagcdo dos resultados da gasometria ¢ natural e
compreensivel que este seja considerado como um exame complexo em sua analise.
Todos os médicos devem buscar saber se os mecanismos determinantes de hipoxia
arterial e/ou pH anormal sdo metabdlicos, respiratorios ou mistos (0 que acarreta varias
complicacdes na interpretacio) e se tais disturbios estio ou ndo sendo compensados'’.

Desta maneira cabe ao profissional médico, j4 durante a sua formacao,
familiarizar-se com as técnicas de pungdo arterial, de coleta adequada da amostra,
conhecer o método empregado e também saber interpretar os resultados de uma
gasometria.

Consideramos indispensavel, portanto, que se conheg¢a os pontos chave na
realizacdo do exame, os quais irdo determinar sua acurdcia e eficacia ou, se nao
observados, um resultado falseado e erréneo™ . Podemos agrupar os fatores que
interferem na andlise gasométrica em quatro grupos:1- fatores que estdo relacionados
com o estado geral do paciente no momento da coleta, 2- fatores relacionados com a
técnica da obtencao da amostra, 3- fatores relacionados com o método e 4- fatores
relacionados com o estado clinico e patologias de base do paciente”.

Com relacao ao estado geral do paciente no momento da coleta sabe-se que a
coleta de sangue em recém-natos, criangcas muito chorosas ou pacientes agitados, em
particular , se houver dificuldade de acesso vascular causam variagdes significativas na
PCO,;. O estresse adicional causado por repetidas puncdes malsucedidas, aumento ou
diminuicdo da atividade fisica (aqui incluindo convulsdes e a anestesia geral
respectivamente) e alteragdes na taxa metabolica em fun¢ao de elevagdao ou diminuigao
da temperatura corpdrea acarretam variagdes bruscas no quociente respiratorio®.

Em observagdo a técnica de coleta cumpre salientar que ¢ necessario utilizar
material de boa qualidade (ainda que sejam especificos para este exame somente), efetuar
boa heparinizagdo da agulha ou escalpe e da seringa, técnica asséptica, evitar
garroteamento dos membros avaliando ainda a perfusdo do mesmo se ¢ significativa com
relagdo ao restante do organismo. Aplicar tensdo minima ao deslizamento do émbolo,
manipular a seringa de modo cuidadoso, efetuando imediatamente a vedacao evitando-se
bolhas de ar juntamente ao sangue. Urge conservagao imediata da amostra caso o sangue
ndo va ser analisado de imediato®.



Cabe ao laboratorio efetuar a dosagem dos gases em aparelho constantemente
revisado e com calibragdes metddicas e constantes sendo uniforme a aplicagdo da
metodologia.

Uma vez conhecidos estes fatores interferentes hd, ainda, que se considerar
durante a interpretacao dos resultados, aqueles elementos provenientes da investigacao
clinica que ainda poderdo ser determinantes de interferéncia. Terapéutica prévia com
catecolaminas ou hormonios esterdides, hipo ou hiperparatireoidismo, desnutri¢ao
acentuada, alimentacdo hipercaldorica além de alguns disturbios endocrinos menos
comuns sdo causas destas interferéncias. Ha que se ressaltar a patologia de base,
deflagradora do disturbio &cido-basico, bem como o comportamento dindmico no
atendimento ao paciente que pode, ainda, gerar novas interferéncias nas analises a serem
realizadas™'>'°.

MATERIAL E METODOS

Durante o periodo de janeiro de 1995 a maio de 1996 foram analisadas 538
amostras de sangue direcionadas para dosagem gasométrica de 245 pacientes atendidos
no Hospital Universitario Regional de Maringa-HUM e 69 pacientes de outros hospitais
desta cidade, sendo que 224 andlises foram efetuadas em carater de repeticdo, com
solicitacdo clinica. Estes pacientes foram atendidos pelo pronto atendimento,
ambulatorio e enfermarias hospitalares, sendo investigados e acompanhados,
posteriormente, via prontudrio médico.

Padronizacao Técnica

A coleta de sangue foi obtida por pungao arterial ou venosa, conforme solicitagao
prescrita no pedido médico. Caso na solicitacdo constasse apenas ‘‘gasometria”,
padronizou-se a coleta do sangue arterial, sendo este material o mais recomendado,
refletindo com maior fidedignidade a fisiologia acido-base e as condi¢des de oxigenagao
frente ao estudo dos gases sanguineos’. Os locais utilizados para a puncio foram as
artérias radiais, braquiais e femurais, para a coleta de sangue arterial, sendo o sangue
venoso obtido de locais conforme a facilidade de acesso para o profissional responsavel.

Foram utilizadas seringas de vidro na maioria das coletas por ndo causarem
alteracdo significativa na pressdo dos gases, salvo casos em que a coleta torna-se um
pouco mais dificil como ocorre com algumas criangas e recém-natos ou adultos agitados
(pacientes que apresentam-se em “stress” devido a dificuldade de coleta), recomenda-se
entdo, utilizar seringas de plastico pois nestes casos a coleta pode ser um pouco mais
demorada e, a aspira¢do nao sendo continua, evita-se a constante formagao de bolhas que
¢ frequentemente observada com a utilizagdo das seringas de vidro. E importante
salientar que este material € reutilizado ap0s esterilizagao, resultando assim, em queda na
qualidade do mesmo, como perda de suas propriedades de encaixe (émbolo-seringa), e
este passa a adquirir certa porosidade interna apOs consequentes lavagens e
reesterilizagoes.

Utilizou-se a heparina por ser considerada como o anticoagulante de escolha
quando utilizada em quantidades adequadas (50 pl de heparina a 5.000 Ul/ml para 5 ml
de sangue). Outros anticoagulantes que poderiam ser utilizados; o EDTA, o citrato e o
oxalato afetam significativamente o pH'"*">.

A técnica de coleta utilizada deve ser anaerdbica, devendo-se retirar as bolhas
imediatamente apos a coleta e vedar a agulha com rolha de borracha. Demais artigos
porosos, como a cortica, podem produzir contaminagdo do material bioldgico.Para a



coleta de sangue nao se utilizou garrote, tanto para obter o sangue venoso como arterial,
evitando-se assim alteragdo na pressdo dos gases no local de pungdo'""".

Quando necessarias outras dosagens laboratoriais simultaneamente a gasometria
procedeu-se a utilizagdo do plasma apds efetuada a andlise gasométrica e, para os exames
que dependiam de soro ou sangue total com outros anticoagulantes, efetou-se outra coleta
em separado.

ApoOs a obtengdo das amostras, estas foram encaminhadas imediatamente ao
laboratorio, procurando-se dosa-las em no maximo 10 minutos apos a coleta. Quando
impossibilitada a dosagem dentro deste prazo, as amostras poderiam permanecer até 30
minutos a temperatura ambiente e apds este periodo seriam desprezadas. Nao houve
necessidade de conservarmos amostras sob refrigeragdo em nossas analises, porém a
recomendacdo ¢ de que estas permanecam até 2 horas a temperatura de 4 a 8§ °C se nao
for possivel a dosagem prévia'.

Empregou-se para estas dosagens o analisador gasométrico da marca DRAKE,
modelo AGS 21, adquirido pelo HUM em meados de 1994. Apods a padronizacao
operacional, em nosso laboratorio, este gasdmetro vem apresentando excelente
performance técnica.

A confiabilidade do procedimento analitico, estd ligada intrinsecamente a
manutencdo do aparelho, onde busca-se seguir uma normatizacao técnica a fim de
garantir a qualidade da analise’.

O aparelho acima citado, possui sistema de calibracdo automatica, calibrando (01
ponto) a cada hora, apos lavagem prévia simplificada com substancias de valor
conhecido: pH=7.383 , CO, a 5%, O, a 12% e N. A cada 2 horas ¢ realizada outra
calibragdo (02 pontos) onde os valores fornecidos sdo: pH=6.389, CO, 10% ¢ N'"°. Este
procedimento de calibragdo ¢ solicitado como rotina e, manualmente pelo analista,
minutos antes de cada dosagem gasométrica.

O processo de manutencao adequada, envolve uma prevengao didria (limpeza e
verificacao geral do aparelho); quinzenal (troca de membranas e da solugdo eletrolitica
do eletrodo de referéncia); mensal (limpeza quimica e troca de anéis dos eletrodos);
trimestral (troca de tubulacdes e limpeza do gabinete); semestral (troca de anéis, valvulas
e lubrificagdo) e anual (ajuste da pressao barométrica).

ApoOs a manutencao quinzenal ou quando houver duvidas sobre algum erro
analitico ligado a defeitos do aparelho, ¢ realizada a dosagem de ampolas controle (acido,
normal e alcalino), sendo os valores de pH, pCO, e pO, previamente conhecidos e
fornecidos pelo fabricante. Este procedimento ¢ de grande importancia para a verificacao
da acuracia do exame e para a manutencdo da qualidade desta analise.

Foi realizado um estudo retrospectivo dos prontuarios dos pacientes atendidos por
este servico, onde buscou-se analisar o procedimento metodoldgico empregado perante
uma solicitagdo de dosagem gasométrica, dando énfase aos pontos criticos que viriam a
interferir em um resultado de alta qualidade, assim como, procurou-se otimizar a
padronizacdo da metodologia empregada.

RESULTADOS

Das 538 amostras de sangue coletadas para a analise gasométrica, 475 foram
investigadas retrospectivamente via prontuario do paciente para a confirmacao
diagnostica clinico-laboratorial.



Levando-se em consideragdo estritamente os parametros e alteragdes ocasionadas
pelo desequilibrio 4cido-basico, observou-se a prevaléncia de resultados anormais n=362
(76.2%) em constraste aos resultados normais n=113 (23.8%)).

Observou-se a prevaléncia de acidose em 289 dosagens (60.8%), sendo que, em
247 amostras o resultado foi indicativo de acidose metabdlica, em 32 acidose respiratoria
e, em 10 indicou acidose indeterminada.Os resultados caracterizados como alcalose
estiveram presentes em 63 dosagens (13.3%), com predominio de alcalose respiratoria
em 49 amostras, alcalose metabolica ocorrendo em 03 e de etiologia indeterminada em
11. Encontrou-se 10 resultados (2.1%) que indicaram a presenga de disturbios mistos do
metabolismo, conforme mostrado na Tabela A e Figura A.

Dos 245 pacientes investigados, 37 (15.1%) eram recém-natos (RN), Figura B. O
estudo demonstrou que 16 (43.2%) destes pacientes passaram por novas analises (média
de 3.5 repetigdes/RN) . Dos 208 (84.9%) pacientes restantes, 71 (34.1%) passaram por
novas andlises com uma média significativamente menor (1.6 repetigdes/paciente),
Figura C, sendo que houve uma tnica repeticdo em 71,8% destes ultimos.

A andlise revelou que 56% dos pacientes eram do sexo masculino e 44% do sexo
feminino.

DISCUSSAO

A andlise gasométrica difere da maior parte dos exames laboratoriais devido ao
seu carater emergencial. E importante que a realizagdo da mesma seja feita por equipe
experiente e competente, desde a coleta do material até a liberagdo dos resultados, pois
da rapidez e fidelidade deste exame dependem a terapia e o prognostico do paciente, o
que qualifica esta dosagem pela grande confiabilidade que deve possuir®’. Varios fatores
pertinentes ao processo técnico da dosagem podem ser elementos marcantes, podendo
acarretar perda na confiabilidade do teste.

Para que se possa obter resultados de alto padrdo em um teste com tantos fatores
de interferéncia, a busca da qualidade deve ser uma constante e cada etapa do processo
necessita ser continuamente analisada. Ainda que restem varios fatores relacionados ao
estado mérbido do paciente, que possam afetar a gasometria, ¢ dever dos laboratoristas
minorar o numero de interferéncias buscando a condicdo ideal em que estas nao
ocorram'".

Quaisquer processos que acarretem estresse no paciente culminam com quedas ou
elevacdes puntuais de maneira brusca no metabolismo, afetando o quociente respiratorio,
alterando a pressao parcial dos gases e sua difusdo levando a uma alteragdo dos teores na
circulagdo®. A manipulacio dos pacientes, em especial dos recém-natos, deve restringir-
se ao minimo necessario. A temperatura dos pacientes também deve ser considerada uma
vez que reflete, de modo direto, em alteragdes na velocidade do metabolismo e, por
conseguinte, maior ou menor producao de CO,, frequéncia respiratéria alterada e
modificacdes na PO,>*'®!7. As interferéncias que alteram a pCO, , a pO; e o pH afetam
diretamente o teor de bicarbonato uma vez que este parametro, no método automatizado,
¢ resultado de calculos obtidos com base nos valores dos itens anteriores™®">.

Dos pacientes que realizaram gasometria no laboratorio do HUM , a maioria deu
entrada no hospital pelo Servico de Pronto Atendimento (PA), em condigdes
emergenciais, onde a avaliagdo clinica teve de ser efetuada de modo rapido e pouco se
obteve da historia dos pacientes. A pobreza de informagdes, nestes casos, pode ocultar
fatores importantes na analise global do exame face as condigdes do paciente. A
urgéncia, a pressao psicoldgica que caracterizam o atendimento, a coleta e a realizagao da



dosagem nestas situagdes podem determinar varias formas de erros que culminardo em
atrasos nos resultados podendo terminar em consequéncias danosas ao paciente'?.

Em nosso servico observamos que, em alguns casos, pode-se coletar o sangue em
extremidades onde ocorre hipdxia relativa, alterando portanto, o resultado da dosagem.
Pode ocorrer também coleta de sangue venoso enquanto se pretendia gasometria arterial.
A coloragdo do sangue e a pressao retrograda no €mbolo da seringa ndo sdo
caracteristicos de total confiabilidade para atestar uma coleta arterial, especialmente nos
casos de hipoxia acentuada e hipovolemia. Pungdes malsucedidas e repetidas acarretam
perda de anticoagulante e entrada de ar na seringa, formando bolhas, o que ocorre de
modo especial ao se utilizar seringas de vidro mal ajustadas e efetuando a aspiracdo do
sangue de modo rapido.

Nas amostras analisadas houve, relativamente a faixa etaria, uma frequéncia
bimodal de pacientes caracterizando um predominio na utilizacdo de gasometrias para
recém-natos (15.1 %) e adultos ( aproximadamente 80 %). As dosagens realizadas nos
recém-natos apresentaram uma média de repeti¢des (3.5 / crianga) significativamente
maior que para os adultos. Tal fato esteve relacionado com a aplicagdo de uma
terapéutica mais delicada e prudente levando a solicitagdo de controles e também ao
maior estresse que a coleta provoca nas criangas, prejudicado por um acesso vascular
dificil, competicdo durante o atendimento, devido a atencdo dada ao paciente por varios
profissionais de satide e manipulacdo excessiva’' .

As dosagens realizadas nos adultos apresentaram uma média baixa de controles
(1.6 / adulto) e esteve associada ao fato da utilizagdo de uma terapéutica que pretendia
fazer uma corre¢do de forma total e mais imediata j4 determinando resultados
satisfatorios apds um ou dois controles. Também foi caracterizado maior facilidade de
coleta nestes pacientes.

Observou-se, nos resultados indicativos de distirbios, um predominio de acidose.
A acidose metabdlica foi responsavel por 85,5 % destes resultados marcadamente devido
a Diabetes Melitus descompensado. Nos exames indicativos de alcalose aquela do tipo
respiratorio foi majoritaria com 77,8 % dos resultados, marcadamente devido a
patologias da respiracao.

O numero de dosagens realizadas no periodo foi superior ao n total (538). Temos
o registro de 44 analises efetuadas em duplicidade quando foi solicitada uma nova coleta,
de imediato apos a primeira, por suspeitar-se de sangue venoso ter sido coletado ao invés
do sangue arterial. No inicio da padronizagdao da metodologia nao nos detivemos a este
detalhe e algumas amostras em duplicidade foram perdidas por uma superposi¢cdo de
registros no gasometro (aproximadamente 20 amostras). Temos por estimativa que cerca
de 10 % das coletas, relativas ao n total , foram realizadas em duplicata para
comprovagdo da amostra, evitando-se assim na obtencdo de dados incorretos por
analisar-se amostras inadequadas.

Para uma perfeita padronizacdao técnica e, buscando a melhor interrelacdo dos
profissionais envolvidos neste tipo de andlise, foi realizado um curso de treinamento e
aperfeigoamento sobre o equilibrio acido-basico, coleta e dosagem gasométrica.

