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Hemoglobinopatia SC: diagnoéstico
laboratorial e aconselhamento genético

— A proposito de um caso

SC Hemoglobinopathy: laboratory diagnostic and genetic counseling

- Case report

Paulo H. da Silva', Ivana Pivatto’ & Ivo Ronchi Junior®

RESUMO - O presente trabalho mostra um caso tipico de diagnéstico de hemo-
globinopatia a partir da observagao da extensao sanguinea. Um homem, 59 anos,
assintomatico sob o ponto de vista hematologico, realiza exames pré- operato-
rios, dentre os quais foi solicitado o hemograma. A observagao da extensao
sangiinea revela a presenc¢a significativa de coddcitos, exames complementares
foram realizados e chegou-se ao diagnostico de hemoglobinopatia SC. Posterior-
mente foram realizados, em seus familiares, exames para determinar o tipo de
hemoglobina gque foi herdada e foi realizado o aconselhamento genético.
PALAVRAS-CHAVE - Hemoglobinopatia SC, coddcitos.

SUMMARY - This work shows a typical case of a diagnostic of hemoglobinopathy
through analysis of a blood smear. A 59 year old man, with no hematologic
symptoms, was submited to do some pre-surgical exams, including an hemogram.
The analysis of the blood smear disclosed a great number of codocytes. Further tests
were performed, and the final diagnostic was SC hemoglobinopathy. Later on, the
same tests were performed on his relatives to define what hemoglobin had been

inherited, and the genetic counseling was accomplished.
KEY WORDS — SC hemoglobinopathy, codocytes.

1. INTRODUGAO

A molécula da hemoglobina, cuja fungao primordial € a
de transportar oxigénio, é constituida por uma estrutura
central, o heme, e por quatro cadeias de aminoacidos
denominadas globinas, as quais se apresentam aos pares.
Um adulto normal apresenta em seu sangue trés tipos de
hemaoglobina. A principal & a hemoglobina A1 (Hb A1), cuja
estrutura molecular é alfa2 beta2, e representa mais de 95%
da hemoglobina total, a hemoglobina fetal (Hb F), cuja
estrutura molecular é alfa2 gamaz, e representa menos de
1% da hemoglobina total e a hemoglobina A2 (Hb A2), cuja
estrutura molecular € alfa2 delta2. Os genes responsaveis
pela codificagao das globinas localizam-se nos bragos cur-
tos dos cromossomos 11 e 16. As hemoglobinopatias he-
reditarias sac defeitos genéticos que se manifestam
através de uma mutacido de ponto ou através de uma
delegao ou duplicagao de genes a nivel de DNA. Na primei-
ra situagao, a molécula pode se desestabilizar ou ocorrer
uma alteragao na afinidade da hemoglobina pelo oxigénio,
estas sao as hemoglobinas variantes. Na segunda situagao
a produgao de cadeias fica comprometida, estas sdo as
talassemias.

A hemoglobinopatia S é uma mutagao de ponto que oca-
siona a troca do aminoacido glutdmico pela valina na cadeia
beta da hemoglobina A1. E a alteragao hematoldgica mais
conhecida no homem e afeta cerca de 15 mil brasileiros, na
forma homozigota da doenga (SS), e cerca de 4 milhdes de

pessoas sao heterozigotas (AS). O homozigoto ira exteriorizar
um quadro clinico conhecido como anemia falciforme, que é
o resultado da polimerizagao da hemoglobina mutante no
interior do eritrdcito, polimerizagao esta desencadeada pela
hipéxia e que deforma a hemacia, que passa a apresentar a
forma de uma foice. Os eritrécitos falciformes ocasionam dife-
rentes graus de bloqueios na microcirculagao, causando isque-
mia e infartos em varios 6rgaos, sendo mais comum em ossos
e bago. Estes pacientes cursam com um grau de anemia de
moderada a grave, sem esplenomegalia. Os heterozigotos nao
apresentam anemia, nem a presenca de celulas falciformes no
sangue periférico. Porém, crises de falcizagéo (crises vaso oclu-
sivas) poderao ser desencadeadas por situagées de extremo
estresse, como anoxia e infecgdo grave. Nestes individuos, a
porcentagem de hemoglobina S nao ultrapassa a 45% e mere-
cem especial atengao por ocasiao de anestesia e gestagao.

A hemoglobinopatia C também @ uma mutagao de ponto
que faz a troca do acido glutamico pela lisina na cadeia beta
da hemoglobina Al. A freqliéncia do gene da hemoglobina C
é de aproximadamente 2% entre negros americanos. E tam-
bém a alteracdo hematoldgica mais freqiiente na Africa oci-
dental, A hemoglobina C cristaliza no interior do eritrécito,
mas nao determina a forma de foice, ou seja, nao falciza. O
paciente homozigoto apresentara uma discreta anemia e
esplenomegalia. O hemograma revela acentuada presenca
de células em alvo e microesferdcitos. Os heterozigotos nao
apresentam anemia e mostram algumas células em alvo no
hemograma.

Recebido em 17/12/96
'"Departamento de Patologia Médica, Universidade Federal do Parana - Curitiba, Pr. Brasil
GH - Laboratorio de Andlises Clinicas e Toxicoldgicas.
*Faculdade Evangélica de Medicina do Parana.
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Os pacientes com hemoglobinopatia SC herdam uma he-
moglobina mutante de cada pai. A doenga ocorre com uma
freqléncia aproximada de 1:833 nascimentos entre negros
americanos e 1:400 nascimentos entre jamaicanos. Em Gana
a doenga afeta cerca de 25% da populagao. O quadro clinico
do portador de Hb SC é semelhante, porém menos intenso
do que o do homozigoto para a hemoglobina S {(Hb SS). Estes
pacientes (Hb SC) tém uma tendéncia bastante aumentada
para complicagoes trombo-embdlicas como o trombo-embo-
lismo pulmenar, e a necrose asséptica da cabega do fémur e
do umero, principalmente durante a gestacao. Apresentam,
ainda, uma alta incidéncia de anormalidades vasculares da
retina, podendo causar progressiva perda da visao. Caracte-
risticamente cursam com discreta anemia (o nivel de hemo-
globina raramente esta abixo de 9 a 10 g/dl) e esplenomegalia.
A analise do sangue periférico apresenta grande niimero de
células em alvo, e ocasionalmente celulas com cristais rom-
boides. A eletroforese de hemoglobina demonstrara a pre-
senga das hemoglobinas S e C e cada qual representara cerca
de 45 a 50 % da hemaoglobina total. O teste de falcizagdo sera
positivo. Cuidados pré e per operatorios devem ser tomados,
é uma pratica comum realizar uma ex-sanguineo transfusao
parcial nos portadores da anemia falciforme (Hb SS), com o
intuito de reduzir a concentragao de hemoglobina S para
menos de 50%, prevenindo assim um episadio mais grave de
falcizagao. Os individuos portadores de hemoglobina SC apre-
sentam um teor de hemoglobina S intermediario entre os
homo e heterozigotos para o gene da hemoglobina S, deve-se,
portanto, considerar a necessidade de indicar-se uma ex-san-
giiineo transfusao nos portadores de Hb SC. Esta conduta é
bastante polémica, mas, de qualquer modo, o anestesista
deve ter cuidados extremados para prevenir qualquer grau de
hipéxia que possa precipitar uma crise de falcizagao.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Paciente AVA (1.1 no heredograma), do sexo masculino, cor
parda, 59 anos de idade, assintomatico do ponto de vista hema-
tologico, tinha uma cirurgia (safenectomia) programada. Duran-
te a realizagdo de exames pré-operatérios constatou-se um
hemograma alterado com discreta redugao nos niveis de hemo-
glohina e com evidentes alteragées morfolagicas de suas hema-
cias, principalmente a presenga de coddcitos. Negava qualquer
antecedente de anemia

. LE‘*‘QD

2

o
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Fig. 1 - Heredograma da familia analisada.

2.2 Métodos

Hemograma: sangue coletado com EDTAKS, na proporgao
de 1 mg anticoagulante para 1 ml de sangue, e o exame foi
realizado em sistema automatizado Cell Dyn 3000 Ahbott
Laboratories. As extensoes foram coradas pelo May Griin-
wald Giemsa e revisadas em microscopio otico Alphaphot 2
da Nikon.

Reticulocitos: contagem pela coloragao supra vital com
azul de cresil brilhante a 1% de acordo com o volume
globular de cada paciente. A contagem foi realizada em
microscoépio dtico Alphaphot 2 da Nikon.

Valores de referéncia (5): homem: 0,82 2,5 %

mulher: 0,8 a 4,1 %

Teste de falcizagao: Metabissulfito de sédio a 2%.

Eletroforese de hemoglobina e dosagem de hemoglobi-
na A2: Filmes de gel alcalino marca Celm. Fontede 240 volts
marca Celm. Corrida realizada com tampao veronal pH 8,6
marca Celm. Leitura realizada em densitémetro modelo
DS-35 marca Celm com comprimento de onda 420 nm.
Valores de referéncia para hemoglobina A2 (9):25a 4,0 %

Hemoglobina fetal: Métado de Singer (teste da desnatu-
racao alcalina).

Valores de referéncia (9): 0 a 2,5 %.

3. RESULTADOS

ou outra doenga hema- "TABELA 1

tologica, inclusive nos Valores encontrados no hemograma da familia analisada

familiares. O exame fisi- a st s o

co nao revelava ictericia : . o 12 4E 2o 3 3.2

e 0 bago nao era pa{pa_ Eritrécitos (milhaes/micralitro) 4.02 476 5.26 4.90 5.42 4.49

vel. O estudo laborato- Hemoglobina g/dl 116 = 1ag 131 144 T qae | 25

rial revelou dosagens de Vol bl o 35.9 416 '

hemoglobina fetal & A2 olume globular w . iy : 35.8 42:8 43,4 . 377

normais, e a eletrofore- V.CM fentolitro 833 | 874 73,8 801 | 801 | @40

se de hemoglobina re- H.CM picogramas 28,9 29,0 248 29,4 26,9 27,8

;_t?'tP'-t' duas bandas C.HCM % 32,2 dsaoritigeE 936 | 336 33,2
istintas, uma migran- s e . '

do na posicio de S e ou- Leucr.mt?s. { microlitro 8.400 5.200 10.200 . 7.800 17.800 8.500

tra na posicao de C, e o Bastonetaes % : 00 Bl 00 Ok =00 00 -

teste de falcizacao mos- Segmentados % 37.6 57.6 62,3 63,5 734 55,9

trou-se fposutévo, F:jc_ou, Neutréfilos =~ % ‘476 676 62,3 635 | 734 | 559

assim, firmado o diag- vl pe -

nostico de hemoglobi- 'f’"f[’f"_os % = 238 | 287 24,7 19,4 31,7

nopatia SC. Em seguida, Mongcitos % a8 89 - 67 81 | 61 1 8D

realizou-se o estudo em Eosindfilos % 9,4 29 1.9 1.9 0.6 3.6

seus familiares, confor- Baséfilos - o 190 0.8 0.4 g e T e

me mostra o heredogra- i ' :

ma da Figura 1. Plaquetas / microlitro | 298.000 369.000 | 371.000 | 364.000 | 310.000 | 287.000
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TABELA 2

mulher nao tem descendentes. A filha
MCR (2.2) recebeu a hemoglobina nor-

Alteracoes encontradas nas extensoes sanguineas da familia analisada

mal da mae e a hemoglobina S do pai,

Sy a2 2.1 22 & 32 ficando com o gendtipo AS. MCR ca-
i ; sou-se com um homem normal por-
Anisocitose + + + * ¥ 0 que suas descendentes possuem um
SRR L e i gene para hemoglobina normal. CAR
Pemlociom T o . s : (3.1) tem o gendtipo. AA e EAR (3.2)
Policromatofilia 4 0 & 0 0 0 tem o gendtipo AS. O filho (2.3) recu-
B _ sou-se a fazer os exames, mas com

Acantocitos |+ 0 0 o o =y certeza ele é AC ou AS.
= i e e RN Com os resultados em maos, foi
Eliptécitos ++ 0 0 0 0 0 feito o aconselhamento genético para
s sl iy 5 = a familia. Caso LSA venha a ter filhos,
Codocites . - b e 1 O 0 n 0 ela precisa saber o tipo de hemoglobi-
o na que eles herdaram; nesta situacao
Equinécitos * . N . . . o gene da hemoglobina C pode ;Eer-
Migacitos = . 1 g b at L o 0 L0 manecer nos descendentes ou desa-
i i AP RS g : parecer. No caso de MCR, o gene da
Ponteados basofilos 0 - 0 0 0 0 hemoglobina S permaneceu em seus
descendentes e os filhos de E.A.R, se
os tiver, deverao saber seu gendtipo

TABELA 3 para os genes da hemoglobina.

Resultados da contagem de reticulocitos, teste de falcizacao,
eletroforese de hemoglobina, hemoglobina fetal e

hemoglobina A2 da familia analisada

A finalidade do aconselhamento ge-
nético & que o portador conhega sua
condi¢cdao de AC ou AS e que saiba os

- . - - — cuidados e em que situagao deve toma-
A 24 2.2 2. 32 los e realizar os mesmos exames em
- seus conjuges e descendentes e acom-
Contagem de reticulécitos 58 18 52 33 3.7 panhar o caminho destes genes.
‘Taste de falcizagio positivo | negativo | positivo | negativo | positivo
: PR ' : 5. AGRADECIMENTOS
Hemaglobina F 07 Agradecemos a Dra. Elisabeth Mei-
e ; R 1 j re Gongalves Ribeiro pelas analises
gl A2 ; 0 = e A
_Hemoglobina e realizadas no GR - Laboratério de Ana-
Eletroforeses de hemoglobina SC AC AS AA AS “SPE;SI_;:FL':}‘CBS e Toxicoldgicas (Curitiba

4. DISCUSSAO

A observagao de uma extensao sangliinea € extrema-
mente importante, porque através das alteragoes morfolo-
gicas e qualitativas podemos estabelecer ou realizar
exames especificos que nos encaminhem aum diagnaostico
de uma doenga hematoldgica. Para que possamos ter uma
condicdo étima de observagao necessitamos de uma ex-
tensdo muito bem realizada & uma coloragao perfeita. La-
boratdrios que possuem aparelhos automatizados para a
hematologia e que fazem a contagem diferencial devem
revisar microscopicamente as extensoes sanglineas.
Aqueles que liberam exames sem a revisao microscopica
devem fazé-lo dentro de protocolos de liberagao de exames
bastante rigidos, porque muitas alteragoes podem passar
despercebidas. O laboratério também deve ter a posturade
realizar exames, mesmo que nao solicitados, que venham
a esclarecer ou corroborar com o diagnostico hematologi-
co. O paciente AVA (1.1) é um caso tipico de um diagnostico
feito laboratorialmente, a partir da analise da extensao do
sangue periferico.

E de fundamental importancia tanto para o paciente como
para o médico anestesista o conhecimento da condigao de
portador de hemoglobinopatia SC, para que possa ser preve-
nida uma possivel crise de falcizagdo no pré-operatorio.

Posteriormente, a familia foi contactada para que o
gendtipo das cadeias de hemoglobina pudessem ser esta-
belecidos nos descendentes de AVA. A sua esposa AMA
{1.2) apresenta hemograma normal e hemoglobina normal.
Sua filha (2.1) recebeu a hemoglobina normal da mae e a
hemoglobina C do pai, ficando com o gendtipo AC; esta
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Diabetes mellitus — a review
Part I: Concept and general aspects. Classification. Clinical aspects and
prediction of Diabetes mellitus insulin dependent
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CONCEITO E ASPECTOS GERAIS

Diabetes mellitus{DM) é uma desordem metabdlica

com hiperglicemia inapropriada causada pela deficién-
cia absoluta de secre¢ao de insulina ou pela reducéao do
efeito bioldgico desse horménio (ou por ambos). Trata-se
da mais importante doenca associada a hiperglicemia. Nao
&, contudo, uma simples e bem definida entidade morbida,
mas sim um grupo heterogéneo de desordens.’

O termo "Diabetes", de origem grega, significando “sifac”
ou "correr através”, foi criado ha 2000 anos para descrever a
gspantosa polidria. O termo meliitus, do latim mellitu, signi-
ficando “de mel” ou “preparado com mel”, ilustra o gosto
adocicado da urina desses pacientes e marca a diferenca da
urina insipida dos pacientes com deficiéncia de ADH (hormo-
nio anti-diurético), portadores da Diabetes insipidus.

A deficiéncia de insulina, seja na secregao ou na bioati-
vidade, resulta na hiperglicemia, caracteristica que, quan-
doexcede o limiar renal, permite o aparecimento da glicose
na urina (glicosuria), Esta € a base para o surgimento dos
sintomas béasicos da DM, que, além da glicosuria, & carac-
terizada por politiria (urinar em excesso), polidipsia (sede
excessiva) e polifagia (fome excessiva).

A concentragao de glicose no sangue é mantida dentro de
limites estreitos pela agdo hormonal, sendo que os principais
horménios envolvidos sac produzidos pelo pancreas. A insu-
lina, um peptideo sintetizado pelas células p das ilhotas de
Langerhans na forma de pro-hormonio (forma inativa), &
chamada de hormonio hipoglicemiante, pois 0 mesmo pode
ligar-se a receptores de membrana das células do figado,
tecido muscular e tecido adiposo, aumentando a permeabili-
dade a glicose, reduzindo assim a glicemia. A insulina estimu-
la também as vias anabolicas; caracterizadas basicamente
pelo armazenamento de glicose na forma de macromoléculas
como a glicogénio, lipideos e proteinas; e pela inibigao da
mobilizagao dos estoques energeticos destes tecidos (inibe a
protedlise, lipdlise e glicogendlise). Em geral, pessoas de
maior peso requerem mais insulina que pessoas de menor
peso para controlar niveis semelhantes de hiperglicemia.