Os objetivos deste estudo e da normatizacdo metodoldgica empregada, sdo dar
um melhor embasamento tedrico e pratico aos profissionais envolvidos e tracar um
caminho em prol da melhoria da qualidade e do aprimoramento técnico que determinem
uma melhor utilizagao clinica dos resultados deste abrangente exame laboratorial.
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TABELA A
Frequéncia dos resultados encontrados nas gasometrias

Processo envolvido Origem do disturbio n % n %
ACIDOSE Metabolica 247 85.5
Respiratoria 32 11.0
Indeterminada 10 35
289 60.8
ALCALOSE Metabolica 03 4.7
Respiratoria 49 77.8
Indeterminada 11 17.5
63 133
MISTO 10 2.1
NORMAL 113 23.8
TOTAL 475 100
FIGURA A

Avaliacdo Gasométrica - Frequéncia dos Resultados
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Extracao de DNA de coagulo sangiiineo
humano como método alternativo para
estudos de genotipagem *

DNA extraction from clotted human blood as
an alternative method for genotyping studies

Luis A. Salazar' , Mario H. Hirata! , Marcos Q. Machado, Selma A. Cavalli,
Elizabeth C. R. Guzman, Nga Y. Nguyen2 & Rosario D. C. Hirata'

RESUMO - Foi otimizado um método de extragdo de DNA de codgulo sangiiineo. Amostras de sangue total colhidas em EDTA
e de coagulo foram obtidas de 10 individuos ndo aparentados. Os coagulos foram homogeneizados (sistema Potter-Elvejyn NSE-
11 R). O DNA foi extraido pelo método de precipitacdo salina modificado (Clin.Chem.42:5298,1996). A quantificacdo e a
pureza do DNA foram realizadas por espectrofotometria em 260 e 280 nm, sendo a sua integridade verificada por eletroforese em
gel de agarose. A qualidade do DNA foi avaliada por amplificagdo da regido polimorfica Ava /I do gene do receptor da LDL, por
PCR. A quantidade de DNA de coagulo foi semelhante a de sangue total (61,5 = 11,9 ¢ 60,6 = 12,6 mg/ml de sangue,
respectivamente). A pureza do DNA de codgulo foi semelhante a de sangue total (A 260/ 280= 1,87 = 0,19 ¢ 1,96 + 0,17,
respectivamente). As amostras de DNA apresentaram-se intactas no gel de agarose e sem contaminagdo com RNA. O rendimento
do DNA obtido por este método foi maior que o dos descritos em outros estudos ¢ mostrou-se adequado para analise do
polimortismo genético do receptor da LDL. Portanto, o procedimento de extragdo de DNA, otimizado em nosso laboratdrio, ¢
simples, rapido e aplicavel para obtengdo de DNA de alta qualidade de amostras de coagulo sangiiineo, sendo util em estudos de
genotipagem.

PALAVRAS CHAVE - Extragdo de DNA, coagulo sangiiineo, gene do receptor da LDL, genotipagem

SUMMARY - We have optimized a method for processing many samples of blood clots for isolation of highquality DNA for
genotyping studies. DNA was extracted from EDTA-anticoagulated blood and clot samples. The clots were homogenized using a
Potter-Elvejyn NSE-1 1 R system. DNA from one ml of each sample was extracted by a modified salting-out procedure
(Clin.Chem. 42:5298,1996). Quantification and purity of the DNA samples were determined by spectrophotometry at 260 and
280 nm. DNA integrity was verified by 1.0% agarose gel electrophoresis. In order to test the suitability, we have amplified the
Ava II polymorphic region of the human Iow density lipoprotein (LDL) receptor gene. The amount of DNA recovered from fresh
clot was similar to that obtained anticoagulated whole blood (61.5 £1 1. 9 and 60.6 + 12.6 pg/ml of blood, respectively). The
DNA purity of the fresh clot assessed by the Ag0/280 ratio was comparable to the whole blood (clot vs. whole blood, 1.87+ 0.
19 vs. 1.96 £ 0.17). Gel electrophoresis data have shown that all DNA samples were intact and not present RNA contamination.
In conclusion, DNA extraction procedure optimized in our laboratory is simple, fast and reliable for obtaining high quantities of
high-quality DNA from clotted blood specimens for genotyping studies.

KEY WORDS - DNA extraction, blood clot, genotyping, LDL receptor gene.

INTRODUCAO

11

O potencial de aplicagdes das técnicas de DNA organicos como fenol, cloroférmio e alcool isoamilico® ,

recombinante em laboratérios de Bioquimica Clinica estdao
se tornando altamente evidentes, especialmente no
diagnostico molecular das doengas hereditarias. Em estudos
genéticos populacionais sdo utilizadas técnicas de
identificagdo de polimorfismo através das diferengas de
tamanho dos fragmentos de restri¢do (RFLP) que requerem
métodos de extragdo de DNA rapidos e eficientes para
processar grande numero de amostras. Muitos dos métodos
ja& desenvolvidos para esse fim consomem tempo ",
envolvem a digestdo com proteinase K™ ™7, incubagdes
com RNase para remover o RNA®, requerem um grande
volume de sangue (10-15 ml), ou utilizam solventes

os quais sdo altamente toxicos. Embora esses métodos
recuperem o DNA de alto peso molecular de uma grande
variedade de amostras, eles requerem muitos passos
incluindo a transferéncia dos extratos de DNA para
recipientes adicionais ou a utilizagdo de procedimentos de
purificagdo do DNAZ’S, que aumentam o risco de troca de
amostras ¢ da introdugdo de contaminantes. Considerando
estes aspectos, essas técnicas mostram-se pouco
apropiadas para uso na rotina dos laboratorios clinicos. A
maioria  dos testes de DNA para fins diagndsticos envolve
a extragdo de DNA gendmico dos leucdcitos huma-
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nos, obtidos geralmente de sangue anticoagulado com
EDTA ou ACD 23,3, 6,10, . Entretanto, em alguns
casos o volume de sangue obtido ndo ¢ suficiente para
todas as analises (por ex. Southern blot). Com o objetivo
de avaliar o método alternativo para a extragdo de DNA
gendmico, a partir de goadgulo sangiiineo, otimizamos
técnica de “salting out” desenvolvida previamente em
nosso laboratéorio (Clin. Chem. 42:S298, 1996), para obter
DNA de alta qualidade para o uso em estudos de
genotipagem. As amostras de DNA extraidas por este
método foram submetidas a técnica de reagdo da
polimerase em cadeia (PCR) para amplificar a regido
polimoérfica Ava II, localizada no exon 13 do gene do
receptor da lipoproteina de baixa densidade (LDL), a qual
tem sido indicada como marcador genético da
hipercolesterolemia > 7

Materiais e Métodos
1. Amostragem

No presente trabalho foram estudados 10 individuos
hipercolesterolémicos (Colesterol total superior a 5,18
mmol/L), provenientes do Hospital Universitario da USP,
Sdo Paulo, SP. As amostras de sangue foram colhidas por
venopungdo antecubital, utilizando um sistema de coleta a
vacuo. Foram coletados 5 ml de sangue em tubos contendo
EDTA a 5% como anticoagulante. Da mesma forma, foram
coletadas amostras de sangue em tubos sem anticoagulante
para obten¢do dos coagulos. Uma aliquota de 1 ml de
sangue total foi separada e acondicionada em tubos de
microcentrifuga de 1,5 ml para posterior extragdo do DNA.
As amostras de sangue sem anticoagulante foram
centrifugadas em centrifuga clinica Celm modelo LS 35
(Celm Ind., S. Paulo, Brasil) a 2500 rpm (1050 g), durante
10 minutos para a separagdo do soro a ser usado nas
determinacdes  bioquimicas. Os  coagulos foram
homogeinizados em solugdo de NaCl 0,9% usando o
sistema Potter-Elvejyn NSE-1IR, 1 ml deste homogeneizado
foi transferido para um tubo de microcentrifuga para
posterior extragcdo do DNA.

2. Métodos
2.1. Extracio do DNA gendmico

O DNA gendmico_ foi extraido pelo método de
Lahiri & Nurnberger8 modificado em nosso laboratério
(Clin. Chem. 42:5298, 1996). Brevemente, as amostras de
sangue total ¢ do homogeneizado de coagulo foram

submetidas a lise celular na presenga do tampao Tris-HCI,
pH 8,0 contendo sais e triton X-100. As proteinas foram
removidas por precipitagdo salina e o DNA liberado do
material nuclear foi isolado e purificado por precipitagdo
etandlica. O DNA foi ressuspendido em tampédo TE Stris-
HCI 10 mM e 1 mM EDTA, pH 8,0) e mantidos a —20 "C.

2.2. Avaliacio eletroforética e quantificacio do DNA
gendmico

As amostras de DNA extraido foram analisadas por
eletroforese em gel de agarose 1 % em tampao TBE (Tris-
HCI 0,45 mM, &cido boérico 0,45 mM e EDTA 2,5 mM).
As bandas de DNA foram coradas com brometo de etideo
(0,5 pg/ml) e visualizadas sob luz U.V

A quantificacdo e andlise da pureza dos extratos de DNA
foram realizadas em espectrofotometro Beckman modelo
DU127400 apos diluicdo das amostras (1:100) em tampao
TE ~.

2.3. Amplifica¢do e analise da regidio polimorfica Ava II
do gene do receptor da LDL

As amostras de DNA foram submetidas a amplificagéo da
regido Ava II do gene do receptor da LDL, pela técnica de
PCR, utilizando os iniciadores e protocolo, descritos por
Hobbs e cols. Em 1992 *. Os produtos de PCR foram
submetidos a restricdo enzimatica com 1,5 U da enzima
Ava Il por 6 horas a 37 C. Os produtos amplificados, bem
como os digeridos com a enzima Ava II, foram analisados
em gel de agarose 2% apds serem corados com brometo de
etideo.

2.4. Anilise estatistica

Foram estimadas a média aritmética (média), o desvio
padrdo (DP) e o coeficiente de variagdo intraensaio (C.V.)
para os resultados de quantificagdo do DNA obtidos. O
teste “t” de Student, a analise de variancia e a andlise de
regressdo linear foram utilizadas para comparacdo dos
resultados obtidos pelos 2 métodos.

RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta as concentragdes de DNA e as
relacdes de absorbancia em 260 e 280 nm (relagdo A
260/280) obtido das amostras de sangue total e de coagulo
sangiiineo apds analise espectrofotométrica. Como se pode
observar, as amostras de DNA apresentaram elevada
pureza, relagdo A Heon80 =155 a 2,09, sendo as
concentragdes  semelhantes  nos  dois  métodos.



Na Tabela 2 sdo mostrados os valores de coeficientes
de variagdo (C.V.) intraensaio dos métodos utilizados para
extracdo de DNA gendomico das amostras de sangue total e
de coagulo.

Na Figura 1 ¢ apresentada a avaliagdo eletroforética em
gel de agarose das amostras de DNA extraidos de sangue
total e coagulo sangiiineo humano.

A Figura 2 mostra o grafico de regressdo linear das
concentracdes de DNA genomico extraidas de sangue total
e coagulo sangiiineo.

Na Figura 3 s@o apresentados os produtos de
amplificag@o (228 bp) por reagdo em cadeia da polimerase
da regido polimorfica Ava II do gene do receptor da LDL.
As amostras de coagulo apresentaram a mesma eficiéncia
de amplificagdo que as amostras de sangue total.

Na Figura 4 observamos a analise do polimorfismo Ava
IT do gene do receptor da LDL. O gendtipo homozigoto
A+A+ ¢ identificado pela presenga de dois fragmentos, um
de 141 bp e outro de 87 bp (linha 3). Enquanto que no
gendtipo  homozigoto A-A- observa-se apenas um
fragmento de 228 bp (linha 5). O heterozigoto A-A+ ¢
caracterizado pela presencga das trés bandas: 228 bp, 141 bp
e 87 bp (linhas 2 e 4).

DISCUSSAO

Uma das dificuldades da extragio de DNA
gendmico pelos métodos correntes ¢ o uso de solventes
organicos como fenol, cloroféormio ou  4lcool
isoamilico > ~, que sdo altamente toxicos, exigindo
procedimentos de seguranga especificos. O método
proposto neste trabalho evita o uso de solventes, sendo,
portanto, mais adequado para uso na rotina laboratorial. As
modificagdes desenvolvidas em nosso laboratorio (Clin.
Chem. 42:S298,1996) para extragdo de DNA de sangue
total permitiram aumentar a precisdo e a praticabilidade do
método, sendo, dessa forma, aplicavel também a amostras
de coagulo. A substituicdo do Nonidet P40 por Triton X-
100 na etapa inicial de lise, permitiu diminuir o custo e o
numero de lavagens necessarias para  eliminar
completamente a hemoglobina. Além disso, todo o
processo pode ser realizado a temperatura ambiente, sendo
os resultados obtidos semelhantes ao procedimento a 4°C,
tornando o método ainda mais pratico para o uso na rotina
do laboratdrio clinico.

A avaliagdo eletroforética do DNA extraido
mostrou que o procedimento realizado eliminou
completamente a contaminagdo com RNA (Figura 1). O
DNA extraido de coagulo sangiiineo apresentou a mesma
qualidade que o extraido de sangue total (Figura 1). A alta
pureza do DNA extraido de amostras de coagulo pode ser
verificada pela relagdo A 260/280 , como podemos observar
na Tabela 1. Essas caracteristicas revelam que a extragdo de
DNA genémico a partir de coagulo produz amostras de
DNA de qualidade comparavel a aquelas obtidas de sangue
total e adequadas para fins de amplificacdo do genes
(Figura 3).

O estudo comparativo entre concentragdes de
DNA obtido de sangue total e de codgulo mostrou
excelente correlagdo (Figura 2, r =0,933) e a andlise de

variancia (teste f) e teste “t" demonstraram nao diferenga
dos resultados obtidos pelos dos métodos. Os C.V.
intraensaio apresentados na Tabela 2 sdo considerados
aceitaveis na rotina laboratorial, se%mdo as normas dos
programas de controle de quantidade

As amostras de DNA extraido a partir de coagulo
mostraram-se adequadas para amplificacdo do gene do
receptor da LDL e analise de restri¢do enzimatica (Figuras
3 e 4). Os resultados obtidos possibilitam concluir que a
extragdo de DNA de coagulo sangiiineo ¢ uma boa
alternativa para estudos genéticos que envolvam um grande
numero ou volume de amostras, sendo, portanto, aplicavel
a estudos de genotipagem.
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TABELA 1
Concentracio de DNA gendmico e relacdo Ajgp/280
obtidas das amostras de sangue total e de coagulo
sangiiineo humano

Amostras Relaciio A260/280 Concentracio de
DNA
(10) (ug/ml)
Codagulo sangiiineo
Média + DP 1,87 +£0,19 61,5+11,9
Faixa 1,55-2,08 44,6-74,8
Sangue total
Média = DP 1,96 +0,1 7 60,6 +£12,6
Faixa 1,57-2,09 41,7-74,0

Numero de amostras em parénteses

TABELA 2

Valores de média, DP e C.V. intraensaio dos métodos
Utilizados para extracido de DNA gendmico de sangue
total e de coagulo sangiiineo

Parametros Sangue Total Co4gulo sangiiineo
(ug/ml) ) (ug/ml)
Média 63,5 65,5
DP 18,3 28,9
C.V. intraensaio 2,9% 4,4%

*Em20 determinagdes
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RESUMO:

Os autores realizaram um estudo em 126 pacientes portadores de leucemia linfoide
aguda (LLA) antes de tratamento, com metodologias que incluiu a analise
citomorfologica e imunofenotipdgem com painel de anticorpos monoclonais (Ac.Mo.)
especifico para leucemias agudas como o CDla, CD2, CD3, CD4, CD7, CDS, CD10,
CD13, CD14, CD19, CD22, CD34, anti IgM, anti kappa, anti lambda, anti cadeia mii e
anti TdT, através de técnicas como a imunoperoxidase e citometria de fluxo.
Paralelamente também foi investigada informacgdes referentes aos pacientes como a
idade e sexo, assim como dados clinicos e laboratoriais dentre os quais a presenca de
massas tumorais, linfadenopatia, hepatomegalia, esplenomegalia, infiltracdo leucémica
no sistema nervoso central (SNC) e contagem de células blasticas no sangue periférico.
Os resultados demonstraram que 71 casos (56,7%) foram de LLA de linhagem B (
Null, Comum, pré-B e B) e 55 LLA de Células T (pré-T, T-intermediaria e T-medular).
Relacionando-se estes dados com o sexo, observou-se que o sexo masculino foi o mais
acometido pela doenca, independente da classificagdo imunologica. Correlacionando-
se a idade com os subtipos imunologicos, observou-se que as LLLAs de linhagem B
foram mais freqlientes em criangas (idade < que 15 anos) ao passo que as LLAs de
Células T estiveram mais presentes em individuos adultos. A freqiiéncia da relagao
destas imunofenotipagens com os subtipos morfologicos da classificacdo FAB
apresentaram uma correlagao direta entre o subgrupo L3 e LLA de células B, ao passo
que os subgrupos L1 e L2 correlacionaram-se mais freqiientemente com as LLA pré-B
e T respectivamente. A andlise da correlagdo entre a imunofenotipagem e o perfil
clinico patoldgico destas LLA demonstraram que as LLA de Células T estavam mais
associadas com formas tumorais da doenga com uma maior incidéncia de
linfadenopatias, hepatomegalias, esplenomegalias, massas tumorias e infiltragdo no
SNC, apresentando também uma maior contagem de células blasticas no sangue
periférico que os demais subgrupos. Finalizando, estes dados, sugerem que a
imunofenotipdgem ¢ uma importante metodologia no diagnostico, na monitoracdao da
avaliacdo prognostica e na determinacdo dos mecanismos de evolugdo patologica das
leucemias linfoides agudas.