O glucagon, um peptideo sintetizado pelas células a das
ilhotas de Langerhans, atua quando ocorre diminuigao da
disponibilidade de fontes energéticas (p.ex. jejum prolon-
gado) e estimula a atividade catabolica (lipdlise, cetogéne-
se e gliconeogénese), formando e liberando unidades de
glicose do figado.

Entretanto, estes nao sao os tnicos harmadnios do organis-
mo com func¢ao regulatéria dos niveis de glicose sangtinea.
A somatostatina, um outro horménio pancreéatico, parece
atuar a nivel local, regulando a liberagac de insulina e do
glucagon. Este controle bi-hormonal de regulacao da glicose
requer a secrecao apropriada de quantidades variadas desses
dois horménios (insulina e glucagon), os quais agem adequa-
damente nos tecidos alvos de forma a manter uma glicemia
estavel. A epinefrina atua aumentando os niveis de glicose
sanguinea pelainibigao dasecrecao deinsulina e estimulando
a liberagao de glucagon. Outros hormdénios, tais como: hor-
ménio do crescimento (GH] e corticosterdides?, parecem tam-
bém estar envolvidos no controle da glicemia.

Classificacdao do Diabetes mellitus
Aspectos clinicos e de patogénese

O National Diabetes Data Group (NDDG), em 1979, desen-
volveu um esquema de classificagao baseado nos conheci-
mentos bioquimicos da doenga e recomendou a classificagao
do DM em dois grandes grupos de acordo com a dependéncia
da insulina exogena.® A maioria dos pacientes com o DM se
enquadra em uma das duas grandes categorias: Diabetes
mellitus insulino-dependentes (IDDM), também denomina-
do diabetes tipo |; ou Diabetes mellitus ndo insulino-de-
pendentes (NIDDM), tambem denominado diabetes do tipo
Il (Quadro 1). O terma DM tipo Il indica um tipo de desordem
no qual, ainda que os pacientes nao sejam dependentes da
terapia insulinica para regular os niveis de glicose, repre-
senta um grupo bastante heterogéneo de desordens, in-
cluindo as condigdes diabéticas que nao sao caracterizadas
como do tipo |. Além disso, muitos pacientes com NIDDM
podem ser acompanhados com terapia insulinica por seus
médicos, mesmo estando identificados como NIDDM. Da
mesma forma, ocasionalmente adultos jovens com sinto-
mas classicos de cetoacidose diabética associada com an-
ticorpos anticelulares de ilhotas (ICA) podem entrar em
remissao, durante a qual a insulinoterapia é descontinua-
da, traduzindo-se entdao um “NIDDM” contradizendo as
caracteristicas de mecanismos patogénicos tipicos do
IDDM. Ha, portanto, uma confusao seméantica sobre a pos-
sibilidade de pacientes tipo Il virem a se tornar tipo | ou
vice-versa.

Com o estabelecimento de uma patogénese auto-imune
para o DM tipo | e a possibilidade de deteccao de auto-
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anticorpos para determinados antigenos especificos (ICA,
por exemplo) por método de imunoensaios, a classificagao
do DM deveria se basear no critério etiologico ao invés do
critério terapéutico. Uma possibilidade seria o “IDDM"
abrangendo um unico tipo {imunodependente), com todos
os outros tipos agrupados no grupo denominado NIDDM.
Desta forma, poder-se-ia manter as denominagoes pre-
existentes sem considerar, contudo, com grande relevan-
cia, seus significados verbais.!

Tipo |: Diabetes mellitus insulino dependente

Trata-se de uma forma severa do diabetes associada a
cetose quando nao tratado, e geralmente os individuos sdo
propensos ao desenvolvimento de complicagdes decorren-
tes do DM. O DM tipo | € mais comum em individuos jovens,
mas ocasionalmente pode acometer adultos nao obesos. E
uma alteracdo metabdlica, com exacerbacao do catabolis-
mo, na qual a insulina circulante & virtualmente ausente, o
glucagon plasmaético esta elevado e as células § do pan-
creas sao incapazes de responder a qualquer estimulo
insulinogénico conhecido (exercicios, tolbutamida e gluca-
gon, por exemplo).! Ha destruigdo ou degeneragao das
células p do pancreas que parece ser precipitada por uma
série de fatores incluindo uma pré-disposigao genética
associada a certos antigenos leucocitarios humanos (HLA),
agentes ambientais (virus) e agentes quimicos com o en-
volvimento de um componente auto-imune como agente
causal do dano celular pancreatico e da IDDM,?

Na auséncia de insulina, os trés principais tecidos alvos
desse harménio (figado, tecido muscular e tecido adiposo),
além de diminuirem a capacidade de absorver adequada-
mente a glicose, continuam a produzir e liberar glicose,
aminoacidos e acidos graxos a partir de seus estogues.
Desta forma, algumas vezes, alteragées no metabaolismo
de lipideos levam a produgaoc e acumulagado de corpos
cetdnicos. Essa persisténcia inapropriada do estado absor-
tido apds as refeicbes (pés-prandial) pode ser revertida
pela administragao de insulina.’

Em suma, o DM tipo | é caracterizado pelo surgimento
abrupto dos sintomas e ocorréncia de cetoacidose. Estes
pacientes requerem insulina exdgena para evitar a cetoa-
cidose e sustentar a vida.

Genetica e patogénese do DM tipo |

Varios estudos sugerem que, em gémeaos homozigotos, as
influéncias genéticas sao menos marcantes no DM tipo | que
no DM tipo Il. Apenas 40% dos gémeos idénticos de pacientes
com DM tipo | desenvolverao a doenga. Isso também sugere
que fatores ambientais sao requeridos para a indugao do
diabetes nestes casos. Em contraste, gémeos idénticos de
pacientes com diabetes tipo |l usualmente desenvolvem a
doenga dentro do primeiro ano apos o surgimento dela em
seu irmaa.

A eficiéncia em apresentar certos antigenos depende da
compaosigao do antigeno de classe |l presente na superficie
das células apresentadoras de antigeno. O DM tipo | esta
associado com um aumento da fregléncia de antigenos
leucocitarios humano (HLA). O HLA predominantemente
associado com a IDDM varia segundo o grupo racial. Desta
forma, HLA- B8, HLA-B15, HLA-B18, HLA-Cw3, HLA-DR3 e
HLA-DR4 ocorrem freqlientemente nos leucécitos de cau-
casianos com |IDDM; enquanto que somente o HLA-DR3 e
o HLA-DR4 parecem estar correlacionados com a ocorrén-
cia de IDDM em asiaticos, africanos e sul-americanos; en-
tretanto, a razao pela qual pessoas portadoras de certos
tipos HLA tém predisposicao ao desenvolvimento do IDDM
ainda nao € bem conhecida. Por outro lado, a presenga do
HLA-DR2, por estar presente nos individuos controle pare-
ce estar associado com algum tipo de "protecao”.

O DM tipo |, ao que parece, pode resultar de um surto viral ou
toxico ambiental as células p do pancreas dos individuos gene-
ticamente predispostos, nos quais o sistema imune destroi
erroneamente estas celulas ao tentar eliminar o agente invasor.
Fatores ambientais tém sido associados a alteragoes na fungao
das células das ilhotas pancreaticas, dentre os quais incluem-se
virus (caxumba, rubéola, coxsackievirus), agentes quimicos, etc.
A teoria para destruigao auto-imune da células j tem sido pro-
posta baseado no mimetismo molecular, onde o sistema imune
ataca proteinas dacélulap que sao homologas a certos antigenos
virais (estes auto-anticorpos podem, talvez, resultar da formacao
de anticorpos anti-idiotipicos com especificidade cruzada com
proteinas das células pancreaticas).

O conceito de destruigao auto-imune das células p do
pancreas, com perda da seletividade de imunotolerancia, é
sustentado pela evidéncia de que a terapia de imunossupres-

sdo interrompe a progressao da defi-
ciéncia de insulinaem alguns pacientes

QUADRO 1 com diagnostico recente de IDDM.

Classificagao clinica do Diabetes mellitus’ Além disso, uma infiltragao extensiva
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A presenca de anticorpos anticélu-
las de ilhotas (ICA) circulantes, virtual-
mente ausentes em nao diabéticos,
tem sido detectada em mais de 85% de
diabéticos tipo | quando testados nas
primeiras semanas apos a implantagao
do diabetes. Além disso, guando imu-
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anticorpos anticélulas de ilhotas e anticorpos antiinsulina em
pacientes com IDDM, assim como o conhecimento da ocor-
réncia da doenga em seus irmaos, sustentam o conceito de
que mecanismos auto-imunes podem contribuir significativa-
mente para a destruigao das células p do pancreas.

Recentemente, tem sido descrito que a maioria dos anti-
corpos anticélulas de ilhotas sao direcionados contra a acido
glutamico descarboxilase (GAD), uma enzima localizada den-
tro das células p do pancreas. O conceito mimetismo molecu-
lar é sustentado pela recente descricdo de que parte do
componente proteico do virus coxsackievirus B4 contém uma
sequéncia de 24 aminoéacidos com consideravel homologia
com a GAD. Existem estudos para avaliar o envolvimento de
anticorpos anti-GAD no desenvolvimento da neuropatia peri-
férica (a nivel de neurdnio, ha uma isoenzima GAD e anticor-
pos anti-GAD sao encontrados em pacientes com sindrome
de "Stiff Man", uma rara condigao neuroldgica).

Outra hipétese que corrobora o mimetismo é dada pela
albumina de soro bovina, pois esta proteina tem uma homo-
logia com uma proteina da membrana das celulas p do pan-
creas (p69). Criangas que quando bebés foram alimentadas
exclusivamente com leite materno tém uma incidéncia esta-
tisticamente menor de IDDM que aquelas que receberam leite
de vaca. Além disso, 142 criangas com IDDM recentemente
diagnosticadas tiveram altos titulos de anticorpos anti-albu-
mina bovina quando comparadas com o grupo controle.’

Comprometimento do sistema hemostatico
em pacientes diabéticos insulino-dependentes

As propriedades nao trombogénicas do endotélio de
revestimento da parede vascular estao associadas a um
complexo mecanismo que tem eficiéncia quando nao ha
comprometimento lesivo deste endotélio, estando funcio-
nalmente intacto, tornando-se um importante papel no
equilibrio hemostatico. Uma alteragao desta condigao de
continuidade como por exemplo uma aguda lesao local ou
um estado patologico crénico que pode ser atribuido a
distirbios do metabolismo de carboidratos pode ativar sis-
temas fisiopatologicos que levam a trombose e até mesmo
a aterosclerose. Neste sentido a hemostasia toma cada vez
mais importante papel na formagao de placas ateromatosas
e tromboses, principalmente nas artérias coronarianas.

Estudos epidemioldgicos mostram a estreita correlagao
entre o aumento de fibrinogénio e de fator VIl extrinseco
com complicagdes aterogénicas. Além disso, tem-se verifi-
cado, com fregiiéncia, aumento do inibidor do fator ativa-
dor de plasminogénio em pacientes hipertensos, aumento
este que & de risco para pacientes com antecedentes de
infarto do miocardio. Dados epidemiolégicos mostram
também que a aterosclerose ou as seqlielas aterogénicas
sa0 as principais causas de dbito em pacientes diabéticos.

O comprometimento do sistema hemostatico de pacien-
tes diabéticos insulino dependentes tem especial impor-
tancia porquanto ocorre pela diminuicao da fibrindlise,
confirmada principalmente pelo aumento da atividade do
inibidor do ativador de plasminogénio, do fibrinogénio, do
fator VIl, do complexo trombina-antitrombina e relativa
diminuigao da atividade do ativadaor de plasminogénio. Os
valores dos parametros que avaliam o sistema hemostatico
na via extrinseca e intrinseca (tempo de protrombina e de
tromboplastina parcial), provas de triagem que sao as
solicitadas pelo clinico, e também o valor do plasminogé-
nio, sao normais. A normalidade destas provas é de impor-
tancia porguanto leva o clinico a um falso diagnodstico caso
nao solicite a adequada avaliacao laboratorial.

A avaliacao laboratorial de pacientes diabéticos com
comprometimento nefro e neuropatas mostram significa-
tive aumento do nivel de fibrinogénio plasmatico cujos
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valores médios estao entre 4,0 g/L e de 3,5 g/L respectiva-
mente, sendo o aumento considerado um fator de risco
para complicacoes aterosclerdticas nestes pacientes.

A alteracao dos parametros que avaliam a fibrindlise
mostram comprometimento da balanca hemostatica dos
pacientes diabéticos, o que pode levar a um estado de
hipercoagulagao, que & importante fator nas complicagdes
patogénicas da aterosclerose.?

Ha uma resisténcia periférica & insulina que tem sido
observada na maioria dos pacientes tipo Il. Varios fatores
podem reduzir a resposta periférica 3 insulina, tais como:
anticorpos antiinsulina, auto-anticorpos especificos para os
receptores insulinicos, "down regulation" dos receptores in-
sulinicos causada por hiperinsulinismo, excesso de hormao-
nios (glicocorticdides, horménio de crescimento,
contraceptivos orais, progesterona, catecolaminas e tiroxina).
Os pacientes com DM tipo |l sdo frequentemente obesos e a
perda de peso pade melhorar a sua resist&ncia a glicose.’

Sindrome de resisténcia a insulina (sindrome X)

A DM tipo Il pode representar apenas uma faceta da
sindrome causada pela resist&ncia a insulina, na qual nota-se
que ha uma associagao bem estabelecida de hiperglicemia,
hiperinsulinemia, dislipidemia e hipertensao; as quais levam
a doencas arteriocoronarianas e acidentes vasculares cere-
brais, & pode resultar de um defeito genético produzindo a
resisténcia a insulina, particularmente quando a obesidade
agrava o grau deinsulino resisténcia. Assim, tem sido propos-
to que a agao prejudicada da insulina predispoe a hiperglice-
mia, a qual, por sua vez, induz hiperinsulinemia, e se esta é de
magnitude insuficiente para controlar a hiperglicemia, o DM
tipo Il se manifestara. Acredita-se que o excessivo nivel de
insulina aumenta a retengao de sddio pelos tibulos renais,
desta forma contribuindo para, ou causando, hipertensac; um
aumento na produgdo de VLDL no figado levando a hipertri-
gliceridemia (e conseqiientemente um baixo nivel de HDL
colesterol) & tambem atribuido a hiperinsulinemia. Desta for-
ma, tem sido proposto, também, que o nivel elevado de
insulina pode estimular a proliferagao de células da muscula-
tura lisa endotelial e vascular — por virtude da agéo hormonal
sobre os receptores de fator de crescimento — para iniciar a
aterosclerose' (acredita-se que a modificagao oxidativa seja
de particular importancia na aterogénese. Além disso, a gli-
cosilagdo nao enzimatica pode ser um mecanismo muito
importante ligado ao DM como um processo basico envolvido
no desenvolvimento da aterosclerose. O interessante é que a
glicosilagao pode estar associada com um estresse oxidativo,
sendo este processo chamado glicoxidagdo).t

Embora haja um acordo completo quanto a associacao das
desordens citadas anteriormente, o mecanismo da inter-rela-
¢ao entre elas permanece apenas especulativo e aberto a
investigacoes experimentais. Persistem controvérsias sobre
o hiperinsulinismo ser ou nao causa de hipertenséo, desde
que estas duas manifestagdes, as quais sempre coexisterm em
brancos, nao estao freqlientemente associadas em negros ame-
ricanos. Alem disso, pacientes com hiperinsulinismo devido a
insulinoma sao normalmente normotensos e nao ha redugao da
pressac sanguinea apos remogao cirlirgica do insulinoma e
restauragao dos niveis normais de insulina. Epidemiologistas
australianos preferem agrupar estas desordens como uma sin-
drome, sem necessariamente implicar que o hiperinsulinismo &
etiologicamente responsavel pelos outros componentes. Eles
sugerem a denominagdo CHAOS para significar (em inglés)
Doenca Artericcoronariana, Hipertensao, Diabetes do adulto,
Obesidade e AVC. O maior valor de se agrupar estas desardens
como uma sindrome, pela sua nomenclatura, é relembrar que o
alvo terapéutico nao & apenas corrigir a hiperglicemia, mas
também gerenciar a hipertensao e a hiperlipidemiaque resultam



Sistema hemostatico em diabéticos controlados e nao controlados

TABELA 1

A principal causa de resisténcia a insulina nas
células alvo de pacientes obesos parece ser um defei-

to no pos-receptor da acao insulinica. Isso esta asso-
ciado com um estoque celular aumentado e uma

habilidade reduzida para remover nutrientes da circu-

e Diabeticos
L e o
PT (%) 94,45 + 18,72 100,14 + 18,12 112,89 + 18,40
TTPalSeg) | 1003 1127 | 100,04 £1497 82,80+ 13,20
Fibrin. (g/L) 2,35+ 0,46 293 + 0,60 264+ 087
FVILi%) 736041245 77,45 425,30 109,51 % 35,63
AT Ul (%) 102,11+ 12,27 100,76 + 16,01 113,31+ 17,54
Prot.C{%) |  B7,09+:1835 91,23 + 16,96 104,96+ 21,89
PLMG (%) 91,96 + 13,94 90,56 + 16,04 113,62+ 12,08
CPAIUWmH | 1.30% 063 | - 241 % 050 | 248+ 039

lagao apds alimentacgao. Conseqlentemente, o hipe-
rinsulinismo pode ainda incrementar a resisténcia
insulinica, por "down-regulation” dos receptores insu-
linicos e, quando a hiperglicemia é prolongada, uma
proteina transportadora especifica para glicose (GLUT
4), nos tecidos alvo para insulina, trona-se "down-re-
gulated" ap6s ativagao continua. Isso contribui adicio-
nalmente para um defeito pds-receptor da agao
insulinica, agravando a hiperinsulinemia,

Quando a "supernutrigao” celular dos tecidos

em consideravel morbidade e mortalidade destes pacientes
por doengas cardiovasculares. E também para aumentar a
conscientizagao de que a terapéutica com altas doses de
insulina exogena pode, concebivelmente, ter efeitos adversos
sobre o risco dos pacientes para doengas cardiovasculares,
se a hipétese por tras da sindrome de insulinoresisténcia
estiver substanciada. Finalmente, a escolha de agentes anti-
hipertensivos ou drogas hipolipidémicas para gerenciar um
dos componentes dessa sindrome, seus efeitos adversos
possiveis sobre outro componente da sindrome devem ser
cuidadosamente considerados.

Subgrupos de DM tipo Il

Os pacientes DM tipo Il podem ser divididos, baseando-se
no pesa corporal, nos subtipos obeso e nao-obeso. Atualmen-
te, & impossivel identificar caracteristicas diagndsticas que
permitam a definigao clara de mais subtipos especificos. Os
niveis de insulinemia s@o muito variaveis para servir decriterio
nesta classificagdo. Dentro deste grupo, DM "nao tipo 1", estd
um largo sortimento de desordens heterogéneas, que incluem
situagoes raras nas quais um defeito no gene para insulina
produz uma insulina biologicamente inadequada, ou uma
pro-insulina que nao é transformada em insulina nas celulasp
do pancreas. O blogueio de receptores para agao da insulina
tem sido demonstrado em alguns casos. Na maioria dos
pacientes diabéticos tipo |l, a causa da desordem permanece
indefinida, embora tanto um defeito na secregao como na agao
da insulina a nivel de receptores estao geralmente presentes.

NIDDM em obesos

A grande maioria dos pacientes com DM tipo Il sao obeso_s
(cerca de 85%). Estes pacientes possuem uma resisténcia peri-
férica a insulina endégena que é positivamente correlacionada
com umadistribuigdo anormal de gorduras, com maior acumulo
de gordura acima da cintura. Assim, adipccitos distendidos,
figado e células musculares supernutridas podem ainda resistir
a deposigao adicional de glicogénio e triglicerideos aos seus
depdsitos. A hiperplasia das células p do pancreas esta sempre
presente e provavelmente é explicada pela resposta insulinica
normal ou exagerada, frente ao desafio de glicose e outros
estimulos insulinogénicos, observada na forma branda desta
doenca. Nos casos mais severos, pode acontecer faléncia secun-
daria (mas potencialmente reversivel) da capacidade secretora
das células pdo pancreas apds exposigao a prolongada hipergli-
cemia de jejum. Este fenémenao, chamado de "dessensibiliza-
cao", é seletivo para a glicose e as células p do pancreas
recuperam a capacidade de resposta ao estimulodaglicose, uma
vez que a hiperglicemia persistente & corrigida por alguma forma
de terapia, incluindo terapia dietética, hipoglicemiantes orais e
insulina.

alvo da insulina e corrigida, ha uma menor satura-
¢ao dos depositos de estoque com interrupgao des-
te ciclo. A resisténcia periférica a insulina pode geralmente
ser normalizada pela redugao tanto do hiperinsulinismo
como da hiperglicemia.

NIDDM em nao obesos

Neste subgrupo, encontram-se aproximadamente 15%
dos pacientes com NIDDM. Na maioria desses pacientes, a
acao da insulina encontra-se prejudicada a nivel de pos-
receptor € uma auséncia ou redugao na fase precoce de
liberagao da insulina em resposta a glicose pode ser de-
monstrada. Contudo, outros estimulos insulinogénicos,
tais como a infusdo rapida de aminoacidos, tolbutamida
intravenosa ou glucagon intramuscular, permanecem efi-
cientes em elucidar uma liberagao aguda de insulina.

A hiperglicemia em pacientes nao obesos com NIDDM
frequentemente responde a terapia dietética e a hipoglice-
miantes orais, e ocasionalmente a terapia insulinica ¢ reque-
rida para alcangar um controle glicemico satisfatorio, ainda
que nao seja necessaria na prevengao da cetoacidose.

A maioria dos pacientes nao obesos com NIDDM nao
podem ser subclassificados, entretanto varios subtipos pouco
caracterizados sao sugeridos com base nas particularidades
genéticas de uma pequena proporgao dos pacientes:

a) NIDDM ocorrendo na infancia tardia e em adultos jovens:

a.1) NIDDM em nao obeso autossémico dominante:
sugere-se transmissao autossomica dominante devido a
uma forte historia familiar de DM ocorrendo em um dos
pais e em uma parte dos descendentes desse individuo.

a.2) NIDDM de aparecimento precoce: estudos epidemio-
légicos sugerem que a prevaléncia familiar & devida a genes
diabetogénicos herdados de ambos os pais (estado homozi-
goto). Quando apenas um dos pais passa o gen diabetogeni-
co, sua expressao clinica tardia pode requerer fatores
genéticos ou ambientais adicionais. Uma alta prevaléncia
familiar de diabetes tipo |l tem sido observada em pacientes
cuja idade de implantagao da doenga esta entre 25 e 40 anos.

b) Insulinas Mutantes: apesar de conhecermos essa al-
teragao ha mais de 12 anos, apenas 8 familias foram iden-
tificadas como tendo formas anormais de insulina. Em trés
dessas familias existe uma alteragao na clivagem da molé-
cula de pré-insulina; nas outras 5 familias foram observa-
das anormalidades na estrutura da pré- insulina.’

Diabéticos NIDDM que podem ser DM tipo | em remissao

A classificacao atual de DM tem sido largamente aceitaem
todo mundo, mas suas deficiéncias sao aparentes em muitos
casos. Um subgrupo que tem sido de dificil enquadramento
na atual classificagao "terapéutica” € constituido por diabéti-
cos tipo | que permanecem em remissao temporaria por mais
de dois anos. Uma histdria de cetoacidose com presenga de
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anticorpos anticélulas de ilhotas (ICA) no inicio do diabetes e
um modelo de associagdo com HLA que inclui o HLA-DR3,
HLA-DR4, HLA-B8 e HLA-B15 indica, do ponto de vista etiold-
gico, que estes pacientes tém DM do tipo | ainda que tempo-
rariamente eles nao sejam insulino dependentes.

Além disso, & possivel que um nlimero de pacientes com
diabetes inicial, particularmente aqueles nac obesos, pos-
sam reprasentar um estagio precoce da DM tipo | devido a
uma destruicao auto-imune das células p do pancreas de
amplitude suficiente a permitir uma hiperglicemia, mas
nao necessariamente uma insulinodependéncia. Estudos
mostram que cerca de 168% de um grupo de pacientes
diabéticos inicial adultos, que foram classificados como
NIDDM, eram ICA-positivos.

Com a disponibilidade do radioimunoensaio, método
mais adequado para determinagdo de anticorpos anticelu-
las da ilhota, assim como para anticorpos anti-GAD (acido
glutamico descarboxilase), sera possivel a triagem de maio-
res populagdes de diabéticos adultos. Isso sera particular-
© mente Gtil nos grupos étnicos que Sac mais propensos a
doencas auto-imunes nos quais ha prevaléncia de IDDM e,
pode ainda permitir a identificacao precoce de pacientes
com destruigdo imune-induzida parcial de células i do pan-
creas, permitindo prever uma provavel ineficiéncia dos hi-
poglicemiantes orais nesses pacientes e que eles venham
requerer a insulinoterapia.’

Diabetes secundario

Como notado no Quadro 1, existe um grupo diverso de
alteracoes caracterizadas pela associagao do DM com ou-
tras condigoes. Apenas alguns dos muitostipos de diabetes
secundarios serao discutidos aqui.

Doenca pancreatica

A pancreatectomia, a pancreatite causada por alcoolismo
crénico e outras formas de pancreatite estao associadas com
muitas das caracteristicas clinicas do IDDM, devido a anorma-
lidade primaria de deficiéncia insulinica. Existe, porem, nestes
pacientes, uma grande tendéncia para desenvolvimento de
hipoglicemia induzida pela insulina, provavelmente devido a
perda concomitante da contra-regulagao hormonal do gluca-
gon. Estas caracteristicas estdo usualmente associadas com
insuficiéncia pancreatica exocrina.

Toxicidade por drogas

Muitas drogas estao associadas com intolerancia a carboi-
dratos ou DM. Algumas agem por interferir com a liberagao
de insulina pelas células p do pancreas (tiazidas e fenitoinas),
outras por induzir a resisténcia periférica a insulina (glicocor-
ticdides e contraceptivos orais) e ainda por causar destruicao
das células p do pancreas (pentamidina).

Doencas endocrinas

A produgéo excessiva de certos horménios — GH (acrome-
galia), glicocorticoides (sindrome de Cushing), catecolaminas
{(feocromocitoma), glucagon (glucagonoma), ou somatostati-
na pancreatica (somatostatinoma) — pode produzir uma sin-
drome de DM por um variado niumero de mecanismos.’

Classificagao dos estados hiperglicémicos
Uma abordagem mais simplificada

Segundo o National Diabetes Data Group os estados de
hiperglicemia podem ser classificados em DM e quatro
outras desordens, permanentes ou temporarias, que exi-
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bem resultados de Teste de Tolerancia a Glicose (GTT)
semelhantes ao diabetes.

O DM, sua classificagao (IDDM x NIDDM) e caracterizagao
ja foram exaustivamente discutidas anteriormente. Resta-nos
agora caracterizar as outras quatro desordens hiperglicemi-
cas. Tais desordens sao normalmente secundarias a certas
condigoes, tais como: pancreaticas e enddcrinas, uso de cer-
tas drogas, condicoes genéticas e ambientais.

As quatro desordens hiperglicémicas sao citadas abaixo:

Baixa tolerancia a glicose

Caracteriza-se por hiperglicemia em niveis insuficientes
para caracterizar o DM, a glicemia pode variar na faixa do
normal e limitrofes. Estes pacientes tém maior tendéncia a
desenvolver DM.2

Diabetes gestacional

E caracterizada pelo surgimento do diabetes ou baixa
tolerancia a glicose durante a gravidez. Apos o parto, a glice-
mia da paciente pode voltar ao normal ou pode vir a desen-
volver o diabetes tardiamente em sua vida. Em outros casos,
a depender do nivel de glicemia de pos-parto, a paciente pode
ser classificada em baixa toleréncia a glicose, tolerancia a
glicose previamente anormal (ver abaixo) ou DM.

Para reduzir o risco de malformagdes do feto e complica-
goes materno-fetal, mulheres gravidas e mulheres que pre-
tendem engravidar requerem um rigoroso controle da
glicemia. Essas mulheres precisam ter uma frequente avalia-
gao fisica, serem treinadas para fazer monitoramento domeés-
tico da glicemia e podem requerer testes laboratoriais e
diagnosticos especificos. Consultas com um obstetra e meédico
especializado em diabetes sao indicadas antes da gravidez.?

Tolerancia a glicose previamente anormal

Usa-se este termo para classificar aqueles pacientes que
atualmente mostram niveis de glicemia normais mas que
no passado tiveram tolerancia a glicose anormal. Nesta
classe, incluem-se as mulheres que tiveram diabetes ges-
tacional e que, apds o parto, voltaram ao normal ou indivi-
duos obesos com NIDDM, os quais, apos a perda de peso,
também wvoltaram ao normal. Esta classe & mais util a
estudos epidemiologicos.?

Tolerancia a glicose potencialmente anormal

Agrupa pessoas que tém glicemia normal, mas témrisco
aumentado de desenvolver o DM {gémeos, irmaos e etc.).
Também tem maior fung¢ao epidemioldgica.?

Predizendo o IDDM

O inicio do IDDM e cada vez mais preditivel através da
detecgao auto-anticorpos associados a ele. Este avango no
conhecimento que envolve o diabetes é importante pela
possibilidade de remissao da doenga por terapia de imunos-
supressao.’

Recentemente ha dividas quanto ao tempo pregresso
no qual e possivel o encontro destes auto-anticorpos e se
realmente eles podem ser usados. Nos ultimos anos, o
numero de auto-antigenos identificados pela presencga de
auto-anticorpos em pré-diabéticos quase dobrou. Os auto-
antigenos caracterizados e que tém relevancia maior sao a
insulina, o GAD e o ICABS (um auto-antigeno com alguma
homologia a lacto-albumina com PM de 55kDa).*

Sabe-se que o anticorpo anticélulas de ilhotas do tipa
citoplasmatico precede em longo tempo o inicio clinico da
doenca. Os anticorpos anticélulas de ilhotas sao anticorpos
policlonais daclasse IgG, os quais sao detectaveis por imuno-



fluorescéncia indireta contra cortes histologicos de pancreas
humano. Em estudos prospectivos, de 5 a B anos de duragao,
o risco acumulativo de IDDM, em individuos ICA-negativos,
com parentes de 1° grau diabéticos, foi apenas cerca de 1%,

enquanto revelou-se de 40 a 70% naqueles individuos ICA-po-

sitivos, dependendo do titulo. O teste de imunofluorescéncia
indireta para ICA mostra-se de dificil padronizagao e ocorre
grande coeficiente de variagao entre os laboratérios.’

A existéncia de auto-antigenos caracteriza‘dos que po-
dem ser isolados ou sintetizados em grandes quantidades,
que formam a base para os imunoensaios quantitativos
para auto-anticorpos, provavelmente permitird que estes
substituam o teste por anticarpo anticélula de ilhotas cito-
plasmatico nos préximos anos. Usando apenas trés en-
saios para auto-anticorpos (GAD, insulina e ICAGS), quase
todos os parentes de diabéticos, ICA-positivos, expressam
pelo menos um destes auto-anticorpos e 90% dos pré-dia-
béticos expressam dois ou mais auto-anticorpos especifi-
cos para estes autoantigenos bioguimicamente definidos.

A existencia de varios auto-antigenos de ilhotas deve
facilitar grandemente a triagem de populagoes para o risco
de diabetes. Neste contexto, levanta-se duvidas de quais
destes antigenos sao ensaiados para a patogénese de DM
tipo |, e existe ainda a hipétese de que a insulina seja um
antigeno crucial. Hoje, a insulina € o uUnico auto-antigeno
especifico das células p do pancreas e os anticorpos para
insulina frequentemente precedem outros anticorpos em
pré-diabéticos, correlacionando-se com a idade na qual o
IDDM se desenvolvera.?

A presencga de anticorpos antiinsulina entre individuos
nao afetados, com parentes diabéticos, esta associadacom
anticarpos anticélulas de ilhotas. Os individuos com estes
anticorpos e anticorpos antiinsulina possuem uma respos-
ta insulinica mais prejudicada e sao mais favoraveis para
progredir para o IDDM que aqueles com apenas um dos
dois. Finalmente, anticorpos anti-GAD tém se mostrado
como o mais promissor marcador de IDDM. Essencialmen-
te, 100% das criangas e adultos jovens terao anti-GAD antes
do inicio do IDDM, e alguns deles, ao desenvolver o IDDM,
perderao o anticorpo.®’

A predigdo do Diabetes mellitus tipo | nao é dependente
somente da presenca de anticorpos. Em particular, a pre-
senca de uma série de auto-anticorpos e a perda da primai-
ra fase de secrecao insulinica apos a administragao
intravencsa de um agente insulinogénico permitem a iden-
tificagap de parentes com risco maior que 90% para desen-
valver diabetes tipo | nos quatro anos seguintes.

E importante notar que o anticorpo anticélula de ilhota,
e provavelmente os outros auto-anticorpos relacionados,
nao apenas em parentes de 1° grau de diabéticos, mas na
populagdo em geral, tem se mostrado associado com o
desenvolvimento subsegiiente de IDDM. A utilizacdo dos
tipos HLA como marcadores na predigao do IDDM tem
valor limitado ou até nulo na populacdo em geral. Desta
forma, a triagem baseada nos marcadores imunologicos e
sustentada pela tipagem subseqlente do HLA constitui um
meétodo mais eficiente e de menor custo.

O anticorpo anticélula de ilhota tem maior valor prediti-
vo para IDDM em crian¢as que em adultos. Desta forma,
dos 2 a 3% de pais nao diabéticos, ICA-positivos cuja prole
tem IDDM, apenas cerca de 156% se tornarao diabéticos em
5anos. O anticarpo antiinsulina prediz o IDDM, usualmente
até a puberdade. Criangas jovens gue estao desenvolvendo
o IDDM sao mais freqlientemente anticorpo antiinsulina
positivo com altos titulos. O auto-anticorpo anti-GAD pre-
diz o IDDM em todas as idades.’