UNITERMOS: Anticorpos Monoclonais, Imunofenotipagem, Leucemia linfoide
Aguda



SUMMARY:

The authors presents a study in untrated pacients with lymphoblastic leukemia
(ALL) with a methodology that includes morphological analysis and
immunophenotyping with a panel of monoclonal antibodies (Mo.Ab.) specific to
ALL as CDla, CD2, CD3, CD4, CD7, CDS, CD10, CD13, CD14, CD19, CD22,
CD34, anti IgM, anti light chain ( kappa, and lambda ) anti heavy chain mii and anti
TdT, detected by standard techniques such as immunoperoxidase and flow
cytometry. In addition, the authors also investigated information referring to
pacients as age and sex and also clinical and laboratory date such as tumoral mass,
adenomegaly, hepatomegaly, esplenomegaly, infiltration of central nervous system
(CNS) and number of blast cells in peripheral blood. The results demonstrated that
71 cases (56,4%) were B lineage ALL (null, Comum, pré-B and B cell ALL) and 55
T-Cell ALL (Pre-T, T-intermediary and T-medullar). In relation to the sex, this date
demonstrated that the male pacients were more frequents independent of the
immunological classification. The correlation among the age and immunological
classification showed that B lineage ALL were more frequentely in children patients
(age < 15 years old) and T cell ALL in adults. The relative frequency of
immunological subgrups and FAB morphological classification showed a direct
correlation between the L3 morfology and B Cell ALL, and L1 and L2 were more
frequent in pre-B lineage ALL and T-Cell ALL respectivement. The correlation of
analysis among this immunophenotype in terms of clinical pathological profile of
this ALL, demonstrated that T Cell ALL were more associated to tumoral mass,
infiltration of CNS and with higt levels of circulating blast cells when compared to
B lineage ALL. In conclusion, this date sugest that immunophenotyping is a
important methodology to diagnostic, monitor to evolution and assess the
mechanisms of pathological evolution of ALL.

Key Word: Monoclonal Antibodies; Imunphenotypes; Acute Lymphoblastic

Leukemia.



INTRODUCAO:

O diagnostico e a classificacao das leucemia, em particular das formas agudas,
¢ um argumento de continua evolu¢ado, visto que a correta identificagdo do tipo celular
envolvido na leucemogénese € essencial para o diagnostico e eventual quimioterapia.

Tradicionalmente as leucemias agudas podem ser classificadas sob o ponto de

. o [ . ;o . Lo 6-8,21, 32
vista morfoldgico, por caracteristicas c1t0qu1m1caselmunologlcas( »21,32)

A finalidade primordial da classificacdo morfologica ¢ de separar as leucemias
mieldides das linféides, principalmente quando os blastos apresentam pouca ou
nenhuma diferenciacao celular. O grupo FAB (French American British) classificou as
leucemias linfoéides agudas (LLA) em trés subtipos morfologicos: L1- caracterizada
pela presenca de linfoblastos pequenos e de aspecto uniformes; L2- pela presenca de
linfoblastos maiores, pleomorficos € com nucléolos visiveis na maioria dos casos e L3,

cujos linfoblastos apresentam semelhanca aos vistos no linfoma de Burkitt V.

Os critérios imunologicos por sua vez sdao baseados na expressao de antigenos
de diferenciag@o celular das linhagens B e T, detectados por anticorpos monoclonais
(AcMo). Sabendo-se que muitas destas moléculas sao perdidas ou adquiridas ao longo
da diferenciacdo celular, varios pesquisadores demonstraram que estas leucemias
representam um grupo heterogénio de doencgas, sendo possivel através destes
anticorpos detectar com bastante precisao qual a linhagem celular e em que nivel de

. .~ A 8,16, 26
d1ferenc1a<;ao Se encontra o0 processo leucémico (8, 16, ).

Desta forma, diversos autores t€ém proposto uma classificagao imunoldgica das

LLAs de acordo com a expressao de antigenos especificos, podendo inicialmente estas



leucemias serem classificadas em T e B, de acordo com as caracteristicas

: . : A : 2
imunofenotipicas dos linfoblastos leucémicos, conforme mostra a figura 1 2.

Um modelo simplificado de classificagdo da LLAs de linhagem T foi
inicialmente proposto por Reinherz, E.L. et cols “Y. Este modelo foi posteriormente
confirmado e aperfeicoado por outros autores e divide as LLAs de linhagem T em trés
subgrupos de acordo com a expressdo de antigenos de diferenciagcdo correspondentes
aos niveis de diferenciagdo intratimica normal. Desta forma, o grupo I corresponde aos
timocitos mais primitivos (Células pré T) cujas células expressam caracteristicamente
o CD7, CD34 e o Terminal Desoxinucleotidil Transferase (TdT), podendo também
expressarem o HLADr, o CD38 e o CD3 intracitoplasmatico (cCD3). No préximo
nivel de diferenciagdo celular, estas células passam a expressar fortemente o cCD3, o
CD2 e o CDla, expressando também o CD4 e CD8 concomitantemente (células
duplamente positivas), correspondendo estas células aos timocitos intermediarios da
diferenciacdo intratimica normal, sendo comumente denominadas de LLA do tipo T
intermediaria. As LLAs do terceiro grupo correspondem aos timocitos medulares,
apresentando estas células dicotomia para o CD4 e CD8, perdendo a expressao do
CD1la, mantendo a expressao do CD2 e do CD7, expressando caracteristicamente o
CD3 de membrana (mCD3) ¢-6 8 11-17:22.26,29.32.34,36)

As leucemias de linhagem B por sua vez, foram divididas em quatro grupos, de
acordo com os estagios de diferenciagdo normal de progenitores B na medula 6ssea: o
primeiro grupo expressa apenas antigenos relacionados a resposta imune (HLA-Dr),
além do CD19, CD34 e o TdT, sendo denominada de LLA do tipo Null. O segundo tipo
corresponde as LLA pré B do tipo Comum ou CALLA Positiva, cujo fenotipo apresenta
HLADr+, CD19+ e o Antigeno Comum da Leucemia Linfdide Aguda (CALLA) ou
CD10+, expressando também o CD22 intracitoplasmatico (cCD22). As caracteristicas
do terceiro grupo desta linhagem de LLA ¢ a presenga intracitoplasmatica da cadeia
pesada “mi” das imunoglobulinas (cp), além do HLADr, CD10, CD19, CD22 de
membrana (mCD22) e o CD20. Finalmente, no quarto e ultimo estagio, encontram-se

as leucemias que morfologicamente correspondem ao tipo Burkitt, caracterizando-se



imunologicamente pela expressao completa de Imunoglobulina de superficie (Smlg+)
(6, 1217, 20, 26-27, 29, 31, 37)

Diante destas informacgdes, o objetivo deste trabalho ¢ investigar um grupo de
leucemia linféide aguda (LLA) baseado em critérios morfoldgicos, citoquimicos e na
expressao imunofenotipica de antigenos de membrana e intracitoplasmaticos
detectados por AcMo com metodologias que incluem a citometria de fluxo e reagao
imunoenzimatica da imunoperoxidase conjugada, assim como a correlagdo destes

dados com as caracteristicas clinicas e laboratoriais destas leucemias.

CASUISTICA, MATERIAIS E METODOS
1-Pacientes

Foram analisados no Laboratério de Marcadores Celulares do Instituto
Nacional de Cancer-RJ, 126 pacientes com o diagndstico prévio de LLA antes de
qualquer intervencao terapéutica. O material analisado consistiu de células blasticas
oriundas de aspirado de medula dssea e sangue periférico as quais foram submetidas a
um estudo morfologico, citoquimico e de imunofenotipagem.

Paralelamente as amostras analisadas, foram obtidas sobre a idade e sexo, além
de dados clinicos tais como a presen¢a de linfadenopatia, hepatoesplenomegalia,
presenca de massas tumorais e infiltracdo leucémica no sistema nervoso central (SNC).

Foram excluidos deste trabalho os casos em que os pacientes apresentavam
morfologia das células blasticas compativel com leucemia mieldide aguda (LMA),
expressao de antigenos mieldides (CDI13) e ou monociticos (CD14), além da

quimioterapia antileucémica prévia.

2- Citomorfologia e Citoquimica

Para o diagnoéstico das leucemias agudas seguiu-se o critério da observacao da
presenca de mais de 25% de células blasticas no aspirado de medula dssea, cuja
avaliacdo morfoldgica seguiu os critérios da classificacdo FAB, conforme os subtipos
L1, L2 e L3 em distensdes de sangue periférico e medula 6ssea corados pelo May-

Grunwald-Giensa " %7,



Coloragdes citoquimicas adicionais foram realizadas com o objetivo de
auxiliar na caracterizagao morfologica das LLAs estudadas. Desta forma, a coloragao
citoquimica do Negro de Sudan (NS) foi inicialmente realizada com o objetivo de
exclusdo dos casos de leucemia mieloide aguda (LMA); a reagdo do Acido Periddico
de Schiff (PAS), no auxilio da caracterizacdo morfologica das LLAs e a reagdo da
Fosfatase Acida (F.Ac.) mostrou-se util na caracterizagdo das leucemias de células T,
apresentando nestes casos, uma grande granulacdo intracitoplasmatica Unica
fortemente positiva e de disposi¢do polar .

O sangue periférico dos pacientes foi coletado em frascos do tipo “vacutainer”
com EDTA potéassico para hemograma rotineiro. A leucometria foi realizada no
analisador hematologico “Cell-Dyn 3000 e a contagem diferencial em distensdes de
sangue periférico apds coloragdo pelo May-Griinwald-Giensa.

J& a contagem de células no liquor cefaloraquidiano foi realizada na camara de
Fuchs-Rosental e a diferencial foi obtida de citocentrifugados celulares. Neste caso,
100 pl do liquor sem preservativo foi citocentrifugado em uma citocentrifuga a 400
rpm por 5 minutos. Consideramos acometimento do SNC ao diagnostico quando havia
mais que 5 células por mm’ e quando as mesmas apresentavam caracteristicas blasticas

no citocentrifugado corado pelo May-Grunvald-Giensa *”.

3- Separacdo de células leucémicas e preparagdo de citocentrifugados celulares.

Células leucémicas oriundas de aspirado de medula 6ssea e / ou de sangue
periférico colhidas com heparina (Liquemine, Roche, USA) foram separadas em
gradiente de Ficoll-Hypaque (Histopaque 1077, Sigma, USA) em centrifuga
refrigerada durante 20 minutos a 1500 rpm. Apos a centrifugacdo, o anel na interface
formado por células mononucleares foi cuidadosamente colhido com pipeta pasteur,
ressuspendido em tubos conicos e lavado trés vezes com PBS (Ph=7,2) com 10% de
soro bovino fetal.

A partir da suspensdo de células mononucleares a concentracdo foi reajustada

em 1,6 x 10° células por ml para cada teste com AcMo especifico quando testado pela



imunofluorescéncia e para confec¢cdo de citocentrifugado celular. Neste caso, 100 ul de

suspensao celular foi centrifugada em uma citocentrifuga durante 5 minutos a 400 rpm.

4-Imunofenotipagem

A imunofenotipagem foi realizada com um painel de AcMo especifico para
leucemias agudas conforme mostra o quadro 1, com técnicas que possibilitaram
detectar a expressao de antigenos celulares de superficie, intracitoplasmaticos e nuclear
como a imunofluorescéncia e a reagdo imunoenzimatica da imunoperoxidase
conjugada (-5 1216-18.29.33,3637)

A imunofluorescéncia foi realizada em suspensdo de células frescas quando
incubadas com AcMo especificos e posteriormente a uma imunoglobulina anti
fragmento Fc de camundongo, conjugado a isotiocianato de fluorosceina (Capell,
Londres, Inglaterra). Quando se utilizaram AcMo anti cadeias leves das
imunoglobulinas kappa (k) ou lambda (A) ja fluoresceinadas as reagdes foram entdo
realizadas em uma tUnica etapa de incubagdo. Em todos os casos analisados, utilizou-se
um controle de autofluorescéncia inespecifica do conjugado IgG fluorosceinado, no
qual a primeira camada de AcMo foi omitida.

A andlise foi realizada em um citometro de fluxo (Facs-Can da Becton
Dickinson, San-José, Ca, USA), utilisando-se o programa Lisis II, com aquisi¢ao de
10.000 eventos, levando-se em conta os parametros Forward Scatter (FSC) em escala
linear que avalia o tamanho celular, Side Scatter (SSC) também em escala linear, o
qual avalia a complexidade e granulosidade celular, ¢ FL1 em escala logaritica que
detecta a fluorescéncia verde ou seja a reagdo antigeno anticorpo conjugado ao
isotiocianato de fluorosceina ©?.

Os resultados foram fornecidos na forma de histogramas em percentagens da
populacao celular com reagdo positiva ou negativa e intensidade de fluorescéncia,
conforme nos mostra as figuras 2 e 3.

A reacdo imunoenzimatica empregada neste estudo foi a da imunoperoxidase

conjugada em citocentrifugados celulares, utilizando neste caso, duas camadas de 20 ul

de anticorpos conjugados a peroxidase (Imunoglobulina de coelho anti anti IgG de
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camundongo e imunoglobulina de porco anti IgG de coelho, Dako Ltda, Sta Barbara,
Ca, USA). Esta técnica foi empregada nos casos em que o baixo numero de células
impossibilitaram o estudo pela imunofluorescéncia, quando na complementacdo da
primeira analise ou ainda na pesquisa da expressao de antigenos intracitoplasmaticos e
nucleares como o cCD3, cCD22, cpu e TdT (4, 12,23,25,29)

As imunofenotipagens foram consideradas positivas por ambas as técnicas
quando ocorreram mais de 20% de células blasticas positivas para a maioria dos
AcMo. No caso de marcadores de células progenitoras como o TdT e o CD34 por
serem muito especificos, foram considerados positivas quando o nimero de células
marcadas foi igual ou superior a 10% - '3-17-2339),

E importante ressaltar a importancia da contagem de apenas células blasticas,
principalmente em material analisado a partir de sangue periférico e com pequeno
percentual de células leucémicas, visto que grande parte destes marcadores também se
expressam em células linféides maduras, principalmente marcadores relacionados a
células T como o CD2, CD3, CD4, CD8, e o CD7, bem como o CD19, CD22 € o
HLA-Dr. Na avaliacdo das LLA do tipo CALLA este procedimento ¢ desnecessario

. ~ c s e P .2
visto que 0 CD10 néo se expressa em linfocitos periféricos normais *”.

RESULTADOS:

Os dados referéntes a classificacdo imunoldgica das LLAs estdo inseridas na
figura 4, demonstrando que 55 casos eram de LLA de Células T'e 71 de LLA de linhagem B.

Chamou-se de LLA de Células T quando mais de 20% das células blasticas
apresentavam positividade para antigenos pan-T ou seja CD3 e CD7, segundo os
critérios propostos por Reinherz, E.L. et cols ®® e Freedman, A.S & Nadler, L.M. ).
Neste grupo de LLA, 14 casos (11,1%) apresentavam um fendtipo caracteristico de
LLA pré T ou seja: CD7+, cCD3+, HLADr+, CD34+ e TdT+. As LLA do tipo T
intermedidaria consistiram de 12 casos (9,2%), cujo fendtipo caracterizou-se pela
positividade ao CD1a e ao CD2, e também pela expressao simultdnea do CD4 e CDS,

mantendo a expressdo do CD7, e o ¢cCD3, podendo ainda expressarem o CD34,0

HLADr e o TdT. Ainda no grupo das LLA de Células T, 29 casos (23%) foram LLA do
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tipo medular cujas caracteristicas principais foram a expressao seletiva do CD4 e CDS8
da mesma forma que os linfocitos T maduros assim como a expressao do CD3 de
superficie (mCD3), cujos resultados encontram-se na tabela 1.

Apesar de ndo se ter utilizado técnicas de dupla marcagdo para estas células o
que demonstraria sem qualquer sombra de duvida a expressdo simultinea deste
marcadores numa mesma célula, acreditamos que a superposi¢do de percentuais com
valores elevados para estes marcadores reflita na confiabilidade destes resultados.

A distribui¢do das LLA de linhagem B também estd contida na figura 4 cuja
caracteristicas imunologicas encontram-se resumidas na tabela 2. Estas leucemias
foram assim denominadas quando mais de 20% das células leucémicas apresentaram
antigenos descritos como de linhagem B e pré-B, conforme os critérios descritos por
Drexter, H.G.et cols "?, Freedman, A.S. & Nadler, L.M. ™®, Foon, K.A. & Todd,
E.D. " e Pui, C.H & Crist, W.M. ®®. Neste grupo, 6 casos (4,8%), apresentavam um
fenotipo, caracteristico de LLA pré-pré B (Null), ou seja, expressaram apenas o CD19,
HLADr e o CD34 em suas células bléasticas na maioria dos casos. As LLA do tipo
COMUM ou CALLA positiva representaram 48 casos (38,1%), cujo fendtipo
demonstrava a aquisi¢cao do CD10, além da expressao do CD19, cCD22 e do HLADr
na maioria dos casos. As LLA pré-B (cut) representaram o total de 6 casos (4,8%) as
quais expressavam caracteristicamente a cadeia pesada “mii” das imunoglobulinas no
interior do citoplasma (cu+), além do CD19, HLADr, CD10 e o cCD22. E finalmente,
11 casos (8,7%) foram de LLA-B cujas células blésticas apresentaram a expressao
completa das imunoglobulinas de superficie (Smlgt+), expressando ainda
caracteristicamente estas células tumorais apenas um tipo de cadeia leve das
imunoglobulinas (k ou A), reafirmando desta forma a monoclonalidade desta
populagdo celular ©7.