Nos EUA [Diabetes Prevention Trial-Typel (DPT-1)], indivi-
duos geneticamente susceptiveis sao identificados por recru-
tar parentes de pacientes com IDDM, depois que agueles com
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HLA hapldides protetores (DQA 0301, DQA 0602) sao exclui-
dos. A auto-imunidade para células p € demonstrada por
determinagao de anticorpos anticélulas de ilhotas e anticor-
pos antiinsulina e o dano as células  do pancreas € demons-
trado pela resposta insulinica induzida por glicose. Estudos
prospectivos com familias tém mostrado que, pela combina-
¢ao de marcadores genéticos, metabadlicos e imunolégicos,
especialmente quando positivo para mais de um auto-anti-
corpo, pode-se identificar individuos nao diabéticos cujo risco
de IDDM clinico dentro de 5 anos é de pelo menos 50%. Dados
sugerem que, sem a determinacaco da susceptibilidade gené-
tica ou grau de dano as células p do péncreas, e com a
determinagac de apenas um anticorpo (anti-GAD), pode-se
predizer o IDDM na populagao geral com uma sensibilidade
de B2% e uma especificidade de 100%. Porém, deve-se atentar
que é necessario dispor, dentro do possivel, de maxima sensibi-
lidade e especificidade, evitando ao maximo os falso negativos
e falso positivos causados por qualquer motivo. Isso pode ser
obtido pela combinacao de informacdes de varios auto-anticor-
pos, incluindo o anti-GAD, e interpretando estes dados junta-
mente com a determinagao do dano as células p do pancreas,
bem como o conhecimento sobre a susceptibilidade genetica,
garante-se a melhor predigao de IDDM futuro.®

A habilidade para predizer o IDDM tem algum beneficio
pratico. Primeiro, muitos pacientes com IDDM incipiente,
especialmente individuos de meia idade, até tornarem-se
verdadeiramente insulino-dependentes, passam por uma
fase de diabetes nao insulino-dependente ("NIDDM"); ou-
tros, por sua vez, podem retornar ao "NIDDM" um tempo
apos sua estabilizagdo com insulina. A identificacdo de
anticorpos anticélulas de ilhotas, especialmente entre pa-
cientes nao obesos com NIDDM, ajuda a identificar quais
deles estao desenvolvendo IDDM e quais nao deveriam ter
sua dose de insulina diminuida. A gravidez e a puberdade
sao fases em que ha um aumento marcante na resisténcia
a insulina. Uma fragao de pacientes com diabetes gestacio-
nal tem IDDM incipiente como doenga de base. Ja que a
gravidez é também uma época de imunossupressao natu-
ral, o processo patogénico pode estar desacelerado ou
interrompido, contudo, a expressao do diabetes depende
do grau de dano ja existente nas células jj do pancreas. A
identificacao de IDDM prestes a acontecer enlre estas pes-
soas com diabetes gestacional sera melhor alcangada pela
detecgao dos anticorpos anticélulas de ilhotas trés a seis
semanas apos o parto.'
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Capacidade fagocitica
de polimorfonucleares (PNMIN) humanos
frente a varias particulas: Candida albicans,
Zymosan, Staphylococcus aureus,
Micrococcus, Escherichia coli”

Phagocytosis capacity of the human neutrophils (PMN) against some particles

M.M. Zaha-Inouye; H.K. Morimoto; E.M.\V.. Reiche; R. Pontello;.E.T. Anzai & I. Felipe

RESUMO - O processo de fagocitose envolve a ligagdo de particulas a receptores de
superficie, resultando em indugao de sinais intracitoplasmaticos e internalizagao de parti-
culas, tendo importante papel na evolugao das moléstias infecciosas, principalmente das
bacterianas. Neste trabalho, nos propusemos a estudar a fagocitose “in vitro”, por meio
do isolamento de PMN do sangue periférico de 17 amostras provenientes de doadores do
Hemocentro do HURNP colocados em contato com as diversas particulas acima citadas.
Com o objetivo de se obter a indicagao da particula mais adequada para uso na rotina
laboratorial, as caracteristicas avaliadas foram a capacidade fagocitica e a facilidade de
leitura ao microscépia ético. Os resultados obtidos indicam maior capacidade fagocitica
(em porcentagem de células que apresentaram fagocitose) quando se fez uso da particula
de Zymosan (77%) seguido de C. albicans (70%) e o maior indice de particulas fagocitadas
{em porcentagem de células que fagocitaram acima de 4 particulas) quando se fez uso de
Zymosan (50%) seguido de S. aureus (37%) permitindo concluir que destas particulas a
mais adequada para uso na rotina laboratorial € o Zymosan.

PALAVRAS-CHAVE - Capacidade fagocitica, polimorfonucleares, particulas indicadoras.

SUMMARY - The process of phagocytosis involves the binding of particles to surface
receptor resulting in the triggering of intracytoplasmatic signals and internalization. The
purpose of this wark, was to study the phagocytosis “in vitro”, by the isolation of peripheral
blood neutrophils of 17 samples obtained from blood donors of Hemocentro of HURNP,
putting in contact with the above mecioned particles. In an attempt to obtain the indication
of the particle more adequate to use in the laboratorial routine, the characteristics analysed
were phagocytosis capacity and the facility of reading to optical microscopy. The results
obtained indicated that the highest phagocytosis capacity (in percentage of cells presenting
phagocytosis) was when the particle zymosan was used (77%), followed by C. albicans
(70%) and the highest index of phagocyted particles (in percentage of cells phagocyting
more than 4 particles) was when zymosan was used (50%), followed by S. aureus (37%)
permitting to conclude that from these analysed particles, the more adequate for use in
labaratorial routine is zymosan.

KEY WORDS - Phagocytosis capacity, neutrophils (PMN), particles.

INTRODUGAO

Leucocitos polimorfonucleares (neutréfilos) e fagocitos
mononucleares (mondcitos e macrofagos) sao os fagocitos
impartantes no combate as infecgoes piogénicas.

O processo de fagocitose envolve fatores guimiotaticos
que atraem neutrdfilos e mondeitos em diregdo ao foco da
inflamacao, onde ocorre a ligagao de particulas a receptores
em sua superficie, resultando em ingestao e morte do microrga-
nismo infectante. Componentes do soro, como a imunoglo-
bulina G e proteinas do Sistemma Complemento interagem
com os microrganismos, censtituindo opsoninas gue concor-
rem para a facilitagao da fagocitose, portanto, anormalidades

na fagocitose padem decorrer de defeitos no proprio neutro-
filo, como também de disfuncao ou deficiéncia das proteinas
do complemento ou das imunoglobulinas.

Durante a fagocitose, granulos no citoplasma fundem-se
com o vacuolo fagocitico liberando seu contetido de enzimas
hidroliticas, proteinas bactericidas e mieloperoxidase que, em
reagao com peroxida de hidrogénio e outros metabolitos de
oxigénio, tal como anions superdxidos, sao altamente eficien-
tes na morte de microrganismos endocitados.

A disfungao fagocitica tem sido associada a maior suscep-
tibilidade as infecgoes. Em relacao as formas de Hanseniase,
Sher & Cols'' verificaram defeitos significativos na migracao,
quimiotaxia e quimiocinese em pacientes da forma Vircho-

Recebido em 02/10/95
*Centro de Ciéncias da Saude — Departamento de Patolegia Aplicada - Setor de Imunologia Clinica
Haspital Universitario regional do Norte do Parana (HURNF} - Rua: Robert Koch 60, CEP: BG038-440, Londrina, Parana, Brasil
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wiana e menocs acentuada na forma Tuberculoide, embora
Rojas-Spinosa'®, nao tenha encantrado diferengas na habili-
dade de produzir anion superoxido (Oz-) por leucocitos PMN
provenientes de pacientes Virchowianos quando compara-
dos com os de individuos normais.

Duas desordens na fungao do neutrofilo, cada uma indi-
cando uma deficiéncia especifica, ressaltam a importancia
do sistema NADPH/NADH e mieloperoxidase na morte de
microrganismos pelo PMN: a doenga granulomatosa cro-
nica da infancia (DGC}, associada a severas infecgdes re-
correntes causadas por estafilococos e microrganismos
gram-negativos, quando PMNs, apesar de fagocitarem os
microrganismos nao conseguem elimina-los, por nao ma-
nifestar “burst”respiratério; deficiencias severas de glico-
se-B-fosfato-dehidrogenase que também podem levar a
alteragées no "burst”respiratorio de PMN, apresentam
quadro semelhante 8 DGC da infancia (Wade & Mandell'®).

Vindenes & Bierknes'®, estudando, em pacientes que so-
freram extensas queimaduras, receptores de membrana, en-
contraram atividade fagocitica aumentada para C. albicans
opsonizadas com complemento e diminuida para C. albicans
opsonizadas com IgG.

Ainfluéncia de imunomoduladores sobre a atividade fago-
citica de PMN tem sido tema de estudo de varios autores. Em
1964, Wooles & Di Luzio' ja registravam a influéncia da
administracao de glucana, um polissacarideo derivado do
fungo Sacharomyces cerevisiae, sobre a resposta fagocitica
e proliferativa do sistema reticulo endotelial, com aumento da
atividade fagocitica e hiperplasia hepatica e esplénica.

A timomodulina, derivado do timo bovino, atua sobre os
PMNs “in vitra”, induzindo células mononucleares a liberar
fatores capazes de estimular a fagocitose e a morte intracelu-
lar de Staphylococcus aureus (Lantero & Cols.? ). O uso de
fator estimulador de coldnia de granuldcitos e macrofagos
(GMCSF) mostrou aumento significativo da fagocitose de
Candida albicans (Richardson & Cols.? por PMNs. Fabian &
Cols?, realizando estudo comparativo da acao de interleucina
(IL)-1, IL-3, IL-5 e Gm-CSF “in vitro”, concluiram que Gm-CSF
e IL-1 aumentam a fagocitose de C. albicans por PMN, resul-
tados concordantes com os achados de Capsone & Cols.", que
realizando tratamento de PMN com as citocinas recombinan-
tes, interferon gama (IFN-gama), rGm-CSF e fator de necrose
tumaral alfa (FTNF alfa) concluiram que os dois ultimos au-
mentam a capacidade de ligagao e a fagocitose de eritrocitos
sensibilizados com IgG, por PMNs. O TNF humano, recombi-
nante, tambeém estimula a fagocitose de virus herpes simples
(HSV) opsonizados com complemento, por PMN humano
(Van Strijp & Cols.'),

GRAFICO 1
Capacidade fagocitica de PMN provenientes de 17 amostras de
individuos normais frente a varias particulas em porcentagem
de celulas que apresentaram fagocitose

Existemn vérias maneiras para se detectar a presenga de
defeitos na fagocitose por meio de teste de avaliagao da
opsonizagao, da ingestao, da degranulagao e do metabolismo
de oxigénio do fagdcito.

Varios métodos podem ser utilizados para se verificar a
fungao microbicida do PMN. O teste mais rotineiramente
utilizado para a determinagao da capacidade oxidativa do
PMN é a medida da redugao do corante nitrobluetetrazolium
(NBT) e qguimioluminescéncia. Outros métodos podem medir
o consumo de oxigénio, a produgao de perdxido de hidrogé-
nio, a produgao de superdxido e oxidagao de glicose pelos
PMN. A presenga de mieloperoxidase pode ser detectada por
coloragao citoquimica ou por citrometria de fluxo.

Para estudo da atividade bactericida, PMN e bactérias podem
ser incubados juntos e organismos associados a células podem
ser separados dos organismos livres por centrifugacao diferen-
cial. Titulos de bactérias vivas podem ser determinados por
contagem de colonia em placas de agar. A marcagao do micro-
rganismos com iodo radioativo pode ser utilizada para ensaios
de associagao com células, como alternativa para a contagem
de colénias (Cohn?; outro método de avaliagao da fagocitose &
a determinagao espectrofotomnétrica de dleo ingerido (Stossel,
Alpes & Rosen'?) modificado pela marcagao de particulas de dleo
recobertas por lipopolissacaride (LPS) com 15, Forsgren &
Cols*. Michell & Cals’ utilizaram monocamadas celulares para
avalia¢ao do efeito de vérios agentes sobre a fagocitose de
Salmonelia tiphymurium marcado com P.

O indice fagocitico & um ensaioc microscépico simples do
numero de bacterias ingeridas por leucocitos polimorfonu-
cleares. Os resultados podem ser expressos como nimero de
bacterias ingeridas por PMN ou porcentagem de leucécitos
que ingeriram microrganismos (Wade & Mandell'8),

MATERIAL E METODO

Particulas indicadoras da fagocitose

Candida albicans: cepa 577, originada de pacientes com
candidiase mucocutanea, isolada pelo Servigo do Dr. Luis
Rodolfo Travassos, Escola Paulista de Medicina (UFSP), gen-
tilmente cedido pela Dr® lonice Felipe. O fungo foi mantido a
temperatura ambiente em agar Sabouraud dextrose. Uma
aliquota desta cultura foi assepticamente transferida para um
tubo contendo 10 ml de Sabouraud dextrose sem agar a 24°C
por 24 h. As leveduras foram obtidas por centrifugagao (2000
G por 5 min) e lavadas 3 vezes em salina tampao fosfato (PBS)
pH 7,0, fixado com glutaraldeido 1%, overnight a 4°C. Lavado
e réssuspenso o sedimento em meio RPMI, pH 7,0 contendo

GRAFICO 2
Porcentagem de PMN que fagocitaram acima
de 4 particulas por célula

E. call Microcoea 5. mlFsUa C. aibicans Zymosan
Particulas
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GRAFICO 3
Porcentagem de PMN que fagocitaram 3 particulas por célula
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GRAFICO 7
Niveis de fagocitose de PMN frente a particula Zymosan

Particulas

GRAFICO 4
Porcentagem de PMN que fagocitaram 2 particulas por célula

E_coll Mictocoes 5. suteus C, sibdcans  Iymosan

Numero de particulas fagocitadas

GRAFICO 8
Niveis de fagocitose de PMN frente a particula S. aureus

Particulas

GRAFICO 5
Porcentagem de PMN que fagocitaram 1 particula por célula

Numero de particulas fagocitadas

GRAFICO 9
Niveis de fagocitose de PMN frente a particula Micrococo

E coll  Micrecoco S sursus  C Mbieans  Tymasan

SF 1 H 3 >4

Particulas

GRAFICO 6
Niveis de fagocitose de PMN frente a particula C. albicans

Numero de particulas fagocitadas

GRAFICO 10
Niveis de fagocitose frente a particula E. coli

Numero de particulas fagocitadas
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1% de sora humano nermal inativado, tipo sangliineo AB e
acertado a concentragao para 108 céls/ml. 10 minutos antes
do uso disperso C. albicans com seringa hipodérmica para
gvitar grumaos.

Zymosan: gentilmente cedido pela Dr* lonice Felipe (UEL),
liofilizado, foi ressuspenso em meio Hanks, pH entre 7,0e 7,5,
ajustado a concentracao para 6x10 particulas/ml, adicionado
0,1 ml de soro de cobaia como fonte de complemento; incu-
bada 30 min a 37°C em banho-maria; centrifugado a 1000 G por
10 min, ressuspenso o sedimento em meio Hanks, aliquotado e
guardado a -20°C.

Staphylococcus aureus: gentilmente cedido pela Dr*
Eiko Nakagawa ltano (UEL), cepa LF (N® 84:1345 - CDC,
Atlanta), colénias foram retiradas do meio de cultura,
colocando-se salina fisiologica (SF), as bactérias lavadas
2 vezes em SF 0,85% e a concentragao acertada para
1x108 particulas/ml que correspondem a D.0.= 0,1 no
comprimento de onda de 620 nm. As amostras foram
aliquotadas e guardadas a -20°C.

Escherichia coli: cepa ATCC 25922, gentilmente cedido
pela Dr* Regina Mariuza Borsato Quesada (LAC/HURNP/UEL).
As bactérias foram lavadas 2 vezes com SF 0,85% e sua
concentragao acertada para 1x108 céls/ml, correspondendo a
D. 0.= 0,1 no comprimento de onda de 620 nm. As amostras
foram aliguotadas a -20°C.

Micrococus: gentilmente cedido pela Dr* Eiko Nakagawa
Itana (UEL). As bactérias foram lavadas 2 vezes com SF 0,85%
e sua concentragao acertada para 1x10% céls/ml, correspon-
dendo a D. 0.= 0,1 no comprimento de onda de 620 nm. As
amostras foram aliquotadas e guardadas a -20°C.

Células fagociticas: Para obtencac de PMN, amostras
de sangue de doadores do Hemocentro Regional do
HURNP foram colhidas com heparina, deixadas 4 horas
a 4°C para sedimentar as hemacias, foi recolhido o anel
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Fig. 2 - Fagocitose de Candida albicans por polimorfonucleose.
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Fig. 4 - Fagocilose de Escherichia coli por polimorfonucieose.
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de leucocitos formado sobre o sedimento, diluido com
SF 0,85% gelada na proporcao de 1:2; colocado gentil-
mente sobre Ficoll-Hypaque a densidade de 1,119, cen-
trifugado 30 min a 1250 rpm e removida a nuvem de
leucocitos formada; lavada 2 vezes com SF geladae 1vez
com meio RPMI. Ressuspendido o sedimento de leuco-
citos com meio RPMI contendo 10% de SHNi e ajustado
a concentragao para 2x10° céls./ml.

Ensaio fagocitico: Foram colocados em contato 200 ul
de meio RPMI contendo 10% de SHNi PMN na concen-
tragdo de 2x10°% céls./ml e 200 ul da solugao da respectiva
particula, na concentracao de 2x107 particulas/ml. Incu-
badas 30 min a 37°C, realizado esfregago sobre [amina e
corados com Giemsa. A leitura foi realizada ao micros-
copio dtico, obtendo-se resultados em porcentagem de
células que apresentaram fagocitose e nimero de parti-
culas fagocitadas por células.

Fig. 1 - Fagocitose de zymosan por polimorfonucleose.
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Fig. 3 - Fagocitose de micrococus por polimorfonuclesse.
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Fig. 5-Fagocitose de Staphylococcus aureus por pnlimorfonucieuse.
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RESULTADOS

A capacidade fagocitica dos PMN foi avaliada em porcen-
tagem de células que apresentaram fagocitose, frente a cada
uma das particulas utilizadas, como demonstrado no Gréafico
1. A particula que permitiu maior porcentagem de células com
fagocitose foi Zymosan (77%) seguido de C. albicans (70%),
S. aureus (59%), Micrococo (54%), e E. coli (52%).

A contagem do nimero de particulas fagocitadas por
célula, Graficos 2, 3, 4 e 5, permitiu observar maior
capacidade fagogcitica, acima de 4 particulas por células,
quando se fez uso de Zymosan (50%]).

O comportamento da capacidade fagocitica de PMN frente
a cada uma das particulas utilizadas e demonstrada nos
Graficos 6,7, 8,9 e 10.

As Figuras 1, 2, 3, 4 e 5 mostram celulas em processo
fagocitico, permitindo visualizar as particulas endocitadas.

DISCUSSAO

A resposta imune é constituida de quatro componentes
principais a resposta humoral por anticorpos; a celular,
mediada por linfocitos T; a fagocitica, principalmente por
macrofagos e PMN e a mediada pelas proteinas do sistema
complemento.

Nos casos de pacientes com infecgao de repeticao, a indi-
cacao dos testes laboratoriais para investiga¢ao da resposta
imune, é realizada de acordo com o tipo de infecgao, que &
um util instrumento na diferenciagac da imunodeficéncia
envolvida: otite média bacteriana recorrente e pneumonia sao
comuns na hipogamaglobulinemia; pacientes com deficién-
cia de imunidade celular sao susceptiveis a infecgdes fingi-
cas, virais e por protozodrios; infecgao sistémica por bacterias
oportunistas de haixa viruléncia e caracteristica da doenca
granulomatosa crdnica; outras desordens fagociticas sao as-
sociadas a infecgbes superficiais de pele ou sistémica, por
organismos piogenicos.

Portanto, um laboratério de apoio diagndstico e monitoragao
de parametros imunolégicos do paciente, deve realizar, em sua
rotina, para triagem inicial, testes laboratoriais para dosagem de
imunoglobina G(lgG), IgA e IgM; contagem de linfocitos T totais,
testes intradérmicos com antigenos infecciosos comuns; dosa-
gem de complemento total (CH50), dos componentes, C3e C4e
também com testes de verificagdo da atividade fagocitica.

Sendo o teste de atividade fagocitica, qualitativo, sofre
variagoes de resultados em diferentes amostras de sangue
periférico, havendo necessidade do uso concomitante de
controle normal para comparagao, em cada teste de paciente.
E importante a praticidade de realizagao do mesmo para uma
rotina labaoratorial, © que motivou a realizacao deste trabalho
de comparagao de resultados de fagocitose para indicacao da
particula mais adequada.

CONCLUSAO

0O uso da particula Zymosan permite maior eficacia do
ensaio fagocitico, sendo fagocitado por maior quantidade de
celulas (77%), quando comparado a fagocitose das outras
particulas: C. albicans (70%), S. aureus (69%), Micrococo
(54%) e E. coli {(52%) (Grafico 1).

Dentre as 5 particulas indicadores de fagocitose utilizadas,
o Zymosan apresentou maior nivel de fagocitose por células,
com valores de 560% de células fagociticas que fagocitaram
acima de 4 particulas (Grafico 5).

Quanto a facilidade de visualizagdo da fagocitose ao mi-
croscopio otico, as particulas mais adequadas foram a C.
albicans e 0 Zymaosan.

Os dados permitem concluir que, dentre as particulas
utilizadas neste estudo, o Zymasan constitui a particula mais

RBAC, vol. 29(1), 1997

indicada para a realizagao do ensaio fagocitico, na rotina
laboratorial.
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Atividade da acetilcolinesterase
de individuos nao expostos
a inseticidas fosforados”

Acetilcolinesterase activity of non exposed
individuals to phosphored insecticides

Zelaine L. Silva,’ Edna M. Alvarez-Leite,' André Luiz Carvalho,? Ismael M. F. Leite’& Josianne N. Silveira'

RESUMO - A atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE) tem sido utilizada no Brasil como biomarcador na
monitorizacao da exposigao ocupacional aos inseticidas organofosforados e carbamatos, conforme Portaria NR-7
do Ministério do Trabalho. Entretanto, poucos sao os dados relacionados aos valores de referéncia deste
biomarcador determinados no pais. Para suprir em parte essa deficiéncia, o presente trabalho objetiva determinar
os valores de referéncia da AChE em um grupo populacional, qual seja, individuos residentes na regiao
metropolitana de Belo Horizonte. Foi estudada uma populagao de 83 pessoas, de ambos 0s sexos, com um total
de 328 determinagoes da atividade da enzima no plasma e eritrdcitos, pelo método eletrométrico de Michel (1949).
Os valores médios de atividade enzimatica, expressos como apH/h, foram os seguintes: atividade eritrocitaria 0,81
e 0,74 (sexo masculino e feminino), atividade plasmatica 0,69 e 0,68 sexo masculino e feminino).

PALAVRAS-CHAVE - Valor de referéncia, colinesterase plasmatica, colinesterase eritocitaria, acetilcolinesterase.

SUMMARY - The AChE inhibition has been used as an organophosphorus and carbamate pesticides biomaker of
exposure in Brazil (NR-7, MT/Br). However, there are few brazilian data about reference values of this biological
indicator. The object of the study reparted here was to determine these values in individuals who live in Belo
Horizonte metropolitan area. A spectrophotometric method was validated (Michel, 1948) and applied to 83 both
sex selected individuals in order to determine AChE activity in plasma and erythrocyte. The enzimatic activity

determination expressed as A pH/h was 0.81 and 0.74 (male and female erythrocyte respectively) and 0.69 and 0.68

{male and female plasma respectively).

KEY WORDS - Reference values, plasma cholinesterase, erythrocyte cholinesterase, acetylcholinesterase.

INTRODUCAO

Estima-se que cerca de 4 a 5 milhdes de trabalhadores na
agricultura estao direta ou indiretamente expostos a pragui-
cidas e, portanto, sujeitos a intoxicacao.”*' No Brasil, a partir
de 1950, os inseticidas organofosforados tém sido utilizados
em escala crescente, principalmente nas grandes plantagées
de algodao. Os resultados obtidos do panto de vista agricola
sao bons, todavia & importante considerar o risco para a
espécie humana, frente a elevada toxicidade destes produtos.

O paration etilico, por exemplo, um dos inseticidas mais
utilizados na agricultura, possui significativa toxicidade
para os mamiferos superiores, sendo o inseticida de maior
envolvimento nos casos de intoxicagdes fatais por pragui-
cidas. 587222629 Qutros fosforados de menar risco toxico
t&m sido sintetizados e utilizados mas, por possuirem es-
truturas quimicas semelhantes, apresentam mecanismos
de agao idéntica, ou seja, inibicac da atividade da enzima
acetilcolinesterase (AChE),230.3233

A AChE & uma enzima encontrada nas sinapses do
sistema nervoso central (SNC), ao nivel da jungao neura-
muscular e nos eritrécitos, sendo responsavel pela meta-
bolizagdo do neurotransmissor acetilcolina.?®3* Uma vez
inibida a AChE, haverda um acuimulo de acetilcolina nafenda
sinaptica desencadeando o aparecimento de sintomas de-
correntes da estimulagao do sistema parassimpatico (sin-
drome muscarinica), da estimulagao dos ganglios do
sistema vegetativo e das terminagoes nervosas motoras
(sindrome nicotinica) e do acimulo da acetilcolina no SNC.
A gravidade destes sintomas depende nao so da intensida-

de da inibicao enzimatica, mas também da intensidade da
exposigao aos inseticidas fosforados.?3.24.32

A analise da atividade da acetilcalinesterase no sangue
vem sendo utilizada ha mais de trinta anos para monitori-
zagao da exposigac ocupacional a inseticidas organcofosfo-
rados e carbamatos.3.416.28

Varios estudos tém demonstrado que as determinagoes da
atividade da colinesterase eritrocitaria e plasmética devem ser
realizadas em paralelo, uma vez que podem estar inibidas
diferentemente. A colinesterase plasmatica ¢ afetada mais
rapidamente e reflete melhor a exposigao a esses inseticidas,
sendo sua determinacao bastante significativa no inicio da
exposigac por ser regenerada mais prontamente. A colines-
terase eritrocitaria, por sua vez, é afetada mais tardiamente e
reflete o estado deinibigao da enzima do SNC e por isso reflete
melhor os efeitos de uma intoxicagao.%.27.28

Alegislagao brasileira, através da NR-7 do Ministério do
Trabalho recomenda a determinagao da atividade da AChE
como biomarcador da exposigao a estes inseticidas® e
estipula como valor do indice biologico maximo permitido
(IBMP) no caso da exposigao aos inseticidas organofosfo-
rados, 30% de inibicao da atividade inicial da AChE eritro-
citaria e 50% de inibigao da atividade inicial da AChE
plasmatica. A inibicdo desta enzima, em trabalhadores
expostos diariamente, reflete o efeito acumulativo de va-
rias exposigoes, representando boa correlagao, tanto com
o nivel de exposigao quanto com os efeitos toxicos.'® Uma
vez que nem sempre € possivel estabelecer o valor da
atividade inicial da enzima, é de vital importancia conhecer
ao menos o valor de referéncia na populagdo de uma

Recebido em 03/06/96
Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas, Faculdade de Farmacia da UFMG
* Trabalho subvencianado pela Pro-Reitoria de Pesquisa da UFMG (PRPg/UFMG)

Apresentado no XXI| Congresso Brasileiro de Analises Clinicas, Recife, Novemnbra de 1995
'Profassores do Setor de Toxicologia, Depto. Andlises Clinicas e Toxicologicas, Faculdade de Farmicia, UFMG
“Balsista BIC-FAPEMIG
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determinada regiac, considerando que diversos fatores
podem influenciar na atividade dessa enzima.5782

Diferengas individuais t8m sido encontradas na atividade
enzimatica, especialmente em individuos nao expostos ocu-
pacionalmente aos inseticidas. Diversas s&o as possiveis cau-
sas dessas variagoes: estados patolégicos como cirrose,
hepatite, cancer de figado, enfarto do miocardio, anemia,
desnutri¢do, infeccoes. Também a agao de substancias qui-
micas como fluoretos, citratos, oxalatos, fenotiazinicos, anti-
bidticos, atropina, codeina, barbitdricos. Variaveis individuais
como raga, sexo e idade também podem influenciar na ativi-
dade da enzima.10.11.1213

Portanto, existe grande interesse em se obter conhecimen-
to dos valores basais da atividade da AChE em grupos popu-
lacionais brasileiros nao expostos ocupacionalmente aos
fosforados, dados esses que servirdo de subsidio para a
adequada realizacao da monitorizagao bioldgica da exposigao
ocupacional a estes inseticidas.

MATERIAIS E METODOS

Amostragem

Foram selecionados para o trabalho 83 individuos
residentes na regiao metropolitana de Belo Haorizonte,
sendo 47 do sexo feminino. Esses individuos respon-
diam, no momento da coleta da amostra biolégica, um
produto toxicolégico que objetivou a obtencao de
mais informagdes individuais. Amostras de sangue
dos individuos foram coletadas em tubos vacutainer
contendo heparina como anticoagulante. Em cada
amostra separou-se cuidadosamente, de modo a evi-
tar hemolise, o plasma das células vermelhas, sendo
entdo determinada, em duplicata, a atividade da ace-
tilcolinesterase plasmatica e eritrocitaria. No total fo-
ram realizadas 328 determinagoes analiticas.

As amostras foram analisadas no tempo zero e o
restante delas guardadas sob refrigeracédo (4°C) por 72
horas e, apos esse periodo, a atividade da enzima foi
novamente medida para avaliar a estabilidade enzima-
tica neste intervalo de tempo.

Meétodo

Embora existam citados na literatura varios traba-
lhos referentes a determinacao da atividade da
AChE,415.16.17 optou—seﬁpor utilizar o método eletromé-
trico de Michel (1949)'¢ por ser um meétodo sensivel,
de baixo custo e facil execugao, além de permitir a
realizacdo de varias amostras simultaneamente. Além
disso, este método possibilita a determinagao da ati-
vidade da colinesterase plasmatica e eritrocitaria. O
fundamento do método baseia-se na medida da pro-
dugao de acido resultante da acao da acetilcolineste-
rase sobre um substrato padrao de acetilcolina, em
meio tamponado. O acido formado em um tempo
preestabelecido sera determinado em termos da mu-
danca de pH.

RESULTADOS

Os resultados analiticos classificados em fungao do
sexo encontram-se nas Tabelas 1 e 2. Os dados analiticos
foram submetidos a tratamento estatisticos e os resulta-
dos utilizados para a obtengao da faixa de valor de
referéncia e do intervalo de incerteza conforme preconi-
zado por Minoia et al,'® todos eles apresentados na
Tabela 3. Na Figura 1 estad representado o histograma
com os valores médios das atividades da AChE plasma-
tica e eritrocitaria, para uma melhor visualizagao dos
resultados. Os dados referentes ao estudo da estabilida-
de enzimatica foram tratados estatisticamente atraves do
Teste t de Student. Os resultados de apH/h plasmatico e
eritrocitario, sexos masculino e feminino, apresentaram
T calculado <T tabelado, indicando que as diferengas das
atividades neste intervalo de tempo nao sao significati-
vas ao nivel de p<0,05.
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DISCUSSAO E CONCLUSOQES

Os valores médios da atividade de AChE no plasma - 0,69
e 0,67 - e no eritrécito — 0,74 e 0,83 -, expressos em apH/h,
respectivamente, em individuos do sexo feminino e masculi-
no na populagao estudada, apresentam-se semelhantes aos
encontrados por Michel'® — 0,70 e 0,75 apH/h no plasma e
eritrocito respectivamente. Varios outros autores tém encon-
trado valores um pouco diferentes dos encontrados por Mi-
chel,"? indicando que existe variacdes na amplitude e faixa do
valor de refer@ncia de atividade enzimatica.B81428.30.31 Pa|g fatg
de a enzima ser rapidamente inibida por inseticidas organo-
fosforados e carbamatos, é importante que se utilize um
meétodo simples e rapido para a determinagao da atividade da
enzima AChE plasmatica. Contudo, devido a variagao nos
valores de referéncia da atividade enzimatica encontrada na
literatura, torna-se dificil afirmar se a enzima est4d de fato
inibida ou avaliar seu grau de inibigao.

TABELA 1

Atividade da AChE plasmatica e eritrocitaria em amostras
obtidas de individuos do sexo feminino, expressas com apH/h*

Amostras | Plasma | Eritrocito Amostras | Plasma | Eritrocito
1 0,72 0,93 25 0,80 e
205 0aes 0,79 Tl B 0,79
3 0,68 0,79 27 0,66 0,88
4 - 0,863 0,53 28 0,76 0,63
] 058 0,70 29 0,72 0,80
6 0,70 0,68 30 0,66 089
7 0,76 0,69 31 0,75 0,80
8 0,67 0,72 32 078 0,92
8 0,70 0,59 33 0.67 0,98
10 0,68 0,69 34 0,75 o e
1 0,71 0,82 35 0,58 0,76
=12 60 i 36 061 093
13 0,84 0,67 37 0,63 0,67
14 081 0,68 38 | 089 | 082
15 0,63 0,92 39 071 0,64
16 - 062 - | 070 207 5 0B aAE L e
17 0,72 0,98 41 0,65 0,67
18 ‘0795 | 089 R Dl e
18 0,79 0,89 43 0,69 0,72
20 0.8 0,50 44 071 i
21 0,69 0,67 45 0,66 0,63
22 074 0,68 46 | 072 0,65
23 0,66 0,50 47 0,58 0,67
24 081 - 0,53 Enhi
*Analises realizadas em duplicata **Qcorréncia da hemdlise
TABELA 2

Atividade de AChE plasmatica e eritrocitaria em amostras obtidas
de individuos do sexo masculino, expressas como apH/h

Amostrss | Plasma | Eritrocito  Amostras | Plasma | Eritrocito

1 0.7 1,14 18 0,49 0,92
2 0,80 0,92 200 1077 0,94
3 Q,SS 1.24 21 0,63 el

4 072 1,04 e e 093
5 0,63 0,76 23 0,72 0,86
6 0,63 0,79 24 0,57 091
i d 0,57 ¥ 25 0,49 0,93
8 0,92 079 26 jipse i
9 0,49 0,60 27 0,81 0,71
10 o 059 28 0,83 072
1 0,56 i 29 0,76 0,77
12 0,53 09 30 0,62 086
13 0,80 0,77 KA 0,59 0,79
14 049 | o082 32 058 | o84
15 0,86 AW 33 0,64 i
16 0,48 0,84 34 073 0,70
17 0,88 0,63 35 0,59 0,77
18 : 0,60 il : L o

*Analises roalizadas em duplicata **Ocorréncia de hemalise
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De acordo com Coye (1986),*'a variagao intraindividual
da atividade da colinesterase eritrocitaria e plasmatica
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Fig. 1-Média dos valores da AChE no plasma e eritrécito de ambos
0S5 SeX0s.
TABELA 3
Estudo estatistico dos resultados analiticos referentes
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é--_s_axo_fsmini&o i Sexo masculino
0 plasma  eritrécito plasma l_:rhréqito
X 0,69 0,74 0.67 0,83
BEMT R e LT ILE el T
DP 0,073 0,13 0,13
FE | 046-084 0,50-0,98 0,49-0,92 - 059-124
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i T L T o
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Recomendacoes para coleta, transporte e
armazenamento de sangue total,
para determinacoes simultaneas de pH,
gases arteriais e eletrélitos’

Recommendations on whole blood sampling, transport, and storage for
simultaneous determination of pH, blood gases, and electrolytes

R.W. Burnett, A.K. Covington, N. Fogh-Andersen, W.R. Kilpman, A.H.J. Mass, O. Miller-Plathe,
0. Siggaard-Andersen, A.L. Van Kessel, P.D. Wimberley & W.G. Zijistra

RESUMO — As variavels pré-analiticas: coleta, transporte e armazenamento, podem contribuir significantemente para a imprecisao dos valores
de pH, gasometria e eletrolitos. A International Federation of Clinical Chemistry (IFCC), através de seus Comités em pH, Gases Arteriais e
Eletrdlitos, tem publicado recomendacdes especificas com o intuito de minimizar os efeitos indesejaveis das varidveis pré-analiticas. Estes
Comités se basearam nas experiéncias de seus proprios membros, como também em artigos publicados por outros. Especificamente, os
Comités tém incluido rotinas e sugestoes confeccionadas pelos: IFCC Working Group on Selective Electrodes (WGSE), National Committee
on Clinical Laboratory Standards (NCCLS), Electrolyte/Blood Gas Division of the American Association for Clinical Chemistry (AACC). Este
artigo ira familiarizar o leitor com os efeitos de diferentes tipos de frascos e anticoagulantes. Também serao discutidos aspectos importantes
dos procedimentos de coleta, incluindo o estado do paciente e as precaugdes especiais a serem tomadas quando utilizam-se catéteres ou
canulas para a coleta. Serao vistos tambem as diferentes normas para o armazenamento e transporte das amostras, para as analises
gasométrica e eletrolitica,

PALAVRAS-CHAVE - Sangue; pH; gases arteriais; eletrolitos; coleta; transporte e armazenamento.