Na tabela 3 encontram-se resumidos os dados gerais referéntes aos grupos
estudados, que incluem a idade, o sexo e algumas caracteristicas laboratoriais destes
pacientes como a leucometria e percentual de células blasticas no sangue periférico.

Desta forma, pode-se observar uma predominancia de individuos do sexo

masculino acometidos pela doenca, independentemente da imunofenotipagem. Assim
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sendo, nas LLA do tipo Null, observou-se que 83,3% dos casos foram de individuos do
sexo masculino e 16,7% do sexo feminino; nos 48 casos de LLA do tipo comum, 27
casos (56,2%) eram de individuos do sexo masculino e 21 (43,8%) do sexo feminino;
das LLA pré B (cut), 4 casos (66,7%) eram do sexo masculino e 2 (33,3%) do sexo
feminino; e nos 11 casos de LLA-B, 8 (72,7%) eram do sexo masculino e 3 (27,3%) do
sexo feminino. Nas LLA de células T, constatou-se a mesma tendéncia, onde dos 55
pacientes estudados, 39 (70,9%) eram do sexo masculino e 16 casos (29,1%) do sexo feminino.

A faixa etédria dos grupos estudados oscilou de 1 a 63 anos. Desta forma, nas
LLA do tipo null a idade variou de 4 a 40 anos, com mediana de 15; nas LLA do tipo
COMUM, de 4 a 25 anos com 8 de mediana; nas LLA pré-B (cut) de 1 a 25 e mediana
de 18 e nas LLA-B (Smlg+), de 4 a 21 anos. Nas LLA de células T, entretanto a idade
variou de 1 a 63 anos com 32 de mediana.

Na tabela 4 encontram-se resumida a correlagio da imunofenotipagem, e
coloragdes citoquimica. A reagdo para o Acido Periddico de Schiff (PAS), mostrou-se
positivo em praticamente todos os grupos imunoldgicos das LLA estudadas, sendo
negativa apenas nas LLA-B (Smlg+). Desta forma, nas LLA-Null esta reagdo foi
positiva em 02 casos (33,3%), em 10 casos (20,8%) das LLA do tipo COMUM, em 02
casos (33,3%) das LLA prée-B (cut) e em 19 (34,5%) casos das LLA de células T. Ja a
coloragio para a Fosfatase Acida mostrou-se util na investigagdo das LLA de células T,
apresentando caracteristicamente uma positividade fortemente polar em 48 casos
(83,6%), sendo negativa nos demais subtipos imunologicos e finalmente ,a coloragao
para o Negro de Sudan por sua vez foi negativa em todas as LLAs estudadas.

Na figura 5, observou-se resumidamente a correlacio dos subtipos
imunoldgicos destas leucemias com a faixa etaria, representados por individuos adultos
(com idade maior ou igual que 15 anos) e infantis (menor que 15 anos de idade). Nela,
constatou-se que as LLA-T predominou em individuos adultos com 35 casos (63,6%), e
a incidéncia destas leucemias em individuos com idade inferior a 15 anos foi de 20
casos (36,4%). Ja nas leucemias de linhagem B, observou-se uma maior incidéncia em
individuos com idade inferior a 15 anos na maioria dos casos. Desta forma, nos 48

casos de LLA do tipo COMUM, 36 (75%) apresentaram idade inferior a 15 anos e
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apenas 12 casos (25%) idade igual ou superior a 15 anos; nos 6 casos de LLA-pré B
(cut), 4 tinham idade menor que 15 anos (66,7%) e 2 (33,3%) maior ou igual que 15
anos. Das LLA-B (Smlg+) estudadas, 8 casos (72,7%) apresentavam idade inferior que
15 anos e 3 (27,8%) idade maior ou igual a 15 anos. Nas LLA-Null, ndo observou-se
predominancia de nenhuma das faixas etérias, apresentando numeros iguais de adultos
e criangas afetados.

A tabela 5 mostra a correlagdo da imunofenotipagem das LLA estudadas com
classificacdo FAB. Dos 126 casos de LLA estudadas, 57 eram de LLA do tipo L1, 58
do tipo L2 e 11 casos corresponderam ao tipo L3. Todas as leucemias de células
precursoras B demonstraram uma predominancia da correlagdo com o tipo morfoldgico
L1 da classificagdo FAB. Desta forma, nos 6 casos de LLA do tipo Null, 5 (83,3%) as
células blasticas apresentararam caracteristicas morfologicas L1 e 1 caso (16,7%) com
o tipo L2; nas LLAs do tipo Comum, 30 casos (62,5%) correspondiam ao tipo L1 e 18
(37,5%) ao L2, sendo a mesma tendéncia também observada nas LLAs pré-B (cu+t),
onde dos 6 casos estudados, 5 (83,3%) eram L1 contra 1 caso (16,6%) L2. Ja as LLA-T
entretanto, correlacinaram-se mais com blastos do tipo L2, os quais corresponderam a
38 casos (69,1%) contra 17 (30,9%) correspondentes ao tipo L1. Todos os casos de
LLA-B (Smlg+) tiveram as suas células blasticas morfologicamente correspondentes
ao tipo L3 da classificacao FAB.

Na tabela 6, observou-se a correlacdo da classificagdo imunofenotipica das
leucemias estudadas com o aspecto clinico tumoral, traduzido pela presenca de
linfadenopatias, hepatomegalias, esplenomegalias, presenca de massas tumorais
(abdominal e mediastinal), além de infiltragdo leucémica no SNC.

Nesta tabela, observou-se que a linfadenopatia esteve presente na maioria dos
casos estudados, com valores maiores que 50% na maioria dos casos. Desta forma, nas
LLA do tipo Null, este achado clinico foi observado em 4 casos (66,6%); em 25 casos
(52,1%) das LLA do tipo COMUM; em 3 casos (50,0%) das LLA-pré-B (cu+); em 9
casos (81,8%) das LLA-B (Smlg+); e em 30 casos (54,5%) das LLA de Células T.

A presenca de esplenomegalia assim como a hepatomegalia também foi

observada na maioria dos casos estudados. Desta forma, a esplenomegalia foi
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constatada em 3 casos (50%) das LLA do tipo Null; em 24 casos (50%) das LLA do tipo
COMUM; em 4 casos (66,7%) das LLA pré-B (cu+), em 10 casos (90%) das LLA-B
(Smlg+), e em 31 casos de LLA de Células T. A hepatomegalia, por sua vez, foi
observada em 3 casos (50%) das LLA do tipo Null; em 24 casos (41,7%) das LLA DO
TIPO COMUM; em 4 casos (66,7%) das LLA pré-B (cu+); em 4 casos (36,4%) das
LLA-B (Smig+); e em 27 casos de LLA de Células T.

A presenca de massas tumorais foi observada apenas nas LLA de células B e T.
Destes, a freqliéncia de massas abdominal foi constatada em 10 individuos (90,9%)
portadores de LLA-B e em 1 caso (1,8%) de individuos com LLA de Células T. J& a
presenga de massa mediastinal foi detectada apenas em alguns individuos com LLA de
Células T, perfazendo um total de 31 casos (56,4%) deste tipo de LLA.

O acometimento do sistema nervoso central ao diagnostico foi observado em 8
casos (11,7%) das LLA do tipo COMUM, em 02 casos (18,2%) das LLA-B e em 11
casos (20%) das LLA de Células T.

A correlagdo da leucometria com os resultados das imunofenotipagens das
leucemias estudadas estd resumida na tabela 5. Nela, pode-se constatar que a
leucometria variou de menos de 5.000 \ mm’ até valores superiores a 100.000 \ mm’,
na maioria dos casos. Leucometria com valores inferiores a 5.000 \ mm’ foi observada
na maioria dos casos embora em percentual pequeno, estando ainda esta contagem
ausente nas LLA de Células T. Desta forma, ela foi observada em 1 caso (16,7%) de
LLA do tipo Null, em 4 casos (8,3%) das LLA do tipo COMUM, em 01 caso (16,7%)
das LLA-pré B (cut) e em 02 casos (18,2%) das LLA-B.

A leucometria variando entre 5.000 ¢ 10.000 \ mm’ foi observada em 11 casos
(22,9%) dos individuos com LLA do tipo COMUM, em 02 casos (18,2%) de LLA-B e
em 09 casos (16,4%) de LLA-T.

Valores compreendidos entre 10.000 \ mm”® e 50.000 \ mm® foram observadas
em 3 casos (50%) das LLA-Null, em 12 casos (25%) das LLA do tipo COMUM, em 3
casos (50%) das LLA pré B (cu+), em 4 casos (36,4%) das LLA-B e em 12
casos das LLA de Células T.
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Ja a contagem compreendida entre 50.000 \ mm’ e 100.000 \ mm’ foi
presenciada na maioria das LLA estudadas. Desta forma, ela foi observada em 02
casos (33,3%) das LLA do tipo Null, em 09 casos (18,8%) das LLA do tipo COMUM,
em 01 caso (9,0%) das LLA-B (Smlg+) e em 14 casos (25,4%) das LLA-T.

Finalmente, pacientes com hiperleucocitose (leucometria > 100.000 \ mm”) foi
constatada em 12 casos (25%) das LLA do tipo COMUM, em 2 casos (33,3%) das LLA
pré B (cpt), em 2 casos (18,2%) das LLA-B (Smig+) e em 20 casos (36,4%) das LLA de células T.

A contagem de células blasticas no sangue periférico variou de 10 a 100% na
maioria dos casos estudados. Desta forma, contagens variando entre 10 a 20%
estiveram presentes em 6 casos (12,5%) das LLA do tipo COMUM, em 1 caso das LLA
pré B (cut+) e das LLA-B (Smlg+), totalizando 16,7% e 9,1% destes casos
respecivamente, € em 4 casos (7,3%) das LLA de Células T.

Numeros percentuais de células blasticas variando entre 21 a 30% foram
constatadas em 2 casos (4,2%) das LLA do tipo COMUM, e em 1 caso das LLA pré B
(cut) (16,7%) e B (Smig+) (9,1%) e, em 4 casos (7,3%) das LLA de Células T.

Ja& valores compeendidos entre 31 a 60%, e maior que 60%, mostram-se
presentes em todos os grupos de LLA estudadas. Assim sendo, o percentual de células
blasticas oscilando entre 31 a 60% foi observada em 2 casos (33,3%) das LLA do
tipoNull e pré B (cut) em 5 casos (10,4%) das LLA do tipo COMUM, em 4 casos
(36,4%) das LLA-B (Smlg+) e em 11 casos (20%) das LLA de Células T. Finalmente,
contagens maiores que 60% estiveram presentes na maioria dos casos de todos os
grupos de LLA estudados, sendo observada em 4 casos (66,7%) das LLA do tipo Null,
em 35 casos (72,9%) das LLA do tipo COMUM, em 2 casos (3,3%) das LLA pré B
(cut), em 5 casos (45,5%) das LLA-B (Smlg+) e em 36 casos (65,4%). das LLA-T.

DISCUSSAO:

A introducao do emprego de anticorpos monoclonais no estudo das leucemias
possibilitou definir com maior precisdo os distintos estagios de proliferagao celular das
leucemias em geral. Além disso, varios estudos tem demonstrado evidéncias de que o

fendtipo imunologico das células envolvidas na leucemogénese tem importancia no
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progndstico juntamente com outras varidveis como a leucometria, idade, sexo, e
classificagio morfologica (¢ ¥ 11-13- 21-22,26-28, 3037)

Embora muitos destes antigenos sirvam operacionalmente como marcadores de
diferenciacdo celular, varias destas moléculas sdo na verdade moléculas de adesdo
celular ou outros tipos de glicoproteinas com fungdes estabelecidas na comunicagao
intercelular, como receptores para fator de crescimento, citocinas, imunoglobulinas e
moléculas do sistema complemento, além de receptores para virus .

As leucemias de linhagem B representam segundo a literatura cerca de 80%
dos casos, sendo definidas imunologicamente pela expressao do CD19, que ¢ um
marcador pam-B e também pela demonstragdo do rearranjo dos genes das
imunoglobulinas por técnicas de biologia molecular (¢ % 1217 1822, 23-27. 3133, 3637)

As LLAs de linhagem T por sua vez, representam cerca de 15 a 20% de todos
os casos de LLA e estdo mais relacionadas com fatores de mau prognodstico como a
leucometria elevada, presenca de massas tumorais, linfadenopatia generalizada e
infiltragdo no SNC. Estas leucemias foram inicialmente identificadas pela presenca de
receptores para hemécias de carneiro, além da coloracdo intracitoplasmatica fortemente
positiva e de disposicdo polar para fostatase acida. Entretanto, as caracteristicas
laboratoriais mais importantes destas leucemias ¢ a expressao de antigenos pan-T ou sejado
CD3 (intracitoplasmético e de membrana) e do CD7 @ 119 2223, 27-29.32)

Embora clinicamente ndo parega haver diferengas entre as LLA pre-T,
intermediarias ou medular, alguns autores definem a LLA-T com o perfil CD7+, CD4-,
CD8- como as que evoluem com pior prognodstico, com resisténcia aos regimes
terapéuticos utilizados @ ', Outros autores entretanto, correlacionam o ultimo estagio
de diferenciagdo intratimica (mCD3+) juntamente com as LLA-T cujas células blésticas
expressam o receptor para transferrina (CD71) como as que evoluem para um mau prognéstico ).

O progndstico e evolucdo clinica de individuos com LLA dependem de uma
série de fatores os quais procuram estratificar os pacientes em diferentes grupos de
risco, levando-os a diferentes estratégias de tratamento. As principais variaveis
incluem: a idade, o sexo, a leucometria inicial, a raca, anormalidades citogenéticas, a
imunofenotipagem e resposta ao tratamento. A combinacdo destes fatores tem sido

o . . : ~ Avagi (6, 8,26,32
utilizada para definir fatores de risco e orientagdo terapéutica ** %32,
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Dentre os fatores tidos como favoraveis, destacamos a faixa etaria variando
entre 2 a 10 anos, leucometria inferior a 20.000 \ mm’, auséncia de organomegalias,
perfil imunofenotipico prée-B COMUM (CD10 positivo e cp negativo), hiperdiploidia,
sexo feminino, subtipo morfolégico L1 e pequeno percentual de células bléasticas na
medula ossea %232

J4 entre os fatores descritos como desfavoraveis destacam-se a idade inferior a
1 e maior que 10 anos, contagem de leucécitos superior a 50.000 \ mm?’, volumosas
organomegalias, subtipos imunoldgicos T, B e Nullo, sexo masculino, subtipos
morfologicos L2 e L3, contagem elevada de células blasticas na medula dssea e no
sangue periférico, ndo resposta ao tratamento de inducdo e alteragdes citogenéticas
dentre as quais destacam-se a hipodiploidia assim como transloca¢des cromossomicas,
dentre as quais: t (9; 22), t (8;14), t (4; 11), t (1; 19) %32,

A hepatomegalia e a linfadenopatia geralmente estdo presentes na maioria dos
casos. Outras manifestagdes clinicas porém menos freqiientes também podem estar
presentes ao diagndstico sendo geralmente mais relacionadas como fatores de mau
prognodstico e incluem: infiltragcdo testicular, manifestagdes neuroldgicas decorrentes
de infiltracdo do sistema nervoso central por células leucé€micas, assim como a
presenca de massas tumorais (abdominal e mediastinal) ¢ * %),

Relatos da literatura tém correlacionado subtipos imunologicos de LLA com a
faixa etaria. As LLA tipo CALLA positiva com imunoglobulina intracitoplasmatica
negativa representa talvez as LLAs pré B que apresenta um melhor prognostico e com
melhor evolucdo clinica, sendo este tipo de LLA mais freqiiente em individuos com
idade inferior a 15 anos, que em individuos adultos os quais por sua vez sdo mais
acometidos de LLA de Células T ¢ 1> 202732,

Neste trabalho, constou-se esta tendéncia, onde dos 48 individuos com LLA
CALLA positiva e cp negativo predominou em individuos com idade inferior a 15 anos,
com 73% dos casos, ao passo que nas LLA de células T acometeu mais individuos com
na faixa etaria maior ou igual que 15 anos.

Correlacionando os resultados das imunofenotipagens com a classificacao

FAB para leucemias linfoblasticas, observou-se uma tendéncia da correlacdo de
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linfoblastos do tipo L1 para as leucemias de linhagem B (Null, COMUM e pré-B cu+)
em 83,3 %, 62,5 % e 83,3 % dos casos respectivamente. J4 nas LLA de células T,
entretanto, correlacionou-se mais com linfoblastos L2 com 69,1% dos 55 casos
analisados. Nas LLA-B (Smlig+), foi observado caracteristicamente uma correlagao
direta deste tipo de LLA com células blasticas cujas caracteristicas morfologicas eram
do tipo L3 da classificagao FAB.

Estes achados mostraram-se condizentes com os achados da literatura.
Segundo diversos autores, as LLA-B (Smlg+) correlacionam-se diretamente com o tipo
morfolégico L3. Os outros subtipos imunolédgicos (T ou pré-B) entretanto, podem
apresentar blastos com morfologia L1 ou L2, sendo que células blésticas com
morfologia L1 mais freqiientes nas LLA de linhagem B e as com morfologia L2 mais
encontradas nas LLA-T e nas LLA de linhagem B mais imaturas ® 2673%,

Neste trabalho, a analise dos 125 casos de LLA demonstraram uma maior
incidéncia de manifestacdes tumorais nas LLA de Células T e B (Smig+), apresentando
em alguns casos destas leucemias, extensas massas tumorais (abdominal e
mediastinal), infiltragdo leucémica no SNC, assim como linfadenomegalias
generalizada e volumosas hepatoesplenomegalia na maioria dos casos.

Nos outros grupos de LLA, entretanto, algumas destas manifestacdes também
estiveram presentes na maioria dos casos estudados. Desta forma, a linfadenomegalia,
e a esplenomegalia estiveram presentes na maioria dos casos das LLA Null, COMUM, e
pré-B (cut), totalizando 66,6%, 52,1% e 50% dos casos respectivamente. Ja o
acometimento do sistema nervoso central esteve presente em 8 casos (16,7%) das LLA
do tipo COMUM, apresentando, nos casos, destas leucemias, leucometria elevada, com
alto percentual de células blasticas no sangue periférico.

Relatos da literatura tem associado o acometimento leucémico do sistema
nervoso central diretamente ao volume da massa tumoral do individuo afetado
(hiperleucocitose associada a um percentual elevado de células blésticas no sangue

o 8,26,32 . A
periférico) ®2°*?. Alguns autores entretanto, postulam que as células leucémicas
migrariam diretamente do microambiente medular dos ossos da calota craniana ao

interior do SNC, deslocando-se a0 mesmo através da camada adventicia dos vasos ou,
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migrando através do perineuro seguindo o trajeto dos nervos que traspassam o espaco
subdural em diregdo as meninges > ®.

Uma outra hipotese também defendida por estes mesmos autores seria de que
estas células ingressariam no SNC durante os processos hemorragicos em decorréncia
de trombocitopenia que comumente acometem individuos portadores de leucemias agudas Y.

Alguns pesquisadores tém levantado a hipotese da possibilidade de que em
alguns casos estas leucemias poderiam ter seu inicio no interior do SNC, expandindo-
se posteriormente a outros regides como a medula 6ssea e o sangue periférico. Esta
hipétese, ¢ reforcada pelo fato de que durante a embriogénese, em torno do 5° més de
vida fetal, também ocorre hematopoese em algumas regides do SNC mais
precisamente, a nivel dos plexos corodides e tecido mesenquimal das leptomeninges.
Em torno do 8° més esta hematopoese regride, instalando-se em outras regides como na
medula Ossea, mas, o potencial para atividade hematogénica destes tecidos
permaneceriam por toda a vida, sendo presumidamente ativada por um processo
leucémico .

Relatos mais recentes t€ém demonstrado que esta manifestagdo clinica seria na
verdade em decorréncia de propriedades biologicas das células leucémicas
independente do tipo imunoldgico e leucometria, sendo estas propriedades traduzidas
pela expressao aberrante de moléculas de adesdo como o CD44, e moléculas da familia
das integrinas como o VLA-4 e LFA-1 ). Sabendo-se que a interagdo entre 0 SNC e
o sistema imune, ¢ regulado pela barreira hematoencefalica, a qual apresenta na sua
constitui¢do, células endoteliais especializadas que regulam a passagem de células
sangiiineas ao SNC, de modo a proteger o tecido cerebral de possiveis agressdes do
sistema imune. Sabe-se também que nos processos inflamatorios que acometem o
SNC, pode ocorrer a passagem de um maior nimero de leucdcitos através da barreira
hematoencetfalica em virtude de uma maior permeabilidade da mesma, e também pelo
aumento da expressdo de moléculas de adesdo na sua superficie, assim como nos
linfécitos, como tem sido observado na esclerose multipla, encefalites virais e

meningites. Partindo deste principio, acredita-se desta forma que nas leucemias assim

como em outros processos neoplasicos, as células leucémicas através das moléculas de
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adesdo se fixariam as células endoteliais da barreira hematoencefalica passando ao
interior do SNC através de mecanismos de adesdo .

A leucometria elevada associada a altas contagens de células leucémicas no
sangue periférico também tém sido constantemente relacionadas com perfil
imunofenotipico e prognostico destas doencas. As leucemias linfobldsticas com
contagens de leucocitos superior a 100.000 \ mm’ apresentam em geral um pior
prognostico estando constantemente relacionadas a leucemias de linhagem T ®2¢-32),

Neste trabalho, a leucometria esteve presente em diversos niveis na maioria
dos grupos de LLA estudadas, apresentando as LLA de Células T uma correlagdo mais
direta com a leucometria elevada (> 100.000 \ mm’) e alto percentual de células
blasticas no sangue periférico (>60%) na maioria dos casos, contrastando com os demais
grupos de LLA, que apresentaram leucometria em diversos niveis (tabelas 7 e 8).

Finalmente, ¢ interessante observar que nas LLA estudadas, a expressdao do
CD34 e TdT estiveram mais presentes nas leucemias com pouca ou nenhuma
diferenciacao celular. Nas leucemias agudas, o CD34 ¢ encontrado nos blastos com
pouca diferenciacio celular, principalmente nas leucemias indiferenciadas !*'> 7 2,
estando neste trabalho a expressdo deste antigeno mais restrita as LLA Null e pré-T,
conforme podemos observar nas tabela 1 e 2.

O TdT ¢ uma enzima nuclear expressa em células imaturas de linhagem B e T,
desempenhando nas mesmas o papel de recombinase para o rearranjo dos genes do
receptor de células T (TCR) e das imunoglobulinas, contribuindo para a diversidade
genética destas células "> *?. Neste trabalho, analisando a sua expressdo em 42 casos
de LLA de Células T, os 27 casos positivos se caracterizaram mais por serem do tipo
pré-T ou T intermediaria (Tabela 1).

Neste contexto, ¢ importante ressaltar a importancia da imunofenotipagem no
estudo das leucemias, relacionando-as a eventos fisio-patologicos, notadamente das
formas agudas assumindo desta forma a imunofenotipagem importancia fundamental

na avaliagdo e monitorizagdo da evolucao prognostica, bem como para avaliagdao dos

mecanismos de evolugdo patologica das leucemias linfoblasticas.

CONCLUSOES
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1- O emprego de anticorpos monoclonais mostrou-se util na caracterizacdo das

leucemias estudadas.

2- Estas leucemias apresentram uma maior incidéncia em individuos do sexo

masculino independente do subtipo imunolégico.

3- As LLAs de linhagem pré-B \ B ocorreram mais em individuos de faixa etaria
inferior a 15 anos ao passo que as LLA de Células T acometeu mais individuos da

faixa etaria superior a 15 anos.

4- As LLAs de Células T e B (Smlg+) correlacionaram-se mais diretamente com
fatores de mau progndstico tais como leucometria elevada, presenca de massas

tumorais e infiltragdo no sistema nervoso central que os demais subtipos imunoldgicos.

5- C¢élulas bléasticas oriundas das LLA-B (Smlg+) apresentaram uma correlagao direta

com o subtipo morfoldgico L3 da classificacio FAB em todos os casos analisados.

6- Os demais subtipos imunologicos nao apresentaram uma correlagdo direta com os
subtipos L1 e L2 da classificacdo FAB, havendo porém um predominio do subtipo L2

nas LLA de células T e L1 nas LLA de linhagem B.
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FIGURA 1: Marcadores Imunolégicos e Classificacio das Leucemias
Agudas

Obs: LLA-pré-T (LLA pré-T), LLA-T int. (LLA de células T intermedidria),
LLA-T med. (LLA-T medular), LLA-Null (LLA-Null), LLA-COMUM (LLA do
tipo COMUM), LLA-Pré-B (LLA- pré B cu+), LLA-B (LLA de células B), cCD3
(CD3 intracitoplasmatico), mCD3 (CD3 de membrana), ¢CD22 (CD22
intracitoplamatico), mCD22 (CD22 de membrana), cu+ (Cadeia pesada “mii” das
imunoglobulinas intracitoplasmatica), LMA: M0-M7 (Leucemia Mieldide Aguda,
MO-M7, segundo a classificacgio FAB), ¢MPO (Mieloperoxidase
intracitoplasmatica),  anti-Glye.A  (Anti  glycoforina  alfa),  Smlg+
(Imunoglobulina de superficie), TdT (Terminal Desoxinucleotidil Transferase).

Baseado em Matutes E ??.
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Quadro 01:

Anticorpos Monoclonais ( AcMo ) empregados neste estudo

AcMo

Especificidade

Células T e Precursores:

CDla (Leu-6), Becton Dickinson
CD2 (OKT 11), Orto-USA

CD3 (Leu-3), Becton Dickinson
CD4 (Leu-4), Becton Dickinson
CD7 (Leu-9), Becton Dickinson
CDS8 (OKT 8), Orto-USA

Timocitos Corticais

Receptor para eritrocitos de cameiro, linfocitos T
Linfécitos pan-T

Gp 56, Linfocitos T auxiliar indutor

Gp 40, Linfocitos T e precursores

Gp 32, Linfécitos T supressor citotoxico

Células B e Precursores:

CD10 (anti Calla), Becton Dickinson
CD19 (Leu-12), Becton Dickinson
CD22(Leu-14), Becton Dickinson
Anti p (Anti mii chain), Dako Ltda
Anti [gM*

Anti Kappa* (Anti k)

Anti Lambda* (Anti L)

Antigeno CALLA

Linfécitos B e precursores

Linfécitos B e precursores

Cadeia pesada “mii”das imunoglobulinas
Imunoglobulina IgM

Cadeia leve Kappa das imunoglobulinas
Cadeia leve Lambda das
Imunoglobulinas

Mielo \ Monociticas:

CD13 (MY-7)
CD14 (FMC-17)

Células mieloides e precursores
Antigenos relacionados a monocitos

Outros:

CD34 (MY-10)
HLADR (FMC-56)

TdT(Anti-TdT) Sigma Diagnostic.

Stem-cell, Células Progenitoras
Antigeno de Histocompatibilidade Classe
Il

Enzima Nuclear TdT

Obs: (*) Anticorpos ja fluorosceinados.
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FIGURA 3: Padriao de Histogramas de Um Caso de LLA de Células T.

(1) Populagao analisada utilisando os pardmetros Forward Scatter e Side Scatter;

(2) Controle isotipico negativo, perfil das células sem o AcMo; (3) CD3+= 70%;
(4) CD7+=98%; (5) CD10=3%:; (6) CD19= Negativo.
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20. ...........................................................................
s D LLA - null
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0 T T T T T T T T T T D
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n=14 n=12 n=29 n=6 n=48 n=6 n=11
LLA-T LLA pré-B\ B
n=55 (43,6%) n=71 (56,4%)

FIGURA 4: Classificacio Imunologica das Leucemias Estudadas
Obs: pré-T (LLA pré-T), T-int. (LLA de células T intermedidria),T-med. (LLA-
T medular), Null (LLA-Null), Comum (LLA do tipo COMUM), Pré-B (LLA- pré
B cu+t), LLA-B (LLA de células B).
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Figura S: Distribuicao das LLA de acordo com a faixa etaria

Obs: Null ( LLA do tipo Null), Comum (LLA do tipo COMUM), pré-B (LLA do
tipo pré B), B (LLA de Células B), T (LLA de Células T).



TABELA 1:

Expressdao de antigenos de diferenciagcdo nas leucemias

linfoides agudas de células T

LLA-pré-T LLA-T-int T medular

n=14 n=12 n=29
Ac.Mo. NT \ + (%) NT \ + (%) NT \ + (%)

CDla 14\00(0) 12\ 12 (100) 29\00(0)
CD2 14\ 01 (7,1) 12\ 12 (100) 29\ 29 (100)
cCD3 14\08 (57,1) 12\ 12 (100) 29\ 26 (89,7)
mCD3 14\00(0) 12\00(0) 29\ 29 (100)
CD4 14\00(0) 12\ 12 (100) 29\ 18 (62,1)
CD7 14\ 14 (100) 12\ 12 (100) 29\ 29 (100)
CD8 14\00(0) 12\ 12 (100) 29\ 13 (44,8)
CD10* 14\02 (14,3) [12\00(0) 29\ 15 (51,7)
CD34 14\10(71,4) [12\08 (66,6) 29\ 07 (24,1)
HLADR |14\ 11(78,6) |12\09 (75,0) 29\ 08 (27,6)
TdT 08\07(87,5) [11\09 (81,8) 23\ 11 (47,8)

Obs: pré-T (LLA pre-T), T-int. (LLA de células T intermedidria),
T-med. (LLA-T medular), ¢CD3 (CD3 intracitoplasmatica),
mCD3 (CD3 de membrana), TdT (Terminal Desoxinucleotidil
Transferase), NT (Numero de casos testados), (+) (Numero de
casos positivo), (%) (Percentual de casos positivos), (¥) o

antigeno CD10 pode ser encontrado em cerca de 10% dos casos de

LLA de Células T 722,

31
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TABELA 2:

Expressao de antigenos de diferenciacao nas leucemias linfoblasticas de linhagem B.

LLA-Null LLA-C LLA-(cpt) LLA-B
n=6 n=48 n=6 n=11

AcMo |NT\+(%) |NT\+(%) |NT\+(%) |NT\+ (%)
CDI0  [06\00(0) |48\48(100) |06\06(100) |11\01(9,1)
CD19  |06\06(100) [48\48(100) |06\06(100) |11\ 11 (100)
cCD22  [06100(0) [48132(66,7) |06\06(100) |11\ 11 (100)
mCD22 [06100(0) [48\00(0) |06\06(100) |11\ 11(100)
cn 06100(0) |481\00(0) |06\06 (100) (nr)

SmlIg  [06\00(0) [48100(0) [06\00(0)  |11\11(100)
Kappa |061\00(0) [48\00(0) [06\00(0) |11\06(54,5)
Lambda |06\00(0) [48\00(0) [06\00(0)  |11\05(454)
CD34  |06\04 (66,6) |48\17 (354) [06\02(33,3) |11100(0)
HLADR |06\ 05 (83,3) |48\44(91,7) |06\06(100) |11\10(90,9)

Obs: LLA Null (LLA do tipo null ); LLA-C (LLA do tipo COMUM); LLA cpu+ (LLA
pré-B com expressdo intracitoplasmatica da cadeia pesada “mii” das imunoglobulinas);
LLA-B (LLA de Células B);cCD22 (CD22 intracitoplamatico), mCD22 (CD22 de
membrana), cp (Cadeia pesada “mi” das imunoglobulinas intracitoplasmatica), Smlg
(Imunoglobulina de superficie). nr (Nao realizado), NT (Numero de casos testados), (+)

(Numero de casos positivos), (%) (Percentual de casos positivos).



TABELA 3:

Caracteristicas Gerais dos Grupos Estudados.

33

LLA-Null LLA-C LLA- (cut) LLA-B LLA-T
n=6 n=48 n=6 n=11 n=55
Id. (me) 4-40 (15) 4-21(8) 1-25(18) 4-21(6) 2-63(32)
Sexo (M) 5(83,3%) 27 (56,2%) |4 (66,7%) 8 (72,7%) 39 (70,9%)
(F) 1 (16,7%) 21 (43,8%) (2 (33,3%) 3 (27,3%) 16 (29,1%)
L.x 10°mm’ |3,62448,0 [1,0a400,0 [40,6a600,0 |1,5a600,0 |10,5a720,0
BI\SP% (Me) |60 a 100 (80) | 10 a 100 (60) |20 a 100 (60) {20 a 100 (80) [ 10 a 100 (80)

Obs: LLA Null (LLA do tipo null ); LLA-C (LLA do tipo COMUM); LLA-cp+ (LLA

pré-B com expressdo intracitoplasmatica da cadeia pesada mii das imunoglobulinas);

LLA-B (LLA de Células B), LLA-T (LLA de Células T); Id (Idade/anos); M (Sexo

masculino); F (Sexo feminino); L (Leucometria no sangue periférico / mm® ); BL

(Contagem de células blasticas no sangue periférico); Me (mediana).



TABELA 4:
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Correlagao da classificacdo imunologica e coloragdes citoquimicas

das leucemias estudadas

LLA-Null LLA-C LLA- (cut) LLA-B LLA-T
n=6 n=48 n=6 n=11 n=55
F.Ac.(+) [00(-) 00(-) 00(-) 00(-) 46 (83,6%)
P.AS.(+) [02(33,3%) |10(20,8%) |02(33,3%) (00(-) 19 (34,5%)
N.S. (+) 00(-) 00 (-) 00(-) 00(-) 00(-)

Obs: LLA Null (LLA do tipo null ); LLA-C (LLA do tipo COMUM); LLA-cp+ (LLA

pré-B com expressao intracitoplasmatica da cadeia pesada mii das imunoglobulinas);

LLA-B (LLA de Células B), LLA-T (LLA de Células T);); F.Ac. (Fosfatase Acida /

Coloragio Citoquimica); PAS ( Acido Periddico de Schiff / Coloragdo Citoquimica);

NS (Negro de Sudan / Coloracao Citoquimica), Me (mediana).