SUMMARY - Pre-analytical variables, e.g.. specimen collection, transport, and storage, can contribute significantly to inaccurate pH, blood
gas, and electrolyte values. The International Federation of Clinical Chemistry (IFCC), through its Committee on pH, Blood Gases and
Electrolytes, has developed specific recommendations to minimize the undesirable effects of pre-analytical variables. The Committee has
drawn upon the experiances of its own members as well as published data by othars. Specifically, the Committee has included pertinent
guidelines and suggestions by the IFCC Working Group on Selective Electrodes (WGSE), the National Committee on Clinical Laboratory
Standards (NCCLS), and the Electrolyte/Blood Gas Division of the American Association for Clinical Chemistry (AACC). This paper will familiarize
the reader with the effect of different types of specimen containers and anticoagulants. It discusses important aspects of specimen collection
procedures including patient status and special precautions during specimen collection from indwelling catheters or cannulae. The paper also
identifies different requirements in storage and transport of specimens for blood gas and electrolyte analysis.

KEY WORDS - Blood: gas; pH: electrolytes; collection; transport and storage.

TOPICOS 1 INTRODUCAO
1 Introdugao esenvolvimentos técnicos recentes t&m tornado possivel
2 Frascos . determinar valores de gases arteriais, pH, eletrélitos, sa-
%:; EZiﬁgi gg ;'lg;?im turagao de oxigénio, derivados da hemoglobina e o hemats-
2.3 Recomendacoes praticas crito, diretamente de uma unica amostra sanguinea.
3 Anticoagulantes Cada um _destes valores € importante para o controle das
3.1 Interferéncias causadas pela heparina fungoes vitais do organismo e para a supervisao terapéutica
3.2 Concentragdes adequadas de heparina em situagoes criticas. Devido a rapidez com que estes valores
3.3 Efeitos da diluigao mudam, os resultados devem estar disponiveis no menor
A Coleta das amostras prazo possivel. Este objetivo pode ser alcangado por determi-
4.1 Estado do paciente = . . =
42 Normas gerais para a coleta nagoes sam_ult_"arleas em sangue total, sem centrifugacao ou
43  Coleta de sangue com seringa etapas de diluicao.
4.3.1 Tipos de amostras Nos procedimentos pré-analiticos, os resultados podem
4.3.2 Procedimentos de coleta ) ser alterados principalmente pelo(a):
4.4 Coleta de sangue por tubos caplia'res e tipo de frasco;
4.4.1 Coleta de sangue por micro-pungaoc cutanea % :
0D  Biseadonartas s solaes * preparacao dos anticoagulantes dos frascos (tanto pelos
5 Armazenamento e transporte efeitos anticoagulantes propriamente ditos como pelas
5.1 Alteragoes durante o armazenamento e transporte diluigoes);
5.1.1 Metabo_iismu Qas célula§ sangijineqs_, ® técnica de coleta das amostras;
g: }g E':;‘Z";g%‘;gg;gg: das células sangiineas * armazenamento e transporte das amostras.
5.2 Procedimentos recomendados para armazenamento O objetivo deste artigo é recomendar métodos de coleta e
6 Homogeneizacio da amostra antes da dosagem armazenamento apropriados para gases, pH e eletrdlitos (K*,
7 Referéncias Na*, Ca* atual, Ch)', além de permitir que sejam determinadas

* Tradugao da Fernando de Carvalho Corréa, supervisionado e revisado por José Abol Corréa
Federagio Internacional de Quimica Clinica-FCC - Divisao Cientifica,
Comité em pH, gases arteriais e eletrdlitos
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as concentracoes da hemoglobina total ou do hematderito, e
de derivados da hemoglobina; que sao frequentemente ana-
lisados em conjunto com a gasometria.

2 FRASCOS

O sangue é coletado tanto em seringas como também em
tubos capilares. Os frascos utilizados podem ser feitos de
vidro ou plastico.

2.1 - Frascos de vidro

O vidro pode ser considerado um material impermeavel
aos gases. Assim sendo, as seringas de vidro etubos capilares
sao (teis na coleta, armazenamento e transporte de amostras
para as analises gasométrica e eletrolitica. Uma seringa de
vidro bem vedada e com um émbolo bem ajustado pode ser
considerada gas-impermedavel por no minimo 2 (duas) horas.
O mesmo pode ser estabelecido para os tubos capilares de
vidro.?

2.2 Frascos de plastico

Os frascos de plastico, sendo permedveis aos gases, nao
podem ser considerados como perfeitamente gas-impermea-
veis.?5 Isto pode causar um desvio dos valores originais de
pO: e de pCO2 em diregao aos encontrados nas imediagoes
do frasco.>7 O grau deste desvio é dependente do material e
do tipo da seringa (espessura da parede, relacao superfi-
cie/volume, ajuste do @mbolo e da vedagao).

A pO3 pode se deslocar em diferentes direcoes, depend-
endo do gradiente entre a pOz sangliinea e o da atmos-
férica. Quando analisam-se amostras sangliineas em
seringas de plastico colocadas em agua com gelo, en-
contra-se, experimentalmente, que os valares originais
da pO2 em torno de 12 kPa (8BmmHg) se elevam, apos
45 minutos, de 0, 13-1, 20 kPa {1-9mmHg); sendo que a
maicria das alteragoes, ocorre, principalmente, nos pri-
meiros 20 minutos.®? Nao ocorrem alteragdes significa-
tivas nos valores da pCOz nos primeiros 30 minutos de
armazenamento em agua com gelo.58

2.3 Recomendacoes praticas

Seringas plasticas com @mbolos bem ajustados e correta-
mente vedadas sao de utilidade para determinagdes do equi-
librio acido-basico (pH, pCO2, bicarbanato, excesso de base)
e eletrdlitos {sodio, potassio, cloro, calcio ionizado) quando o
tempo de estocagem nao for maior do que 30 minutos. Estas
seringas, para determinagoes de pO:z e saturagdc de Og,
somente podem ser usadas se a dosagem for executada no
maximo dentro de 15 minutos. Acima deste tempo, os resul-
tados sairdo errados. O tamanho do erro pode ser determina-
do antes da dosagem. Se sa@o esperados valores de pO2
maiores que 27 kPa (200mmHg), recomenda-se o uso de
seringas de vidro.

3 ANTICOAGULANTES

O anticoagulante recomendado para as determinagoes de
gasometria e eletrolitos é a heparina. Os sais de sodio e litio
podem ser utilizados mas, para que nao ocorra uma variabi-
lidade nas medigoes dos eletrdlitos, precaugdes adicionais
devem ser tomadas.

3.1 Interferéncias causadas pela heparina

As seguintes alteragoes ocorrem guando se misturam
heparina sodica seca com uma amaostra sangliinea:

a) Aumento da concentragao de sodio. Até uma concentra-
cao de 15 Ul de heparina sddica por mililitro de sangue nao
ocorrem modificagées detectaveis nos valores de sédio.™
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Concentrages maiores alteram os valores de sédio, a nao ser
que se use o sal heparinato de litio como agente anticoagu-
lante.

b} Diminuicao do pH, bicarbonato e excesso de base.
Até uma concentra¢ao de 50 Ul de heparina sddica por
mililitro de sangue estes efeitos s&o insignificantes. Au-
mentos de 100 Ul de heparina por mililitro irao causar as
seguintes alteragges:'112

pH 0 até - 0,004
cHCOz 0 até - 0,3mmol/L
BE 0 até - 0,3mmol/L

c) Decréscimo do calcio ionizado. O calcio ionizado &
ligado a heparina por quelagao. Até 4 Ul de heparinato
por mililitro de sangue a diminuigcdo & menor que
0,01mmol/L. J& aumentos de 100 Ul de heparinato por
mililitro de sangue causam uma queda dos valores de
aproximadamente 0,13mmol/L."3

3.2 Concentragoes adequadas de heparina

Devido as interferéncias nos resultados citados no tépico
anterior, a concentragao de heparina deve ser mantida a
menor possivel. Na pratica, freglientermente observamos seu
uso em concentragoes muito maiores que a necessaria para
uma anticoagulagao adequada.’*® A quantidade ideal depen-
de de:

a) Sea heparina for seca ou liquida. Devido ac maiortempo
necessario para que a heparina seca se dissolva e se distribua
na amostra, logo exercendo sua agao, a quantidade desta
deve ser maior do gue se ela fosse liquida.

b) Se os frascos sao de plastico ou vidro. Os frascos de
vidro requerem uma quantidade maior de heparina para
compensar o fato de que os fatores de coagulagao e plaguetas
sao ativados mais rapidamente neste tipo de superficie.”®

As concentragoes recomendadas de heparina sao as se-
guintes:

Frasco Tipo [Heparina]
conc. no sangue
Vidro Heparina seca 40-60 Ul/mL
Vidro Heparina liquida 8-12 Ul/mL
Plastico Heparina seca 12-50 Ul/mL*
Plastico  Heparina liquida 4-6 Ul/mL

Se sao utilizadas nas amostras concentragées maiores que
15 Ul/mL, o uso de heparinato de litio-calcio titulado é reco-
mendado para compensar a quelacao do calcio e para possi-
veis elevagoes nos valores de sodio.'? Se a heparina seca é
usada, deve-se ter certeza que, no preparo da amostra, esta
esteja completamente dissolvida e distribuida rapidamente
através da amostra.

3.3 Efeitos da diluicao

Se for utilizada a heparina liquida, a amostra ficara diluida.
As concentracgoes de eletrdlitos, bicarbonato, CO3, hemoglo-
bina e outros elementos estardo diminuidas. A pOz e a s03,
na maioria dos casos, estarao aumentadas, porque a pOz da
solugdo de heparina utilizada se encontra em torno de 150
mmHg. Como medida para diminuir os possiveis desvios, o
espago morto da seringa nunca deve exceder 5% do volume
sanguineo a ser colhido.

Os efeitos de umadiluigao de 5% nos valores gasométricos
e parametros acido-basicos sao, de forma pratica, tolera-
veis."""%Para um sangue arterial "normal”, as variagoes apro-
ximadas podem ser calculadas como se segue:

* A quantidade de heparina necessaria é totalmente dependente de comao
a heparina e distribuida na amostra.
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pH 0

pCOz -0,27 kPa (- 2,0 mmHg)
cHCOz e BE - 1,2 mmol/L

pO2 +0,53 kPa (+4,0 mmHg )

Devido a diluicdo da amostra, predominantemente
aplicada a fase plasmatica, resulta uma diluigao de 5%
nos eletrolitos, portanto, é significante, especialmente
para a concentragdo de Na e Ca ionizado, ja que seus
valores de referéncia sao de uma faixa bastante estreita.
Entao, para medigbes simultaneas de gases e eletroli-
tos, é recomendado a utilizagao de uma solugao de he-
parina respeitando as concentragoes mostradas no
topico 3.2., e que adicionalmente compense o efeito da
diluicao nos eletrolitos.

As sequintes faixas de concentragoes sao recomendadas
para as amostras com heparina liquida:

Sadio 120,0 - 150,0 mmol/L
Potassio 3,6-4,56 mmol/L
Calcio ionizado 1,2 - 1,4 mmol/L
Cloreto 100,0 - 130,0 mmol/L

A solugao nao pode conter nenhum &nion ligavel ao calcio
(ex.: bicarbonato, fosfato, sulfato). Nao ha, no sangue, célcio
ligado detectavel pelo formiato acima de 40mmol/L. Logo, o
formiato pode ser utilizado com a finalidade de compor solu-
goes de heparina "eletroliticamente balanceadas".’? O pH de
uma solugdo de heparina deve ser de 6,0-8,0.

4 COLETA DAS AMOSTRAS

4.1 Estado do paciente

Para a realizagdo da gasometria arterial, o paciente
deve encontrar-se em seu estado basal de ventilagao
antes e durante a coleta do sangue; logo estando em
respiracao espontanea e em repouso por 15 {quinze)
minutos. Os ajustes ventilatérios em pacientes submeti-
dos a respiracao artificial devem permanecer inaltera-
dos, se possivel, por um periodo de 30 minutos antes da
coleta do sangue. O mesmo se aplica para pacientes
recebendo suplementagao com oxigénio.

A dor e a ansiedade devemn ser minimizadas, ja que ©
procedimento de pungao pode influenciar o estado basal
respiratorio do paciente. Se houver necessidade, os anestési-
cos locais devem ser utilizados.

4.2 Normas gerais para a coleta

Para a gasometria e analise de eletrélitos, o sangue deve
ser coletado a partir de seringas ou de tubos capilares. Inde-
pendente da maneira de coletar, as seguintes exigéncias
dever ser cumpridas plenamente:

a) O sangue deve ser retirado e manipulado sem
entrar em contato com o ar ("anaerobicamente”), para
manter as tensdes gasosas, a saturagao de oxigénio, pH
e a concentracao de calcio ionizado inalterados.

b) As amostras devem ser imediatamente anticoagulaveis,
com a finalidade de evitar a formagao de coagulos gue pos-
sam obstruir os instrumentos de analise. Os danos as células
(hemalise) devem ser evitados o maximo possivel, ja que
podem ocasionar um aumento do potassio e diminuigao do
calcio ionizado.!18

c) Se catéteres ou canulas sao utilizadas para coleta, deve-
se estar certo que outras solugées tenham sido retiradas
completamente da luz do sistema. Para resolver este proble-
ma procede-se retirando, anteriormente a coleta da amostra,
um volume de sangue trés vezes o equivalente do "espago
morta" do cateter.'
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4.3 Coleta de sangue com seringa

0O sangue pode ser coletado com seringa tanto pelo siste-
ma arterial como pelo venoso.

4.3.1 - Tipo de amostras: Uma amostra obtida a partir de
sangue arterial pode refletir como estao as fun¢oes de trocas
gasosas pulmonares e o equilibrio acido-basico corporal;
podendo também ser (til para a determinacao de eletrolitos,
hemoglobina e hematdcrito. Os sitios preferenciais para co-
leta de sangue arterial no corpo sao as artérias radial, bra-
quial e femural. Artérias do couro cabeludo de criancgas,
visiveis a olho nu, assim como a cateterizagcao da artéria
umbilical na neonatologia, podem servir como locais de
retirada do sangue arterial.

Quando houver a necessidade de coletas repetidas, reco-
menda-se a canulagao arterial. As gasometrias do sangue
venoso-misto, de amostras preferencialmente obtidas na
artéria pulmonar, sao Uteis para a analise da extragao do
oxigénio arterial, assim como sua captagao pelo organismo.
Para isto sdo importantes as determinagoes de pOz do san-
gue venoso misto e a diferenca artério-venosa da concentra-
¢éo de oxigénio, ou seja, a cOz(a) - cOz(v).

Previamente a coleta do sangue venoso-misto, retira-se o
fluido de infusao residual do interior do cateter. E importante
também gue este nao esteja na posigao “wedge" e que a
amostra sanglinea seja retirada lentamente {(aproximada-
mente 1Tml acada 5segundaos), para que nao haja uma sucgao
de sangue oxigenado dos capilares pulmonares.

Quando houver necessidade de se calcular o "shunt”, deve-
se colher sangue também do sistema arterial e venoso. O
sangue venoso periférico, como o colhido na veia cubital, nao
deve ser utilizado para a medicao da pOz e sOz porgue os
resultados nao sao representativos para o corpo como um
todo, s6 devendo ser usado para determinagoes de eletralitos,
bicarbonato, excesso de base, hemoglobina e hematocrito.

Para as determinagoes do calcio ionizado, bicarbonato e
excessao de base torna-se necessario que a amostra de sangue
venoso seja colhida anaerobicamente. O uso de torniquete
nao pode exceder o periodo maximo de 2 minutos, e a
atividade muscular em excesso deve ser evitada.

4.3.2 Procedimentos de coleta: Para preencher o espaco
morto da seringa com heparina, 0,3-0,6 mL da solugao anti-
coagulante é aspirada de forma que lubrifique a totalidade da
parede interna. A agulha utilizada para a aspiragao & subtitui-
da pela canula de pungao. Com a agulha virada para cima o
ar é expelido e, em seguida, invertendo a seringa, 0 excesso
de anticoagulante é retirado. E recomendado que o volume
de sangue coletado seja, no minimo, 20 vezes o do espago
morto.

A técnica e os riscos da pungao arterial sao descritos em
varios livros-texto de anestesiologia, terapia intensiva e pneu-
mologia. Uma rotina aprovada tém sido publicada pela
NCCLS.® Imediatamente apds a coleta, a amostra € checada
para a presenga de bolhas de ar, as quais tém de ser expelidas
imediatamente.?®?? A agulha € substituida por uma tampa
bem ajustada. E impartante que a agulha desprezada tenha
destino seguro. Para garantir que o anticoagulante se distri-
bua adequadamente pela amostra, a seringa € invertida por
5 vezes e rodada entre as palmas das maos por 5 segundos,
antes da analise ou armazenamento em agua com gelo. As
amostras devemn ser apropriadamente identificadas com os
seguintes dados: nome do paciente, data, hora da coleta, sitio
de pungao e tipo de amostra.