TABELA 5:
Correlacdo das Imunofenotipagens e Classsificacio FAB ‘") nas
Leucemias Linfoblasticas Estudadas.
FAB LLA-Null |LLA-C LLA-cu+ |LLA-B LLA-T
n=6 n=48 n=6 n=11 n=55
LLA- |05 (83,3%) |30 (62,5%) | 05 (83,3%) {00 (-) 17 (30,9%)
L1
LLA- |01 (16,7%) |18 (37,5%) |01 (16,7%) {00 ( -) 38 (69,1%)
L2
LLA- [00(-) 00 (-) 00(-) 11 (100%) |00 ( -)
L3

Obs: LLA Null (LLA do tipo null ); LLA-C (LLA do tipo COMUM);

LLA-cp+ (LLA pré-B com expressdo intracitoplasmatica da cadeia

pesada mii das imunoglobulinas); LLA-B (LLA de Células B), LLA-T

(LLA de Células T); L1 ,L.2 e L3 (Leucemia linféide aguda: tipo L1, L2 e

L3, classificacao morfoldgica das leucemias linféides agudas, segundo os

critérios do grupo French American British- FAB .
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TABELA 6:

Correlacao das Imunofenotipagens e Aspecto Clinico Tumoral

das Leucemias Linfoblasticas Estudadas.

LLA-Null | LLA-C LLA-cp+ LLA-B LLA-T
n=6 n=48 n=6 n=11 n=55

Linfaden. | 04 (66,6%) |25 (52,1%) |03 (50,0%) {09 (81,8%) |30 (54,5%)
Esplen. |03 (50,0%) |24 (50,0%) |04 (66,7%) |11 (90,9%) |31 (56,4%)
Hepat. 03 (50,0%) {20 (41,7%) | 04 (66,7%) | 04 (36,4%) |27 (49,1%)
M. Abd. |00 (-) 00(-) 00(-) 10 (90,9%) (01 (1,8%)
M.Med. |00(-) 00(-) 00(-) 00(-) 31 (56,4%)
Env.SNC. (00 (-) 08 (16,7%) {00 (-) 02 (18,2%) |11 (20,0%)

36

Obs: Linfaden. (Linfadenopatia Generalizada); Esplen. (Esplenomegalia);
Hepat. (hepatomegalia); M. Med. (Massa Mediastinal); M. Abd. (Massa
Abdominal); Env. SNC. (Envolvimento do Sistema Nervoso Central), LLA
Null (LLA do tipo null ); LLA-C (LLA do tipo COMUM); LLA-cu+ (LLA
pré-B com expressao intracitoplasmatica da cadeia pesada mii das

imunoglobulinas); LLA-B (LLA de Células B), LLA-T (LLA de Células T).



TABELA 7:
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Correlacao da Leucometria e Classificagdo Imunologica das Leucemias

Linfoblasticas de linhagem B e T

Leucometria | LLA-Null LLA-C LLA-cp+ LLA-B LLA-T
(x 10° \ mm?®) n=6 n=48 n=6 n=11 n=55
<5.0 01 (16,7%) |04 (8,3%) |01 (16,7%) |02 (18,2%) |00 (-)
50a10,0 |00(-) 11 (22,9%) |00 (-) 02 (18,2%) |09 (16,4%)
10,0250,0 |03 (50,0%) |12(25,0%) |03 (50,0%) |04 (36,3%) |12 (21,8%)
50,0 a 100,0 |02 (33,3%) |09 (18,8%) |00 (-) 01(9,1%) |14 (25,4%)
> 100,0 00 (-) 12 (25,0%) |02 (33,3%) |02 (18,2%) |20 (36,4%)

Obs: LLA Null (LLA do tipo null ); LLA-C (LLA do tipo COMUM); LLA-cp+ (LLA

pré-B com expressdo intracitoplasmatica da cadeia pesada mii das imunoglobulinas);

LLA-B (LLA de Células B), LLA-T (LLA de Células T).



TABELA 8:
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Correlagao da Classificagdo Imunolégica das Leucemias e Percentual de Células

Blasticas no Sangue Periférico.

% Blastos LLA-Null LLA-C LLA-cp+ LLA-B LLA-T
(SP) n=6 n=48 n=6 n=11 n=55
10a20 00(-) 06 (12,5%) | 01 (16,7%) | 01 (9,1%) 04 (7,3%)

21a30 00(-) 02 (4,2%) 01 (16,7%) | 01 (9,1%) 04 (7,3%)
31a60 02 (33,3%) 05 (10,4%) | 02 (33,3%) | 04 (36,4%) | 11 (20,0%)
61a100 04 (66,7%) 35(72,9%) | 02(33,3%) | 05(45,4%) | 36 (65,4%)

Obs: LLA Null (LLA do tipo null ); LLA-C (LLA do tipo COMUM); LLA-cu+ (LLA pré-

B com expressdo intracitoplasmatica da cadeia pesada mii das imunoglobulinas); LLA-B

(LLA de Células B), LLA-T (LLA de Células T).



OCORRENCIA DE CRYPTOSPORIDIUM SP EM FEZES DIARREICAS DE

CRIANCAS DO MUNICIPIO DE MARINGA PR

OCURRENCE OF CRYPTOSPORIDIUM SP IN DIARRHEIC FECES OF CHILDREN LIVING IN

MARINGA PR

Maria da Luz R. Moitinho' , Andrea Claudia B. S. Roberto' , Maria do Roséario Martins®

RESUMO — Com o objetivo de se investigar a frequéncia de infec¢do por
Cryptosporidium sp examinaram-se 136 amostras de fezes diarréicas de criangas, com
idade de zero a 12 anos, internadas no Hospital Universitdrio Regional de Maringa
(HURM) e encaminhadas ao Nucleo Integrado de Saude II (NIS III). Oocistos de
Cryptosporidium sp foram encontrados em 9 (6,6%) amostras fecais, apos prévia
concentracdo do material pela técnica de sedimentagdo em formol-éter e posterior coloragdo
dos esfregacos pela carbol fucsina associada ao dimetilsulfoxido. Prevaléncias maiores de
infec¢do por Cryptosporidium sp foram observadas entre as criangas de faixa etaria igual ou
superior a 1 ano e inferior a 2 anos de idade. Ovos de helmintos ou cistos de protozoarios
pesquisados através da técnica de sedimentacdo em formol-éter foram detectados em 16,2%
das amostras. Nenhuma das amostras positivas para Cryptosporidium sp foi positiva para
outros protozoarios ou helmintos intestinais. Vale ressaltar que a exce¢do da espécie
Giardia duodenalis, cuja prevaléncia foi de 10,3%, a ocorréncia de Cryptosporidium sp foi

superior (6,6%) a observada para outros protozoarios ou helmintos intestinais.

PALAVRAS CHAVE — Cryptosporidium sp, criptosporidiose, parasitas intestinais.

! Departamento de Analises Clinicas, Universidade Estadual de Maringi
? _Hospital Universitario Regional de Maringa



SUMMARY — With the objective of researching the frequency of Cryptosporidium
infection, 136 diarrheic feces samples from children aged zero to 12 years, attended at the
Hospital Universitario Regional de Maringd (HURM) and at the Nucleo Integrado de
Saude (NIS II) were examined. Cryptosporidium oocysts were detected in 9 (6.6%) fecal
samples, after concentration of the material by formol-ether sedimentation and subsequent
staining of the smears by dimethyl sulfoxide-carbol fucsin. Prevalence rates of
Cryptosporidium infection were highest in those children aged equal or above 1 year and
below 2 years. Helminth eggs or protozoan cysts researched by formol-ether sedimentation
technique were detected in 16.2% of the fecal samples. None of the positive samples for
Cryptosporidium was positive for other protozoa or intestinal helminths. Except for
Giardia duodenalis, whose prevalence was 10.3%, the occurence of Cryptosporidium was

superior (6.6%) to that found for other protozoa or intestinal helminths.

Key words — Cryptosporidium sp, cryptosporidiosis, intestinal parasites.



INTRODUCAO

Cryptosporidium sp, protozoario pertencente ao filo Apicomplexa, classe
Esporozoa e sub-classe Coccidia, foi observado pela primeira vez, em 1907, por Tyzzer
em corte histologico de mucosa géstrica de camundongo de laboratorio. A partir desta
data infecc¢des por Cryptosporidium sp foram descritas em répteis, aves € mamiferos.

Os primeiros casos de criptosporidiose humana foram reportados em 1976, mas
relativamente poucos casos foram subseqlientemente diagnosticados até que esse coccidio
foi incriminado como agente causador de infeccdo grave em pacientes com a Sindrome de
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS). Nesses pacientes a infec¢do determina quadros de
diarréia prolongada, com numerosas evacuagdes diarias, podendo levar a obito grande
parte dos pacientes (Fayer e Ungar, 1986; O’Donoghue, 1995).

Atualmente, os estudos tem mostrado que a infec¢do por este coccidio ocorre com
relativa frequéncia em individuos imunocompetentes, especialmente em criangas menores
de 5 anos, originando quadros agudos de diarréia, na maioria das vezes, de resolu¢ao
espontanea (Fayer e Ungar, 1986; O’Donoghue, 1995).

Os indices relativamente altos de parasitismo por Cryptosporidium sp observados
no Brasil (Guizelini, 1991; Mangini et al., 1992; Silva, et al.,1994) e no estrangeiro
(Adegbola, ef al., 1994) chamam a aten¢do para a importancia desse coccidio como um
dos possiveis agentes etioldgicos de diarréia tanto em individuos imunocompetentes
como em imunodeficientes.

O diagnostico laboratorial da criptosporidiose ¢ usualmente feito através da

identificagdo de oocistos nas fezes. Os exames parasitologicos de fezes realizados através



das técnicas habituais dificilmente revelam os oocistos de Cryptosporidium sp. A
pesquisa de Cryptosporidium sp exige, frequentemente, a concentragao prévia do material
fecal por técnicas de flutuacao (Sheater, 1923) ou de sedimentagdo (Ritchie, 1948) ¢ o uso
de procedimentos de coloragdo tais como os derivados da técnica de Ziehln-Neelsen, o da
auramina-fucsina e o da safranina-azul de metileno, entre outros, (Fayer e Ungar, 1986;
O’Donoghue, 1995).

Busca-se através do presente trabalho verificar a ocorréncia de Cryptosporidium sp
em fezes diarréicas de criangas de zero a 12 anos, tendo em vista a falta de dados sobre a

infecgdo em nosso meio.

MATERIAIS E METODOS

Amostras fecais: Em recipientes plasticos contendo solu¢do tamponada de formalina a
10% foram coletadas amostras de fezes diarréicas de a) criangas internadas no Hospital
Universitario Regional de Maringd (HURM), periodo de abril de 1993 a junho de 1996 e
de b) criancas encaminhadas ao Nucleo Integrado de Saude III (NIS III), periodo de

fevereiro de 1995 a marcgo de 1997.

Meétodos para detec¢do de Cryptosporidium sp e de outros parasitas intestinais: A
pesquisa de oocistos de Cryptosporidium sp foi realizada através de concentragdo prévia
das amostras de fezes pela técnica de sedimentacdo em formol-éter (Ritchie,1948) e
posterior coloragdo dos esfregacos pela carbol fucsina associada ao dimetilsulfoxido
(Pohjola et al., 1984). Os demais parasitas foram pesquisados pela técnica de

sedimentagdo em formol-éter segundo Ritchie.



RESULTADOS

Ao todo foram examinadas 136 amostras de fezes diarréicas, sendo 52 provenientes
de criangas internadas no Hospital Universitario Regional de Maringa e 84 provenientes
do Nucleo Integrado de Saude III. Oocistos de Cryptosporidium sp foram detectados em
6,6% das amostras analisadas, sendo similares os indices de prevaléncia encontrados nas

amostras fecais pertencentes aos dois grupos estudados (Tabela 1).

A frequéncia de oocistos de Cryptosporidium sp em ambos os grupos estudados
associada a faixa etaria ¢ mostrada na tabela 2. Prevaléncias maiores foram observadas

entre as criangas de faixa etaria igual ou superior a 1 ano e inferior a 2 anos de idade.

A prevaléncia de outros protozoarios e de helmintos intestinais segundo a
procedéncia das amostras fecais ¢ mostrada na tabela 3. Ovos de helmintos ou cistos de
protozoarios foram detectados em 16,2% das amostras, sendo a espécie Giardia
duodenalis a mais prevalente entre as criangas, cujo indice de positividade foi de 10,3%.
Nenhuma das amostras positivas para Cryptosporidium sp foi positiva para outros

protozoarios ou helmintos intestinais.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

O presente estudo, o primeiro sobre a criptosporidiose no municipio de Maringa-

PR, revelou indice de positividade igual a 6,6% entre as amostras de fezes diarréicas



provenientes do Hospital Universitario Regional de Maringa e do Nucleo Integrado de
Saude III (Tabela 1).

Os casos de criptosporidiose diagnosticados pelo presente trabalho ocorreram quase
que exclusivamente em criancas com menos de 2 anos de idade (Tabela 2). Prevaléncias
maiores em criangas de menor faixa etdria também foram observadas por Mangini et
al.,1992; Silva e Hirschfeld, 1994; Adegbola et al., 1994 e Gennari-Cardoso et al.,1996.
Segundo a literatura, criancas com idade inferior a 5 anos parecem ser mais suscetiveis a
infec¢do presumivelmente devido a sua imaturidade imunolodgica e ao seu maior risco de
infeccdo em fungdo dos precarios habitos higiénicos (O’Donoghue,1995).

Indices similares ao registrado pelo presente trabalho (6,6%) foram encontrados por
Loureiro et al., 1989, em Belem-PA (5,2%); Silva et al., 1994, em Recife-PE (6,4%) e
Gennari-Cardoso et al., 1996, em Uberlandia-MG (4,26%), embora os dois primeiros
autores tenham restringido seus estudos, respectivamente, a criangas entre a faixa etaria
de um a dois anos e menores de um ano de idade.

Indices superiores de infecgdio por Cryptosporidium sp foram observados em Sdo
Paulo-SP por Guizelini, 1991 (12,1%) e Mangini et al., 1992 (17,4%) e, em Recife-PE,
por Alves et al., 1989 (21,3%). Vale ressaltar que as amostras fecais diarréicas incluidas
nos experimentos dos autores acima referidos eram provenientes respectivamente de
criangas de zero a 12 anos, de zero a 4 anos e de criangas portadoras de desnutrigao grave.

Prevaléncias menores de infeccdo por Cryptosporidium sp foram observadas por
Silva e Hirschfeld, 1994, em Alfenas-MG (2,6%) e por Osaki ef al., 1995, em Londrina-

PR (0,2%). A inclusdo de amostras de fezes de adultos por ambos os autores e o fato do



trabalho de Londrina ter sido feito com amostras de fezes nao diarréicas podem estar
associados aos baixos indices de prevaléncia encontrados.

Com relagdo aos outros protozoarios ou helmintos intestinais ressalta-se que a
excecdo da espécie G. duodenalis, cuja prevaléncia foi de 10,3%, a ocorréncia de
Cryptosporidium sp entre as amostras fecais examinadas foi mais elevada (6,6%) do que
a observada para Entamoeba coli (1,5%), Endolimax nana (1,5%), Ascaris lumbricoides
(1,5%), ancilostomideos (0,7%), Trichuris trichiura (1,5%), Strongyloides stercoralis
(0,7%) e Hymenolepis nana (1,5%).

Embora alguns trabalhos apontem a frequente associagdo dos protozoarios G.
duodenalis e Cryptosporidium sp (Jokipii et al. e Wolfson et al. apud Silva e Hirchfeld,
1994) nenhuma das amostras positivas para Cryptosporidium sp analisadas pelo presente
trabalho foi concomitantemente positiva para outros protozodrios ou helmintos
intestinais.

Conforme pode ser observado, os resultados de investigacdo de prevaléncia de
Cryptosporidium sp sdo variaveis. As diferencas observadas podem ndo estar somente
associadas a heterogeneidade das populacdes examinadas no que se refere a variaveis tais
como condi¢des socio-econOmicas, faixa etaria, estado nutricional, entre outras, mas
também podem ser decorrentes das diferentes técnicas de diagnostico utilizadas. De
qualquer forma fica, no entanto, evidente que os indices de prevaléncia de infecgdo por
Cryptosporidium sp observados no Brasil ou no estrangeiro sdo expressivos, 0 que
implica em se reconhecer que o referido protozoario deva ser rotineiramente investigado
em amostras de fezes diarréicas, especialmente daquelas provenientes de criangas com

idade inferior a 5 anos.
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Tabela 1. Freqiiéncia de Cryptosporidium sp. em amostras de fezes diarréicas provenientes do
Hospital Universitario Regional de Maringa (HURM) e do Nucleo Integrado de Satude III (NIS III),
no municipio de Maringa-PR.

Origem Amostras examinadas Amostras positivas

N°) (N%) (%)
HURM 52 03 5,8
NIS 11 84 06 7,1

Total 136 09 6,6




I

Tabela 2. Freqiiéncia de Cryptosporidium sp em amostras de fezes diarréicas provenientes do
Hospital Universitario Regional de Maringd (HURM) e do Nucleo Integrado de Saude III (NIS III),
no municipio de Maringa-PR, conforme a idade.

HURM NIS 11T
Idade Amostras Amostras

(anos) examinadas positivas examinadas positivas
(N%) (N°) (%) (N°) (N°) (%)
>0e<l1 31 02 6,5 04 00 0,0
>le<2 09 01 11,1 20 04 20,0
>2e<3 04 00 0,0 08 00 0,0
>3e<4 01 00 0,0 12 01 8,3
>4e<12 03 00 0,0 37 01 2,7
Desconhecida 04 00 0,0 03 00 0,0

Total 52 03 5.8 84 06 7,1
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Tabela 3. Freqliéncia de outros protozoarios e de helmintos em amostras de fezes diarréicas
provenientes do Hospital Universitario Regional de Maringd (HURM) e do Ntcleo Integrado de
Saude III (NIS III), no municipio de Maringéa-PR.

Amostras  Amostras Prevaléncia (%)
Origem examinadas positivas Protozoarios Helmintos
(N° ) (%) GD EC EN AL AN TT SS HN
HURM 52 11,5 7,7 0,0 1,9 1,9 0,0 0,0 0,0 0,0
NIS I 84 19,0 11,9 24 1,2 1,2 1,2 24 1,2 24
Total 136 16,2 10,3 1,5 1,5 1,5 0,7 1,5 0,7 1,5

GD: Giardia duodenalis; EC: Entamoeba coli; EN: Endolimax nana; AL: Ascaris lumbricoides; AN: Ancilostomideos;
TT: Trichuris trichiura; SS: Strongyloides stercoralis; HN: Hymenolepis nana.



PREVALENCIA DAS ENTEROPARASITOSES NAS VILAS
PERIFERICAS DA GRANDE PORTO ALEGRE, NOS
ASSENTAMENTOS DE TRABALHADORES RURAIS E NA CIDADE
DE ARROIO DOS RATOS NO ESTADO DO RIO GRANDE DO SUL

Survey of intestinal parasites among school students inhabitants of Porto Alegre
Metropolitan area and among rural communities of Rio Grande do Sul State

Geraldo A. De Carlil, Marcia Mentz* ’, Marilise B. Rott? , Ana C.A. da Silva', Aline
Wendorff', Tiana Tasca', Daniela S. Castilhos', Luciane Hypolitol, Luciana Mylius1 ,
Rosana Montenegro' ¢ Germano De Carli'

RESUMO - Realizou-se um trabalho integrado de pesquisa e extensao comunitaria, com o
objetivo de avaliar a prevaléncia das enteroparasitoses e das condi¢cdes sdcioecondmicas e
sanitarias da populacdo residente em 33 vilas periféricas da regido metropolitana de Porto
Alegre, em 3 assentamentos de trabalhadores rurais e na cidade de Arroio dos Ratos no
Estado do Rio Grande do Sul. Esse estudo foi realizado durante o periodo de 1965 a 1996
em 17.951 pessoas, pertencentes a um grupo etario de zero a 15 anos, todos alunos das
escolas publicas, € em mais dois grupos etdrios: um de 16 a 20 anos, e outro, com mais de 20
anos.. As amostras fecais foram examinadas pela técnica de Hoffman, Pons e Janer. Das
pessoas examinadas, 66,0% (11.855) estavam infectados por uma ou mais espécies de
parasitos intestinais, dos quais 31,0% (5.581) apresentaram apenas uma espécie de parasito,
enquanto que o poliparasitismo representou 35,0% das respostas, em um total de 6.277
combinagdes. O maior percentual geral de infeccao obtido para nematoides e cestdides foi
de 43,1% (7.092) para Trichuris trichiura e, entre os protozoarios, a Giardia lamblia com
17,1% (2.820). As associagdes mais freqiientes, em infec¢cdes concomitantes por helmintos
e protozoarios, foram: Ascaris lumbricoides e T. trichiura com 29,2% (1.835), T. trichiura
e G. lamblia, com 8,5% (537) e Entamoeba coli e G. lamblia, com 2,0% (124). Os
resultados obtidos nesse inquérito levam a sugerir a necessidade de proporcionar as
pessoas residentes na vilas periféricas, nos assentamentos de trabalhadores rurais ¢ na
cidade de Arroio dos Ratos uma campanha de educacdo sanitdria e, paralelamente, o
desenvolvimento de medidas administrativas, visando ao saneamento basico.
PALAVRAS-CHAVE - Enteroparasitos, prevaléncia, escolares, trabalhadores rurais.

! Departamento de Analises, Faculdade de Farmacia e > Departamento de Microbiologia,
Instituto de Biociéncias, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS.



SUMMARY - An integrated programme of intestinal parasite control was performed
between 1965 and 1996, in primary school children, and middle school students inhabitants
the metropolitan area of Porto Alegre, in three rural communities of Charqueadas, Capela
de Santana , and Fazenda de Sdo Pedro and in the Arroio dos Ratos city. In order to
determine the prevalence rate of intestinal parasites in this population a total of 17.951
stools specimens were collected. The samples were examined by Hoffman, Pons & Janer.
Trichuris trichiura (43,1%) and Giardia lamblia (17,1%) were the predominat intestinal
parasites in the present survey.

KEY WORDS - Intestinal parasites, rural communities, survey, integrated programma.

INTRODUCAO

As doengas parasitarias continuam sendo uma significante causa de morbidade e
mortalidade no mundo, particularmente nos paises subdesenvolvidos, tropicais e
subtropicais.

Na zona metropolitana das grandes cidades de paises em desenvolvimento a
populacdo estudantil ¢ geralmente mais sadia com hébitos de higiene estabelecidos.
Entretanto, entre a modernizacao e em bairros com edificios majestosos, existem pequenas
areas onde vivem aglomerados de pessoas marginalizadas das condi¢des minimas de
qualidade de vida. Nessas favelas, compostas por conjuntos de casebres, usualmente com
baixas medidas sanitirias, com o meio ambiente poluido, vivem pessoas doentes,
especialmente criangas e adultos jovens. Algumas favelas estdo situadas nas proximidades
dos depdsitos de lixo, enquanto outras, perto dos limites do esgoto.

A transmissdo dos geohelmintos estd diretamente relacionada com as condi¢des de
vida e de higiene das comunidades urbanas e rurais. ">>*>'° Os parasitos apresentam uma
alta prevaléncia entre a populacao de baixo nivel sdcioecondmico, onde os padrdes de vida, de
higiene ambiental, de educacdo sanitaria e de outras normas bdésicas para a protecao da satde
sao inadequadas e deficientes. Nas zonas rurais, as criangas sao as que estao mais expostas as
infecgdes, porque seus habitos e suas atividades carecem de higiene pessoal.

Na transmissdo das infecgdes por geohelmintos, ¢ essencial que o solo esteja
contaminado com material fecal. A maior prevaléncia de parasitos intestinais entre as criangas
das zonas periféricas nao reflete nenhuma predisposicdo racial, genética ou uma
suscetibilidade a infec¢do, mas uma diferenca na educac¢do, na cultura e nos habitos
alimentares, os quais podem afetar a exposigao a infecgao.

A disciplina de Andlises Parasitologicas da Faculdade da Farmacia, UFRGS, visando
criar nos alunos uma mentalidade voltada aos habitos de saude, para o diagndstico das
enteroparasitoses € integra-los a uma equipe multidisciplinar de saide, vem realizando
durante os ultimos vinte e cinco anos trabalhos de pesquisa e extensdo comunitaria junto as
populagdes carentes do Estado.

O objetivo desse estudo foi estabelecer a prevaléncia de enteroparasitos nas
populacdes residentes nas vilas periféricas da Grande Porto Alegre, entre os trabalhadores



rurais nos assentamentos de Charqueadas, Capela de Santana e Fazenda de Sao Pedro e entre
escolares da cidade de Arroio dos Ratos, no Estado do Rio Grande do Sul.

MATERIAIS E METODOS

Areas Estudadas:

Vilas periféricas metropolitanas: Durante o periodo de 1965 a 1981, foram estudadas
33 vilas periféricas localizadas na Grande Porto Alegre. Essas vilas estdo localizadas a uma
altitude de aproximadamente 10 m, apresentando clima temperado tipo subtropical, com
inverno umido, muitas chuvas, precipitagdo pluviométrica de 1.267 mm, temperatura média
maxima de 24,5°C. O solo ¢ arenoso e argilo-arenoso. As vilas foram contruidas por diversos
planejadores, ndo seguindo as mesmas regras de urbanizacdo. A maioria dessas vilas foram
implantadas fora do perimetro urbano, sendo habitadas por uma populacdo heterogénea. As
casas nao sdo padronizadas, possuindo um ou dois dormitdrios, cozinha, sala e sanitario. A
grande maioria das residéncias possui as latrinas fora das casas. Em algumas vilas, as casas
sao servidas pela rede de dgua, enquanto que outras t€ém pogo proprio, bomba d’agua, cisterna
ou reservatdrio. O lixo, em raras vilas, ¢ removido diariamente, através de coleta publica. Em
outras, ele ¢ queimado ou deixado exposto em monturos sobre o solo. As ruas nao sao
pavimentadas e nem calg¢adas. A arborizagao foi observada em poucas vilas. Também as casas
ndo apresentavam jardins, € muito poucas possuiam horta. A populacdo, de maneira geral, ¢
constituida por funcionarios publicos, mecanicos, motoristas, domésticas, pintores, pedreiros,
comerciarios, estudantes e criangas. Esse estudo foi realizado em uma populagdo de 16.460
pessoas, pertencentes a um grupo etario de zero a 15 anos, todos alunos das escolas publicas.
As enteroparasitoses foram estudadas em mais dois grupos etarios: um de 16 a 20 anos, e
outro, com mais de 20 anos. Quanto a cor, a populacdo ¢ formada por brancos, pretos e
mulatos de ambos os sexos. As vilas estudadas foram: MAPA, Nossa Senhora de Fatima,
Dona Teodora, Santa Rosa, Santo Agostinho, Santa Luzia, Restinga, Maria da Conceigao,
Santana, Sdo José do Murialdo, Cruzeiro do Sul, Sdo Gabriel, Pinto, Santa Cecilia, Brasilia,
Assungdo, 1° de Marco, Cipd, Frei Caneca, Agronomia, Sao Borja, Ledo, Passo das Pedras,
Sao Sepé Tiaraju, Cristal, Sarandi, Sao Franscisco, Ipiranga, Lomba do Pinheiro, Alegre,
Unido, Central, Miriam e Celis, todas localizadas na Grande Porto Alegre.

Assentamentos de trabalhadores rurais. Durante os anos de 1994 e 1995, foram
escolhidos trés assentamentos de trabalhadores rurais, Charqueadas, Capela de Santana e
Fazenda Sao Pedro, para o estudo da prevaléncia das enteroparasitose. Esses assentamentos
estdo localizados proximo a area metropolitana da Grande Porto Alegre, apresentando clima
temperado tipo subtropical, com inverno Umido e muitas chuvas. Os assentados de
Charqueadas e Fazenda de Sao Pedro, depois de varios anos de ocupacdo, possuem casas de
madeira, enquanto que, em Capela de Santana, a grande maioria ainda vive em barracos
cobertos por plastico preto € uma minoria habita casas de madeira e de alvenaria deixadas nos
assentamentos pelos antigos proprietarios. A populacdo desses assentamentos ¢ constituida
por agricultores procedentes de diferentes regides do Estado do Rio Grande do Sul. Esses
assentados sdo oriundos de Nonoai, Linha Bonita, Trindade do Sul, Bagé, Sao Miguel das
Missoes, Jaguari, Sarandi, Ronda Alta, Passo Fundo. Alpestre, Erexim, Rodeio Bonito,



Frederico Westphalen, Sao Jodo da Urtiga, Seberi, Salto do Jacui, Rondinha, Guaruja do Sul,
Severino de Almeida, Francisco Beltrao, Aratiba, Liberato Salzano e Tapejara. A populagao
estudada ¢ composta por 305 pessoas pertencentes a um grupo etario de zero a 70 anos. Esses
trabalhadores rurais estdo acampados ha aproximadamente 5 anos, vivendo em péssimas
condigdes de saude e de habitagdo. As criangas freqlientam escolas da rede municipal.

Cidade de Arroio dos Ratos: A sede municipal de Arroio dos Ratos, enquadrada na
area Metropolitana de Porto Alegre, situa-se junto a BR-290, estrada federal que liga Porto
Alegre a Uruguaiana e a toda a fronteira, distando 54 km da Capital do Estado. Esse ¢ o
ponto e o centro de ligacdo entre as cidades de Butia, Sdo Jer6nimo e Charqueadas,
permitindo o acesso para toda a regido do Alto Taquari, através de Sao Jeronimo e Triunfo.
O municipio de Arroio do Ratos pertence a micro regido homogénea do vale do Jacui. A
cidade de Arroio dos Ratos estd localizada na depressao central, sendo uma depressao
periférica, entre o escudo cristalino e o planalto, cortado pelo rio Jacui. Encontra-se a
51°44> Long.W.Gr e a 30°05° Lat. Sul. O clima ¢ subtropical, com invernos frescos e
ocorréncias de geadas. Verdes quentes, cuja média do més mais quente € superior a 22°C.
As chuvas sdo bem distribuidas durante o ano . Arroio dos Ratos limita-se ao norte, oeste e
sul com o municipio de Sdo Jeronimo e ao leste com o municipio de Guaiba. Com o
declinio e a extin¢do da industria carbonifera em Arroio dos Ratos, sua populagdo sofreu
um decréscimo acentuado pelo exddo de operarios da industria carbonifera. Atualmente a
populacdo € composta pelas mais variadas etnias, as quais vivem na sede do municipio, na
zona rural e na zona periférica. A populagdo estudantil dessa cidade ¢ de aproximadamente
2.500 alunos, entretanto, esse estudo preliminar foi realizado em 1.186 escolares,
pertencentes a um grupo etario de 3 a 16 anos, todos alunos das escolas puiblicas municipais
e estaduais, situadas nas diferentes zonas do municipio

Coleta da amostra: Na primeira visita as vilas, aos assentamentos e a cidade de Arroio
dos Ratos, apos a motivagao das criangas e dos adultos sobre os problemas. de higiene e
educagdo sanitaria, através de palestras e filmes, foram distribuidos recipientes de plastico
com tampa, para a coleta das fezes e preenchidas fichas do inquérito coproparasitolégico..

Exame coprolégico: O procedimento usado para o exame parasitologico das fezes foi:
a técnica da sedimentacdo, expontanea (Hoffman, Pons & Janer, 1934) 8 Foi examinada uma
amostra de cada pessoa dentro de um periodo de 12 horas apos a coleta. Devido as
dificuldades impostas pelos estudantes, adultos e colonos, nao foi posssivel realizar o método
da fita de celofane adesiva e transparente para a pesquisa de ovos de Enterobius vermicularis
em toda a populacdo estudada.

RESULTADOS

Pelos dados observados das 17.951 amostras examinadas, 66,0% (11.855)
apresentaram resultados positivos e 34,0% (6.096) foram negativas para parasitos intestinais.
(Tabela 1). A analise dos resultados mostrou que nas vilas periféricas o indice de infecgao foi
de 68,9% (11.341), enquanto que nos assentamentos de trabalhadores rurais ¢ na cidade de
Arroio dos Ratos a prevaléncia foi igual 49,5% (151) e 30,6% (363), respectivamente (Tabela
1). A Tabela 2 expressa a distribuicdo especifica dos enteroparasitos, sendo que o maior
percentual geral obtido nas vilas periféricas para protozoarios foi de 17,1% (2.820) para



Giardia lamblia e, entre os nematdides e cestoides foi de 43,1% (7.092) para Trichuris
trichiura. Nos assentamentos de trabalhadores rurais, os indices de infe¢do para protozoarios
foram de 15,1% (46) para G. lamblia e 15,7 % (48) para Entamoeba coli ¢ 9,5% (29) para
Ancilostomideos. Na cidade de Arroio dos Ratos, a maior prevaléncia de parasitos intestinais
foi de 8,9% (105) para G. lamblia e 11,9% (141) para Ascaris lumbricoides. A Tabela 3
mostra as associacdes dos parasitos mais freqiientes em infecgdes concomitantes por
helmintos e protozodrios e permite verificar que as combinagdes mais constantes foram: 4.
lumbricoides e T. trichiura com 29,2% (1.835), T. trichiura e G. lamblia com 8,5% (537), E.
coli e G. lamblia com 2,0% (124), em um total de 6.277 combinagdes.