Recentemente, tém sido confeccionados tipos de seringas
plasticas com heparina seca ou liquida, que sdo preenchidas
pela pressao arterial e que t8m saidas para o ar localizadas no
&mbolo ou ao lado dele. As instrugbes do fabricante, assim
como as recomendagdes contidas neste artigo acerca de
seringas plasticas, devem ser seguidas (veja o topico 2.2).
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4.4 Coleta de sangue com tubos capilares

Os tubos capilares heparinizados s&o normalmente utiliza-
dos para coleta de sangue via pungao cuténea. Tal procedi-
mento é rotineiramente realizado em neonatos e criangas
pré-escolares, podendo também ser aplicado em adultos
(pacientes ambulatoriais, medicina esportiva, medicina in-
dustrial).

4.4.1 Coleta de sangue por micropungdo cutanea: O san-
gue pode ser colhido nas regides plantar, mais especificamen-
te nas bordas lateral ou medial proximas ao calcaneo; palmar,
nas extremidades distais dos dedos; ou no lébulo da orelha.
Ao contrario do arterial, o sangue originado desta modalidade
de coleta é uma mistura de sangue arterial, venular, de capi-
lares e de pequenas quantidades de liquidos intersticial e
intracelular. Por causa da pressao arterial, a proporgao de
sangue arteriolar e da porgao arterial dos capilares é maior.

Para a andlise gasométrica e eletrolitica, pretende-se que
haja uma grande similaridade com o sangue arterial. Entre-
tanto, para que isto ocorra, tem de haver um aumento signi-
ficativo da proporgao de sangue arterial ("arterializagao”) e
evitar que qualquer pressao no tecido adjacente proporcione
um aumento do sangue venoso e fluido intersticial na amostra
(veja o tépico 4.4.2).

Existe uma 6tima correlagao entre o sangue capilar "arte-
rializado" com o arterial quando se analisam a pCOz e 0 pH.2®
Ao contrario, 0 mesmo nao acontece com a pOz, devido a
grande diferenca de proporgtes de sangue venoso nas amos-
tras.?* Os resultados do calcio ionizado sao semelhantes.?

Freguentemente ocorre uma variacao positiva das con-
centragdes de potassio?®, que é conseqiéncia da sua libe-
ragao intracelular (que se torna exacerbada quando se faz
a compresséo do tecido ou gquando se mistura vigorosa-
mente a amostra no tubo capilar). E digno de nota que os
neonatos podem possuir um aumento da fragilidade eritro-
citaria e dos valores do hematderito.

4.4.2 Procedimento de coleta: Os locais exatos, a técnica e
os riscos da pungéo cutdnea sao descritos em vérios livros e
em manuais especiais.?7<8

A arterializacdo é conseguida aquecendo-se a pele da
seguinte forma: o local da pungdo e suas redondezas sao
recobertos por uma toalha quente e umida, a uma tempera-
tura de 39°a 42°C durante 3 minutos ou, se apropriado, em
imersao a temperatura de 42°C. Apas a limpeza do local com
liquido antisséptico neutro, o mesmo é puncionado com um
estilete, ficando o corte com 3-4mm de extensao no a-dulto,
ou 2,4mm para criangas acima de 3 meses.?

A primeira gota & removida. O sangue deve sair sem
nenhuma compressac até formar uma gota de 3-4mm de
didmetro. Posicionando-se a ponta do tubo capilar profunda-
mente na gota e mantendo-0 na posigac horizontal ou ligei-
ramente inclinado para baixo, este é completamente
preenchido. A extremidade que estava préxima a gota &,
entao, totalmente selada com uma tampa plastica. Em segui-
da, no lado oposto, insere-se uma barra de metal para mistu-
rar o anticoagulante com o sangue ("flea"), fechando-o logo
apos. O sangue é misturado com a heparina, movimentando-
se a barra com um ima, de lado a lado, por 5 vezes.

5 ARMAZENAMENTO E TRANSPORTE

5.1 Alteracoes durante o armazenamento e transporte

As amostras para as analises gasomeétrica e eletrolitica
estao, durante o transporte e armazenamento, sujeitas as
alteragoes descritas a seguir.

5.1.1 Metabolismo das células sanguineas: A glicolise, que
ocorre quase exclusivamente nas hemacias, provoca a forma-
¢ao de acido lactico e desvios no pH, cHCOj3 - e excesso de
base até o nivel de acidose metabdlica. O consumo de oxigé-
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nio pelos leucdcitos e plaquetas diminui a pOz e aumenta a
pCO2. AquedadapOz éacelerada se a pOz original daamostra
for elevada.®

Se uma amostra é mantida sob a temperatura ambiente
por 30 minutos, as seguintes alterages se processarao:!?

pH - 0,021 +0,008
pCO; +0,86 +1,02 mmHg
+0,11 +0,14 kPa

cHCOzx - 0,44 £0,50 mmol/L

Excesso de base - 0,77 £0,41 mmol/L

pO:2 (faixa normal) - 75 +3,7% do valor original
(60-120 mmHg ou
8,0-16,0 kPa )

pO; (faixa alta) -30,1 = 2.9% do valor criginal
(140-200 mmHg ou

18,7-26,7 kPa))

Estes dados foram apurados a partir de pacientes
gravemente doentes, internados em unidades de terapia
intensiva.'?Em pacientes sem anemia ou leucocitose, as
redugoes de pO; sao menores do que usualmente encon-
tradas.3 Os processos metabdlicos sdo minimizados
quando se esfria a amostra, procedimento necessario se
a analise for demorar 15 minutos apds a coleta. O mate-
rial € colocado em um recipiente com uma mistura de
agua com gelo. O gelo em cubos grandes nao esfria
adequadamente, e a amostra deve ficar completamente
submersa.

5.1.2 Liberagao de ions das células sangliineas: A estoca-
gem prolongada, a vibragao durante o transporte da amostra,
a fragilidade extrema das hemacias e a trombocitose severa
sao fatores que aumentam as concentragoes de potassio e
fosfato e diminuem a de célcio ionizado no plasma. Durante
a primeira hora de estocagem em agua com gelo, a média de
aumento da concentragdo plasmatica de potassio é de 0,1
mmol/L 231

5.1.3 Escape dos gases: Como mencionado no topico 2.2,
frascos feitos de material plastico ndo sao impermeaveis acs
gases; entao as alteragdes de pO; se tornam detectaveis em
alguns minutos. Frascos e tubos capilares de vidro sao gas-
impermeaveis por varias horas.®?

5.2 Procedimentos recomendados para o armazenamento

Se uma amostra sangiiinea for colocada em um frasco de
vidro (seringa ou tubo capilar) bem vedado e esfriado em
dgua com gelo, este pode ser armazenado por 2 horas para
poderem ser mensurados o pH, gases, saturagao de oxigénio,
hemoglobina, hematdcrito e célcio ionizado. Se a dosagem
de potassio for incluida, o tempo de estocagem nao pode
exceder 1 hora.

Se sao incluidas as medigées de pOz e sOz, o sangue
coletado em seringas plasticas nac deve sercolocado no gelo,
mas posicionado em temperatura ambiente e analisado den-
tro de 15 minutos. Entretanto, nestas condigées, pode ocorrer
erros pré-analiticos adicionais quando ha extrema leucocitose
(>50/nL), trombocitose (>600/nL} ou anemia {Hb <75g/L}. No
caso de severa anemia, a capacidade da hemoglobina de
“tamponar” o influxo enddégeno de oxigénio é reduzida. A
analise imediata é a preferida quando a histéria do paciente
nao & conhecida.

A amaostra sangtinea que presumivelmente possua uma
pO2 maior que 200mmHg (27kPa) deve ser coletada em serin-
gas de videro e analisadas o mais rapidamente possivel.

Se somente as analises do equilibrio dcido-basico e eletro-
litos sao desejadas, a amostra pode ser armazenada em agua
com gelo por 30 minutos.
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Para a dosagem somente os eletrolitos, a amostra nao
pode ser armazenada por mais de 1 hora a fim de evitar a
liberagao excessiva de potassio das hemacias. Se o calcio
ionizado estd incluido para analise, a amostra deve ser esfria-
daa4°C.

6 HOMOGENEIZAGAO PARA A MEDICAO

Apos qualquer periodo de armazenamento, a homogenei-
zagao da amostra antes de ser analisada se faz necessaria,
especialmente se as determinacgoes de hemoglobina, hema-
tdcrito e concentragoes de oxigénio sao requeridas. As amos-
tras contidas em tubos capilares sao homogeneizadas
movimentando-se a barra de metal (*flea") por 5-10 minutos
antes da analise. As amostras que estap em seringas de
plastico ou vidro devem ser invertidas por 10 vezes e rodadas
horizontalmente por 10 segundos.

A homogeneizagac do sangue em seringas pode ser faci-
litada se usado um misturador de metal (espessura de Tmm),
o qual é de certa forma menor em didmetro do que a parte
interna da seringa. A chapa ¢ introduzida dentro da seringa
antes do preenchimento do espago-morto com a heparina.
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Artigo de revisao

Infeccoes parasitarias e o hospedeiro
imunocomprometido: diagnostico
laboratorial das enteroparasitoses

Parasitic infections and the compromised host:
laboratory diagnostic of intestinal parasites

Geraldo Attilio de Carli’, Paulo Jaconi Saraiva’ & Roberto M. Silveira Issler?

RESUMO - Neste artigo sao revisados os diferentes parasitas que podem causar doencgas infecciosas
nos hospedeiros imunocomprometidos, Sao descritos, também, os procedimentos e o diagndstico

laboratorial destes organismos.

PALAVRAS-CHAVE — Hospedeiro imunocomprometido, enteroparasitas, diagnastico de laboratario.

SUMMARY - In this article we review the parasitic organisms that tend to cause parasitic infections

in the compromised host.

KEY WORDS - Compromised host, intestinal parasites, laboratory diagnosis.

homem possui mecanismos efetivos de defesa que o

protegem contra as doengas causadas pelos invasores
estranhos. As infecgdes produzidas por varios agentes etio-
Iogicos estimulam os mecanismos imunoldgicos de defesa
e a resposta depende basicamente da indentidade e tipo de
antigeno.

Trés importantes sistemas atuam como elementos de
defesa do hospedeiro: fatores naturais cu de superficie,
sistema celular e sistena humoral. As barreiras naturais,
tanto fisicas como biogquimicas, sao fundamentais paraque
haja agao ativa das imunidades celular e humoral, tanto a
inata (nao especifica) quanto a adaptativa (especifica). O
sistema celular é primordial e tanto os elementos da linha-
gem mieldide {neutrofilos, macrofagos), que constituem a
resposta imunolégica inata quanto os componentes da
linhagem linféide (linfocitos T e B ), responsaveis pela respos-
ta adaptativa, desenvolvem componentes efetores, produzin-
do citocinas e anticorpos com a fungao dinamica de regular a
resposta imune e eliminar os agenies invasores.

Nas imunodeficiéncias, quer sejam congénitas ou ad-
quiridas, a susceptibilidade as infec¢bes aumenta e os
pacientes passam a ser enquadrados em duas categorias:
aqueles com defeito na produgao de proteinas plasmaticas
{imunoglobulinas, complemento) e que conseqglientemen-
te diminuem a capacidade das celulas do sistema inato
{macrofagos, neutréfilos), facilitando o desenvolvimento
de infecgOes bacterianas e, por outro lado, os pacientes
com deficiéncias em nivel de imunidade celular adaptativa
(linfécitos), que sao aqueles que desenvalvem infecgdes
por fungos, virus e parasitas, cosmopolitas no ambiente e
que geram as conhecidas doengas oportunistas. Estes pa-
cientes estao sendo hoje encontrados com maior frequén-
cia nas clinicas médicas e o seu diagndstico e tratamento
& problema em ascensao.

Avaliando este contexto, os individuos imunocompro-
metidos, em especial os pacientes com AIDS/SIDA, sao
altamente susceptiveis a infeccOes por organismos nado viru-

lentos ou de baixa insidiosidade. Nestes pacientes, as pa-
rasitoses intestinais costumam ocorrer concomitantemen-
te com outras infecgées causadas por fungos, virus e
bactérias.

Pessoas imunodeficientes, ao serem infectadas por al-
guns organismos como Entamoeba histolytica, Giardia
lamblia, Cryptosporidium parvum, Isospora belli, Cyclos-
poracayetanensis, Microsporideos (Enterocytozoon bienu-
si, Encephalytozoon (Septatal intestinalis) e Strongyloides
stercoralis, apresentam quadro clinico diferente com os
individuos imunocompetentes.

O diagnéstico laboratorial é outro fator importante na
avaliagdo do paciente e as varias metodologias hoje dispo-
niveis permitem nao apenas a definigdo do agente infeccio-
so, como a possibilidade de avaliacao da resposta do
individuo no aspecto imunologico e a evolugao do mesmo
referente a utilizagdo de agentes terapéuticos.

Entamoeba histolytica

A amebose apresenta-se sob as formas de disenteria,
colite amebiana e ameboma.

A disenteria amebiana manifesta-se por diarréia aguda
com ulceragoes na mucosa do célon. Os sintomas incluem
colicas, dores na parte inferior do abdémen e, nos casos
mais graves, diarréia mucosa e sanguinolenta.

As formas cronicas da colite amebiana produzem sintomas
semelhantes agueles da colite ulcerativa ou outras formas de
doenga inflamatéria do intestino, ocorrendo por longos perio-
dos e apresentando diarréia, algumas vezes sanguinolenta.

Ameboma, a mais freqiiente das complicagoes do tipo
cronico, é constituido por tecido granulomatoso firme, em
resposta a infecgdo amebiana, resultando em uma lesao
local do intestino, que pode ser confundida com outras
condigoes patologicas.

Abscessos amebianos ocorrem no figado e, ocasional-
mente, nos pulmdes, cérebro e em outros orgaos.

Recebido em 10/02/96
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Os trofozoitas da E. gingivalis podem causar confusao
no diagndstico dos abscessos pulmonares amebianos,
pois podem ser encontrados no exame morfolégico do
material pulmonar. Apesar de esta ameba ser isolada em
pacientes com piorréia alveolar, ela continua sendo consi-
derada nao patogénica,®®™

Diagnéstico de Laboratério "
Amebose Intestinal
Estagios detectados: Trofozoitas e cistos (Fig. 1).

1. Amostra: Fezes.
Exames: Pesquisa de parasitas. Exames apds concentra-
gao e esfregago permanente corado (hematoxilina férrica
ou tricromio).
Resultado: Trofozoitas e cistos.

Exames: Detecgao direta (EIE).
Resultados: |dentificagdo de antigeno.

2. Amostra: Sigmoidoscopia, biopsia ou raspagem.
Exames: Esfregago permanente corado (hematoxilia fér-
rica ou tricrémio) e coloragao histolégica de rotina (he-
matoxilina easina, HE).

como o agente etiologico de numerosos surtos epidémicos,
devido & contaminagao da agua. A giardose € mais prevalente
entre as criangas do que entre os adultos, sendo endémica em
muitos paises. As infecgoes sao tambeém freqlientes em cen-
tros de lazer e entre campistas e homossexuais masculinos
(via anal-oral). O homem adquire a giardose pela ingestéo de
cistos contidos em agua ou alimentos contaminados.

A localizagao mais comum da G. lamblia é nas criptas do
duodeno e dojejuno. Os trofozoitas invadem o intestino delgado
superior, sem, entretanto, penetrar nos tecidos. O periodo de
incubacao varia entre 5 dias e varias semanas, com uma média
de aproximadamente 9 dias. A infecgao pode causar uma varie-
dade de sinais e sintomas, entre 0s quais nauseas, colicas e, com
frequéncia, evacuagoes liquidas ou pastosas, malcheirosas, de
coloragdo clara ou acinzentada. O estagio clinico agudo da
giardose pode evoluir para formas subagudas ou cronicas, que
se manifestam, com freqliéncia, por nauseas, anorexia, vomitos,
distensao e desconforto abdominal, flatuléncia, lassidac e perda
de peso, além de diarréia intermitente, de curta duragao 891212

Diagnéstico de Laboratério” "'

Estagios detectados: Trofozoitas e cistos (Fig.1)

Resultados: Trofozoitas.

3. Amostra: Soro.
Exames: Testes sorologicos (HA, IFl, CIE, ID, EIE}.
Resultados: Os testes soroldgicos nao sao reco-
mendados para a doenca intestinal. Os resultados
podem ser negativos, ou apresentar titulos baixos
indicando exposicao presente ou passada.

4. Procedimento: Estudo radioldgico (bario).
Resultados: Anormalidades intestinais (pode tam-
bém ser normal).

Amebose Extra - Intestinal
Estagios detectados: Trofozoitas (Fig.1).

1. Amostra: Fezes.
Exames: Pesquisas de parasitas. Exame apos con-
centracdo e esfregaco permanente corado (hema-
toxilina férrica ou tricrémio)
Resulrados: Os organismos (trofozoitas) nao sao
encontrados em aproximadamente 50% dos casos.

2. Amostra: Sigmoidoscopia, biopsia ou raspagem.
Exames: Esfregago permanente corado (hematoxi-
lia férrica ou tricrémio) e coloragao histolégica de
rotina (HE).

Resultados: Os organismos (trofozoitas) nac sao
encontrados em aproximadamente 50% dos casos.

3. Amostra: Soro.
Exames: Testes soroldgicos utilizados HIA e EIE,
também sao indicados IFl, CIE, 1D.

Resultados: Os titulos podem ser baixos em pacien-
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4. Procedimentos: Ultra-sonografia.
Resultados: Evidéncia de espago ocupado pela lesdo.