Vilas periféricas da Grande Porto Alegre: A Vila Mapa, com 78,2% (980), e a Vila
Restinga Velha, com 85,5% (894) foram os nucleos habitacionais que apresentaram os maires
indices de infecgdo. Pelos dados observados na Tabela 1, das 16.460 pessoas pesquisadas,
68,9% (11.341) foram positivos e 31,1% (5.119), negativos para enteroparasitos. O
poliparasitismo apresentou 37,4% (6.148) das respostas. A Tabela 2 expressa a distribui¢ao
especifica dos parasitos na populagdo examinada, sendo o maior percentual geral obtido para
nematoides e cestoides foi de 43,1% (7.092) para T. trichiura e, entre os protozoarios, a G.
lamblia com 17,1% (2.820). As associacdes dos parasitos mais freqiientes em infecgoes
concomitantes por helmintos e protozoarios foram A. lumbricoides e T. trichiura com 29,9%
(1.835), T trichiura e G. lamblia com 8,7% (537) e, E. coli e G. lamblia com 2,0% (124), em
um total de 6.148 combinagdes. Foi verificado que a prevaléncia das helmintoses e das
protozooses na faixa de zero a 5 anos foi de 63,9% (5.474/8570), aumentando no grupo de 6 a
10 para 78,1% (3.164/4.049); no grupo de 11 a 15 anos para 75,5% (2.142/2.838), e no de 16
a 20 anos decresceu para 58,4% (201/344); enquanto que, entre aqueles que apresentavam
mais de 20 anos houve um pequeno decréscimo para 54,6% (360/659). No que se refere a
ocorréncia de helmintos e protozoarios, em relacdo a cor e sexo, foi verificado que a maior
prevaléncia foi de 52,7% (168/3.203 ) e 47,1% (1502/3.189 ) para T. trichiura entre brancos
do sexo masculino e feminino; enquanto que, entre os pretos dos sexos masculino e feminino,
o T. trichiura apresentou 61,2% (271/443 ) e 57,4% (225/392) de prevaléncia,
respectivamente. Em relacdo ao grupo de mulatos do sexo masculino e feminino as taxas de
infec¢do mais elevadas foram para o 7. trichiura com 60,6% (269/444) e 56,0% (251/448).
Quanto ao abastecimento de agua, foram estudadas 1.330 residéncias, todas situadas e
distribuidas nas vilas e ficou constatado que 44,4% (591) recebiam 4gua da rede publica. As
demais casas serviam-se de pogos proprios, cisternas, reservatorios ou de duas ou trés formas
de abastecimento. Somente 1,1% (15) das familias tinham habito de filtrarem agua e, 22,5%
(299) das casa possuiam banheiro incompleto (Tabela 4). Nos 629 domicilios visitados,
somente 22,4% (141) estavam ligados a rede de esgoto. Entretanto, 19,5% (123) das familias
utilizavam fossa seca, 18,7% (118) fossa negra e 16,8% (106) usavam latrina (Tabela 5).
Pelos dados observados na Tabela 6, das 1.056 familias estudadas verificou-se que 22,4%
(236) queimavam o lixo; 13,5% (143) preferiam enterra-lo, e 12,3% (130) deixavam-no
exposto em monturos sobre o solo. Somente em 6,6% (70) das casas, o lixo era recolhido pela
coleta publica. Durante o periodo de 1965 a 1981, os anos de 1973 e 1975 foram aqueles que
apresentaram a maior prevaléncia de enteroparasitos, 84,4% (830/984) e 81,2% (828/1020),
respectivamente.



Assentamentos de trabalhadores rurais: Dos 305 assentados estudados, 49,5% (151)
foram positivos para parasitos e 50,5% (154) mostraram resultados negativos. (Tabela 1).
No assentamento de Charqueadas, 42,4% (39) dos 92 trabalhadores rurais apresentaram
indices de positividade para parasitos intestinais, no de Capela de Santana 51,0% (76) dos 149
assentados estavam infectados, enquanto que, em Fazenda de Sao Pedro, 56,3% (36) dos 64
habitantes mostraram indices positivos para enteroparasitos O maior percentual geral de
infec¢do obtido em Charqueadas para protozoarios foi de 16,3% (15) para G. lamblia e, entre
os nematoides e cestoides, foi de 6,5% (6) para Ancilostomideos (Tabela 2). As associacdes
mais freqlientes em infeccdes concomitantes entre helmintos e protozodrios foram:
Ancilostomideos e Strongyloides stercoralis com 18,1% (2) e G. lamblia e E. coli com
36,4% (4), em um total de 11 combinacdes . No assentamento de Capela de Santana, o 4.
lumbricoides com 12,8% (19) e a G. lamblia com 13,4 % (20) e E. coli com 18,1% (27)
foram os parasitos que apresentaram os maiores percentuais de positividade. O
poliparasitismo apresentou as combinagdes de A. lumbricoides e E. coli com 13,0% (3) e S.
stercoralis e G. lamblia com 13,0% (3). Na Fazenda de Sao Pedro, 56,3% (36) das 64
criancas estudadas estavam infectadas por um ou mais parasitos intestinais. Os
Ancilostomideos e G. lamblia, ambos com um indice de infec¢do de 17,2% (11), foram os
parasitos com a maior prevaléncia. As combinagdes que apresentaram a maior freqiiéncia
foram: Ancilostomideos e G. Lamblia, e S. stercoralis e Hymenolepis nana, todas com 12,5%
(2). No que se refere a ocorréncia de helmintos e protozoarios, em relagdo a idade e sexo foi
verificado que os maiores percentuais foram de 18, 4% e 18,8% entre os assentados na faixa
etaria de 16 a 44 anos, respectivamente em Charqueadas e Capela de Santana. Em
Charqueadas, as mulheres apresentaram o maior indice de infeccdo, 10,8% (7), enquanto que,
em Capela de Santana, os homens com 11,4% (17) foram os mais parasitados. Entretanto,
entre as criangas moradoras desses assentamentos, a ocorréncia de helmintos e protozoarios,
em relagdo a idade e ao sexo, apresentou os percentuais de 42,2% e 12,9% entre as criangas
do sexo masculino na faixa etaria de 10 a 14 anos, na Fazenda de Sao Pedro e Charqueadas,
respectivamente, enquanto que em Capela de Santana as criangas de 5 a 9 anos do sexo
masculino apresentaram um percentual de infeccdo igual a 18,9%.

Cidade de Arroio dos Ratos: Em um total 1.186 estudantes examinados, 30,6% (363)
apresentaram resultados positivos (Tabela 1), 24,3% (288) exibiram um unico parasito e 6,3%
(75), mais de um enteroparasito. Os indices de positividade da populacdo estudada foram
distribuidos nas zonas periférica da cidade, 56,0% (664), na urbana, 36,0% (427) e na rural,
8,0% (95). O percentual de infec¢@o por helmintos e protozoarios. foi de 20,5% (242) e 19,6%
(231), respectivamente. A distribuicdo especifica dos parasitos intestinais nessa populagdo
examinada mostrou que o maior percentual geral obtido para helmintos foi de 11,9% (141)
para A. lumbricoides e 8,9% (105) para G. lamblia. Por outro lado, as associacdes dos
parasitos mais freqiientes em infecgdes concomitantes por helmintos e protozoarios foram: 4.
lumbricoides eT. trichiura com 20,0% (15), A. lumbricoides e Enterobius vermicularis com
6,7% (5) , G. lamblia e E. coli com 6,7% (5), e, A. lumbricoides e G. lamblia com 8,0% (6),
em um total de 75 combinagdes. No que se refere a ocorréncia de helmintos e protozoarios,
em relacdo ao sexo, foi verificado que os maiores percentuais de infec¢do foram obtidos entre
os estudantes do sexo masculino com 54,3% (197), enquanto que entre os jovens do sexo



feminino o indice de infec¢do foi igual a 45,7% (166). A maior prevaléncia de infec¢des
parasitarias, entre os alunos das escolas pesquisadas, foi na faixa etaria de 6 a 11 anos.

DISCUSSAO

Esse trabalho integrado de pesquisa e de extensao comunitaria foi o resultado de uma
acdo conjunta entre a Pro-Reitoria de Extensdo a Disciplina de Analises Parasitoldgicas, da
Faculdade de Farmécia, UFRGS e a Prefeitura Municpal de Arroio dos Ratos. As infecgdes
por parasitos intestinais podem efetivamente ser controladas, quando o estado
socioecondmico de uma regido e as condigdes sanitdrias do meio ambiente sdo
implementadas, assim como implantadas outras medidas, tais como a educacdo para a saude e
a avaliacdo do estado nutricional da populagdo. Tradicionalmente, a educacao sanitaria visa
promover os habitos de higiene, favorecer uma nutricdo adequada e criar condigdes
ambientais condizentes com o sadio crescimento e desenvolvimento fisico e mental das
populagdes.

Dados estatisticos relativos a prevaléncia de parasitos intestinais no Rio Grande do Sul
sdo raros. Di Primio, em Porto Alegre (1957)° e Moraes, em Santa Maria (1958)° foram os
primeiros parasitologistas a apresentarem resultados de inquéritos coproparasitologicos, no
Rio Grande do Sul, com o objetivo de estudarem a epidemiologia das enteroparasitoses. A
maioria dos trabalhos sobre infec¢des parasitarias sempre tiveram como objetivo o estudo da
acao de medicamentos antiparasitarios.

Em nosso estudo foi observado que os geohelmintos sdo mais prevalentes nas vilas
periféricas, apesar de as condi¢des sanitarias dessas vilas ndo serem essencialmente diferentes
da dos assentamentos de trabalhadores rurais. Nao nos parece licita uma comparagao imediata
entre os resultados obtidos nas diferentes populacdes estudadas, apesar de terem sido
realizados com amostras e técnicas coprolégicas padronizadas. E evidente, pois, que as
populagdes que deram origem as amostras apresentam caracteristicas diferentes, nao
oferecendo dados comparaveis, sendo, pois, sua significancia limitada.

A maior prevaléncia de infeccdo com helmintos transmitidos pelo solo (4.
lumbricoides, T. trichiura, Ancilostomideos e S. stercoralis) pode ser atribuida em grande
parte aos fatores climaticos, além da baixa educagdo sanitaria. Essa prevaléncia mostra
diferengas significantes entre as trés regides estudadas, vilas periféricas (68,9%),
assentamentos de trabalhadores rurais (49,5%) e Arroio dos Ratos (30,6%).. Na cidade de
Arroio dos Ratos, os baixos indices de infec¢do se devem, provavelmente, ao efeito da acao
de antiparasitarios (auto-medica¢@o) e/ou a uma melhoria das condigdes sanitarias e de saude
da populagdo.

As infecgdes pelo A. lumbricoides, T. trichiura e G. lamblia foram as mais prevalentes
nesse estudo, os quais apresentaram maiores indices de positividades entre os moradores das
vilas periféricas. O poliparasitismo foi demonstrado nas populacdes rurais, nas vilas
periféricas, e na zona urbana de Arroio dos Ratos

Os resultados obtidos neste estudo coproparasitologico mostraram a imperiosa
necessidade de levar a essas comunidades nog¢des bésicas de higiene e de educagdo sanitaria.
O diagndstico de E. coli, Endolimax nana, lodamoeba butschlii e Chilomastix mesnili,



parasitos comensais, reafirma que o saneamento basico e a educagdo sanitiria sdo as mais
importantes medidas administrativas que deverdo ser implantadas.

Os indices de infeccdo parasitiria encontrados nas vilas periféricas e nos
assentamentos de trabalhadores rurais nao refletem o estado real de saude dessas populagdes e
nem as condicdes atuais relacionadas com o sancamento basico. A maioria dos trabalhos
publicados no Brasil sobre inquéritos das enteroparasitoses mostra elevada prevaléncia na
populacdo geral. Entretanto os dados ndo fornecem uma avaliacdo real da importancia do
problema, visto que os habitantes das vilas e dos assentamentos migraram por diversas regioes
do Estado do Rio Grande do Sul antes de se estabelecerem em definitivo nesses locais.

Devido a inexisténcia de dados sobre a prevaléncia das enteroparasitoses em Arroio
dos Ratos, torna-se muito dificil estimar a importancia dos resultados obtidos entre os
escolares nessa cidade, situada na zona carbonifera do Estado do Rio Grande do Sul

Entretando, ¢ impossivel uma comparagdo entre os resultados de nosso inquérito e os
apresentados por outros pesquisadores em diferentes inquéritos em outras regides do Estado e
do Pais, por ndo terem sido realizados com amostras e exames padronizados.

Na prevencao das infecgdes parasitarias, ¢ necessario identificar a fonte e o0 modo da
infecc¢do, os quais podem diferir em areas e periodos diversos. Entretanto os inquéritos e as
pesquisas devem continuar a serem realizados nas diferentes regides do Estado, para
identificar situagdes particulares caracteristicas das diferentes regides, com o objetivo de
propor medidas sanitarias e de educagdo para melhorar o estado de satde das populagdes. Os
resultados obtidos neste inquérito levam a sugerir a necessidade de uma campanha de
educacdo sanitaria e medidas de saneamente basico.
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Tabela 1. Prevaléncia de enteroparasitos em uma populagdo de 17.951 estudantes das vilas
periféricas da Grande Porto Alegre, de assentamentos de trabalhadores rurais e na cidade de

Arroio dos Ratos, RS, no periodo de 1965 a 1995.

Origem das N° de Amostras Amostras Amostras
Amostras Examinadas Positivas Negativas
Vilas Marginais 16.460 11.341 5.119
(100,0%) (68,9%) (31,1%)
Assentamentos 305 151 154
(100,0%) (49,5%) (50,5%)
Arroio dos Ratos 1.186 363 823
(100,0%) (30,6%) (69,4%)
Total 17.951 11.855 6.096
(100%) (66,0%) (34,0%)
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Tabela 2. Distribui¢ao especifica dos parasitos intestinais em 17.951 pessoas examinadas nas
vilas periféricas da Grande Porto Alegre, assentamentos de trabalhadores rurais e na cidade de
Arroio dos Ratos, RS, durante o periodo de 1965 a 1995.

Frequéncia dos Parasitas * (%)

Parasitas Vilas Assentamentos Arroio dos
Marginais Ratos
(n=16.460) (n=305) (n=1.186)
Ascaris lumbricoides 4.775 28 141
(29,0%) (9,2%) (11,9%)
Trichuris trichiura 7.092 9 50
(43,1%) (3,0%) (4,2%)
Enterobius vermicularis 189 4 27
(1,2%) (1,3%) (2,3%)
Ancilostomideos 1.038 29 12
(6,3%) (9,5%) (1,0%)

Strongyloides stercoralis 495 15 8



12

(3,0%) (4,9%) (0,7%)
Taenia spp. 153 2 2
(0,9%) (0,7%) (0,2%)
Hymenolepis nana 604 54 2
(3,7%) (17,7%) (0,2%)
Hymenolepis diminuta 6 0 0
(0,1%) (0,0%) (0,0%)
Entamoeba spp.** 322 0 3
(2,0%) (0,0%) (0,3%)
Entamoeba coli 2.271 48 72
(13,8%) (15,7%) (6,1%)
Endolimax nana 223 4 45
(1,4%) (1,3%) (3,8%)
lodamoeba butschlii 197 4 6
(1,2%) (1,3%) (0,5%)
Giardia lamblia 2.820 46 105
(17,1%) (15,1%) (8,9%)
Chilomastix mesnili 43 1 0
(0,3%) (0,3%) (0,0%)

* Muitas amostras contém mais de um parasito.

** Entamoeba com caracteristicas morfologicas da Entamoeba histolytica.

Obs. E. histolytica ¢ usado para designar a existéncia de zimodemos patogénicos, enquanto E.dispar ¢ agora
usado para designar a exiténcia de zimodemos ndo patogénicos.

Tabela 3. Associagoes de parasitas mais freqlientes em infec¢des concomitantes por helmintos
e protozodrios, durante o periodo de 1965 a 1995 nas vilas periféricas da Grande Porto Alegre,

assentamentos de trabalhadores rurais e na cidade de Arroio dos Ratos, RS.

Associagoes Freqiiéncia* %
A. lumbricoides + T. trichiura 1.835 29,2
A. lumbricoides + Ancilostomideos 60 1,0
A. lumbricoides + H. nana 33 0,5
A. lumbricoides + E. vermicularis 15 0,3
T. trichiura + H. nana 115 1,8
T. trichiura + Ancilostomideos 203 3,2
A. lumbricoides + T. trichiura +

Ancilostomideos 291 4.6
A. lumbricoides + T. trichiura +

H. nana 141 2,3
A. lumbricoides + G. lamblia 223 3,5

A. lumbricoides + E.coli 164 2,6
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T. trichiura + G. lamblia 537 8.5
T. trichiura + E. coli 435 7,0
Ancilostomideos + E. coli 35 0,6
Ancilostomideos + G. lamblia 21 0,3
A. lumbricoides + T. trichiura +

E. coli 433 6,9
A. lumbricoides + T. trichiura +

G. lamblia 344 5.5
E. coli + G. lamblia 124 2,0
Entamoeba spp** + E. coli 31 0,5
Outras combinagoes 1.237 19,7
Total 6.277 100,0

* Muitas amostras contém mais de um parasita.

** Entamoeba com caracteristicas morfologicas da Entamoeba histolytica.

Obs. E. histolytica ¢ usado para designar a existéncia de zimodemos patogénicos, enquanto E.
dispar é agora usado para designar a exiténcia de zimodemos ndo patogénicos.

Tabela 4. Condic¢des de abastecimento de 4gua para consumo em 1.330 casas situadas nas
vilas periféricas da Grande Porto Alegre, RS, 1965 a 1981.

Abastecimento de dgua Freqiiéncia Porcentagem (%)
Rede publica 591 44 .4
Poco proprio 69 5,2
Cisterna 4 0,3
Reservatorio 18 1.4
Duas formas de abastecimento 140 10,5
Trés formas de abastecimento 194 14,6

Banheiro 299 22.5
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Filtro (tratamento) 15 1,1

Tabela 5. Destino dos dejetos em 629 casas situadas nas vilas periféricas da Grande Porto
Alegre, RS, 1965 a 1981.

Destino dos dejectos Freqiiéncia Porcentagem (%)
Rede de esgoto 141 224
Fossa seca 123 19,5
Fossa de fermentagao 20 3,2
Fossa negra 118 18,7
Latrina 106 16,8
Sem latrina 5 0,8
Tanque séptico 3 0,5
Duas formas de destino 113 17,9

Tabela 6. Destino do lixo em 1056 casas situadas nas vilas periféricas da Grande Porto
Alegre, RS, 1965 a 198]1.

Destino do lixo Freqiiéncia Porcentagem (%)
Coleta publica 70 6,6
Queimado 236 22,4
Enterrado 143 13,5
Langamento a superficie 130 12,3
Duas formas de destino 319 30,2

Possuem lata de lixo 158 14,9
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