Fig.1 - Estagios de diagndstico de parasitas que podem ser encontrados no hospe-
deiro imunocomprometido. Trofozoitas e cistos de Entamoeba histolytica e Giardia
lamblia. Desenhos de Mabuko Kitamura, em Gargcia, L. 5. & Bruckner, D. A. Diagnostic
medical parasitology. 2nd. ed. American Society for Microbiology, Washington, D.C.,
1993. - Esporo de Microsporideos. Desenho de Sharon Belkin, em Bryan, R. T.; Cali,

A.; Owen, R. L. & Spencer, H. C. In: Sun T. (ed.) Progress in clinical parasitology. vol.

Giardia lamblia

G. lamblia é o flagelado mais encontrado no trato
intestinal e, provavelmente, o mais comum em diferen-
tes areas do mundo. Este parasita tem sido identificado

RBAC, vol. 29(1), 1997

Il, Field and Wood Medical Publisher, New York, 1991. - Oocistos de Isospora belli e
Cyclosporasp., desenhos de Elliot Hoffman, em Leventhal, R. & Cheadle, R. F. Medical
parasitology. A self-instructional text. 4th ed. F, A, Davis Company, Philadelphia,
1996. - Larvas rabditoide e filarioide de Strongyloides stercoralis. Desenhos de Adele
Spigler, em Larsh, J. E. Outline of medical parasitology. McGraw-Hill Book Company,
New York, 1964,
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1. Amostra: Fezes.
Exames: Pesquisa de parasitas. Exames apds concentra-
¢ao e esfregago permanente corado (hematoxilina férrica
ou tricromio).
Resultados: Trofozoitas e cistos (podem nao ser, fre-
quentemente, detectados ).

Exames: Detectagao direta (IFA, EIE).
Resultados: Cistos, indentificacao de antigeno.

2. Amostra: Aspirado duodenal.
Exames: Exame direto a fresco, concentragao e esfre-
gacos permanentes corados (hematoxilina férrica ou
tricromio).
Resultados: Trofozoitas.

3. Amostra: Entero-Test™ (capsula).
Exames: Exame direto a fresco, concentracgao e esfre-
gacos permanentes corados (hematoxilina ferrica ou
tricrémio).
Resultados: Trofozoitas.

4. Amostra: Biopsia.
Exames: Coloragao histolagica de rotina (HE) e colora-
gOes especiais.
Resultados: O trato intestinal superior pode apresentar
mudangas e/ou trofozoitas.

5. Amostra: Soro.
Exames: Testes sorologicos (EIE, IFI).
Resultados: Em processo de experimentacao.

Cryptosporidium parvum

Criptosporidiose & uma doenga parasitaria causada pelo
C. parvum, que se diferencia essencialmente dos outros
coccidios pelo fato de invadir e desenvolver-se sobre a
membrana superficial, da célula hospedeira ou no interior
da borda em escova dos enterdcitos dos aparelhos diges-
tivo e respiratorio dos vertebrados.

A criptosporidiose & uma zoonose com ampla distribui-
¢ao geografica, que nao possui especificidade de hospedei-
ro, sendo a principal forma de transmissao a via fecal-oral.
Esse coccidio pode infectar, ocasionalmente, células de
outros 6rgaos em hospedeiros imunocomprometidos.'s As
manifestagoes da criptosporidiose podem ser agrupadas
em 2 tipos, dependendo do estado do portador: gastroenterite
transitoria, em pacientes imunocompetentes; e manifesta-
¢oes persistentes, com sinais e sintomas clinicos marcados,
em pacientes imunodeprimidos. Nestes a diarréia caracte-
riza-se por evacuagoes coleriformes, alternadas com perio-
dos de constipacao e de evacuacao normal, podendo durar
de semanas a meses, ou mesmo até 8 morte, resultando em
disturbios hidroeletroliticos e desnutrigao grave. Outros sin-
tomas complementam o quadro clinico: anorexia, nauseas,
vomitos, dores abdominais, cefaléia e febre 567891016

Diagnéstico de Laboratério” "'

Estagios detectados: Estagios em desenvolvimento no in-
terior da borda em escova dos enterocitos e oocistos nas
fezes (Fig.1).

1. Amostra: Fezes.
Exames: Método de Ziehl-Neelsen modificado.
Resultados: Oocistos.

Exames: Detecgao direta (IFD, EIE).
Resultados: Oocistos, identificagao de antigeno.
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2. Amostra: Biopsia da mucosa intestinal.
Exames: Coloragao histoldgica de rotina (HE).
Resultados: Podem ser vistos estagios em desenvolvi-
mento {1 ym) ao longo da célula em escova.

Exames: Microscopia eletrénica
Resultados: Estagios em desenvolvimento ou possivel-
mente oocistos.

3. Amastra: Soro.
Exames: Testes soroldgicos (EIE, IFI, IFD).
Resultados: Em processo de experimentacao. Nao sao
recomendados devido a dificuldade de identificar a
doenga aguda e a infecgao passada.

Cyclospora cayetanensis

Durante os ultimos anos foram descritos varios surtos de
diarréia em pacientes imunocompetentes ou imunocom-
prometidos, especialmente em aidéticos, associados a um
organismo arredondado medindo de 8 a 10 ym, com ampla
distribuigao mundial. Os individuos infectados com esse or-
ganismo, com fregliéncia, apresentam fraqueza, febre baixa
e diarréia intensa, com mais de 7 evacuacgoes diarias, por 1a
3 semanas. Os pacientes podem, ainda, apresentar fadiga,
nauseas, vomitos, mialgia, anorexia e perda de peso, com
diminuicao da diarréia em 3 a 4 dias, seguida de recidiva, com
duragao acima de 4 semanas.?'%1" Nao se conhece ainda um
tratamento efetivo para esta doenga.®?

Diagnéstico de Laboratério”"
Estagios detectados: Oocistos (Fig.1)

1. Amostras: Fezes.
Exames: Método de Ziehl-Neelsen modificado.
Resultados: Oocistos

Exames: Epifluorescéncia (Ultravioleta).
Resultados: Os oocistos autofluorescem.

2. Amostra: Biopsia da mucosa intestinal.
Exames: Coloragao histalogica de rotina (HE).
Resultados: Oocistos.

Exames: Microscopia eletronica.
Resultados: Exibem caracteristicas das ciano-bactérias.

Isospora belli

A infecgao par I. belli, ou isospaorose, tem sido diag-
nosticada em pacientes com AIDS/SIDA. Os sintomas
incluem diarreia, nauseas, febre, esteatorréia, dor de
cabega e perda de peso. A doenga pode persistir por
meses ou anos.587.8

Diagnéstico de Laboratario”"’
Estagios detectados: Oocistos (Fig. 1).

1. Amostra: Fezes
Exames. Pesquisa de parasitas. Exame apos concentra-
¢do e coloragac pelc metodo de Ziehl-Neelsen modifica-
do.
Resultados: Oocistos (podem ser vistos em varios esta-
gios de desenvolvimento).

2. Amostra: Bidpsia da mucosa intestinal.
Exames: Coloragao histoldgica de rotina (HE).
Resultados: Estagios de desenvolvimento dentro das
células da mucosa.

RBAC, vol. 29(1), 1997



Microsporideos

Os microsporideos sao parasitas intracelulares obrigato-
rios, encontrados em intimeros vertebrados e invertebrados.
Somente os géneros Enterocytozoon e Encephalitozoon (Sep-
tata) permanecem como parasitas intestinais; os outros trés
géneros (Encephalitozoon, Nosema e Pleistophora) foram
observados em diferentes tecidos. Esses parasitas tém sido
diagnosticados em pacientes com AIDS/SIDA e em outros
individuos imunocomprometidos. A infecgdo humana ¢ ad-
guirida pela ingestao de pequenos esporos. As especies £n-
terocytozoon bieneusi e Encephalitozoon (Septata) intestinalis
sdo patdgenos intestinais cujos esporos sao liberados no
lume do intestino e eliminados nas fezes. Esses esporos sao
resistentes ao meio ambiente e podem ser ingeridos por outro
hospedeiro humano. Infecgdes pelos microscoporideos em pa-
cientes imunocompetentes podem ser autolimitadas, com sin-
tomas moderados e de curta duragao; uma situagao similar a
encontrada na criptosporidiose e na isosporose.? 3 48910111517

Diagndstico de Laboratério’ !
Estagios detectados: Esporos (Fig. 1)

1. Amostra: Biépsia da mucosa intestinal.
Exames: Coloracao histoldgica de rotina (HE) ou colora-
goes pela prata-metenamina ou Ziehl-Neelsen ou PSA-
positivo ou Giemsa.
Resultados: Esporos e estagios em divisao.

Exames: Microscopia eletronica.
Resultados: esporos e estagios em divisao.

2. Amostra: Fezes.
Exames: Esfregago permanente corado pelo método do
tricrémio modificado.
Resultados: Esporos.

Exames: Detectagao direta (IFD)
Resultados: Esporos (teste em processo de experimentacao).

Exames: Microscopia eletronica.
Resultados: esporos e estagios em divisao.

3. Amostra: Soro.
Exames: Testes sorologicos (EIE).
Resultados: Em processo de experimentagao.

Strongyloides stercoralis

A estrongiloidose apresenta ampla distribui¢gdo nas re-
gides tropicais e subtropicais, estendendo-se ate as areas
quentes e temperadas. As fémeas partenogenéticas para-
sitas vivem mergulhadas nas criptas do duodeno e na
porgao superior do jejuno. Os machos parasitas nao parti-
cipam da biologia dessa parasitose. A infecgao se estabe-
lece pela penetragao da larvas infectantes por via cutanea,
podendo persistir par décadas, como resultado da auto-in-
fecgao interna ou hiperinfecgao (enddgena), no célon, e da
auto-infecgao externa (exégena), na regiao perianal. As
infecgoes leves sao assintomaticas e as demais produzem
guadros de enterite ou de enterocolite crénica, que podem
ser graves ou fatais se houver imunodepresséo. Individuos
com infecgao latente e que desenvolvem um quadro de

TABELA 1
Infecgoes parasitarias: sintomas encontrados nos hospedeiros normal e imunocomprometido

Organ'i_srhs i ;

Hospedeiro nbri_nal_

 Hospedeiro Imunocomprometido

Entamoeba histolytica

Giardia lamblia
absor;ao

Cryptosporidium parvum
abdominal.

Isospora belli

. cam d:arréia lava

Microsporideas Sabe-se muito pouco dessa infecgao

em hospedeiro normal.

Strongyloides stercoralis

Varia de assintomatico ao estado de portador

cronico. Eventualmente ocorre amebose intestinal

| variade assintomatico a sindrome de mal

Infecgao autolimitada, com diarréia e dor

Infecgho assintomatnca ou aumﬂmntada. e

Pode ser assintomatica ou causar dores
:_abdommms me deradas Os parasitas podem o

' 'rna_ntquq uma a:t{to—mfe_cggo nterna.

Pode apresentar doenga extra-intestinal.

~ Certas imunodeficiéncias predispoem  infecgao.

A infecgao nao é autolimitada. Pode haver perda
de mais de 10 litros de liquidos por dia; pode ter
envolvimento multissistémico.

Pode ocorrer em varias partes do organismo
e causar a morte.

: _Pods resultar em uma doem;a dissernmada -
;*ihlperlnfec';ao}. podeapmse 'tar'dor abdnmknal o

Fonte: Garcia & Shimizu (11)
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TABELA 2
Caracteristicas diferenciais de enteroparasitas

3. Bryan, R. T. Microsporidia, p. 2513-2524. In: Mandell, G. L.:

Bennett, J. E. & Dolin R. (eds.) Principles and Practice of Infec-
tious Diseases. 4th, ed. Churchill Livingstone, New York, 1995,

SR = 4. Cali, A; Kotler, D. P. & Orenstein, J. M, Septata intestinalis n.g,
Estagiosde Témanhs n.sp., an intestinal microsporidian associated with chronic diarr-
2 g diagnéstico pEia hea and dissemination in AIDS. J. Eukaryot. Microbiol. 40: 101-
= = e o lpm) 112, 1993.
i i - - 5. Current, W. L. Human cryptosporidiosis. N. Engl. J. Med. 309
Entamoeba Trofozoita 10-60 614-615, 1983,
histolytica ) (média 15-20) . 6. Cenac, J.; Delucl, A, M,, Matheron, S.; Coulaud, J. P. Savel J.
Cisto 1020 Esférico La cryptosporidiose. |. Une nouvelle protozoonosa intestinale
; (média 12-15) humaine. Ann. Biol. Clin. 42:389-397, 1984.
Grardia lamblia Trofozoita 10-20 % 5-15 Piriforme 7. De Carli, G. A. Diagnostico laboratorial das parasitoses huma-
B e HE2=itt =g & ~Amédia 12-18) e nas, Rio de Janeira: MEDSI, 1994,
Biglg=l 5.0 819" | Elipséide, 8. De Cari, G. A. & Issler, R.M.S. Parasitoses Intestinais. p.
| (media 1314 x7-10) | arred. ou oval 406-415. [m: Duncan, B. B.: Schmidt, M. |. & Giugliani, E. R. J.
Cryptosparidium Cocisto 4-6 Arredondado leds.) Medicina Ambulatorial: condutas clinicas em atengao
parvum ou oval . primdria, 2 ed, Artes Médicas, Porta Alegre, 1995.
Dyvolspora Elgeigta 1 LaE TR g | Arredondado 9. Garcia, L. S. & Bruckner, D. A. Diagnostic medical parasitology.
‘cayetanensis L e e i i - 2nd ed. American Society for Microbiology, Washington, D. C.,
: belli | Oacisto 12030 % 10-19 Elipséide 1893.
i ; 5 'Eg:&sr;cisgﬁ: : Sl - H14 - i p ; ; 10. Gareia, L. S. &I5himizu, R. Y. Diagnostic parasitology: An
Enterocytozaon Esporo 08x15 Arredondado guervisw oftap e ‘Lab, Me'j‘,“: 13'18' 1993?' o
Lisnacal au oval 11. Garcia, L.5. & Shimizu, R. Y. Diagnostic parasitology: Parasitic
3 infections and the compromised host. Lab. Med. 24: 206-15,
Encephalitozoon Espora 1.2%x 2,0 Arredondado 1993b.
55"9“?’*":. Skl 12. Healy, G. R. & Smith, J. W. Intestinal and urogenital pratozoa
AteLina ’s_ p. 751-770. In: Balows A, (ed.) Manual of medical parasitology.
Strongyloides Larva 180-380 x 14-20 Larval Sth ed. American Society for Microbiolagy. Washington, D.C.,
stercoralis rabditoide 1991,

Fonte: Garcia & Bruckner (8)

subnutrigao (frequentemente associado ao alcoolismo) e
pacientes imunocomprometidos ou que receberam terapia
imunossupressora apresentam um grande risco de desen-
volver uma hiperinfecgao pelo S. stercoralis, "% 18

Diagnéstico de Laboratorio” '
Estagios detectados: Larvas (Fig. 1).

1. Amostra: Fezes.
Exames: Pesquisa de larvas pelo método de Baermann
ou Harada & Mori ou pela cultura de larvas em placa Petri
com agar.
Resultados: Larvas rabditéides.
Exame: Exame direto a fresco e concentragao.
Resultados: Larvas rabditdides (larvas filaridides tam-
bém podem ser encontradas).

2. Amostra: Aspirado duodenal.
Exames: Pesquisa de larvas pelo método de Baermann
ou Harada & Mori ou pela cultura de larvas em placa Petri
com agar.
Resultados: Larvas rabditéides (larvas filarioides tam-
bém podem ser encontradas).
Exames: Exame direto a fresco.
Resultados: Larvas rabditdides {(usualmente).
Observagdo: Larvas rabditoides e filarioides, adultos e
ovos podem ser encontrados no aspirado duodenal.

3. Amostra: Entero-Test™ (capsula).
Exames: Exame direto a fresco e concentragao.
Resultados: Larvas rabditdides (usualmente).

As abreviaturas significam: HAl = Hemaglutinagdo indireta; IFl = Imu-
nofluorescéncia indireta; CIE = Imunceletroforese contra corrente; 1D =
Imunodifusao; IFD = Imunofluorescéncia direta; EIE = Enzima imunoen-
saia; HE = Hematoxilina e eosina; PAS = Acido periddico de Schiff.
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Avaliacao de métodos alternativos
para o diagnoéstico laboratorial
confirmatoério da Doenca de Chagas*

Evaluation of alternative methods for the confirmatory
diagnosis of Chagas’disease

E.M.V. Reiche' & J. V. Jankevicius®

RESUMO - Tendo em vista a ocorréncia de resultados falso-positivos, falso-negativos, contraditorios e duvidosos em todos os metodos
rotineiramente usados para o diagndstico laboratorial da doenga de Chagas (DC), 0 objetivo deste trabalho foi avaliar métodos alternativos
gue pudessem contribuir para o diagndstico laboratorial confirmatario da DC. Entre eles, a detec¢ao de antigenos circulantes do Trypano-
soma eruzi (T. cruzi) através de imunodifusao radial dupla (IDRD), contra-imunoeletroforese (CIE), eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) e Western Blot (WB); a detecgao de antigenos urinarios de T. cruzi por SDS-PAGE, WB e enzimaimunoensaio (ELISA) de
“sanduiche” de duplo anticorpo, e a deteccao de anticorpos especificos contra fragoes antigénicas do T. cruzi pelo método do WB. Para
tanto, utilizaram-se 4 grupos de amostras de soros obtidas de 203 pacientes com DC (crénica), de 23 pacientes com resultados sorologicos
prévios inconclusivos para DC, de 53 pacientes com outras doengas e de 50 individuos sadios. Tambeém se utilizaram 4 grupos de amostras
de urina obtidas de 50 pacientes com DC (35 crénica e 15 congénita), de 20 pacientes com DC cronica, de 11 pacientes com outras doengas
e de 13 individuos sadios. Os resultados obtidos revelaram positividade de 4,70% a 25,00% na IDRD e de 50,00% na CIE. As técnicas de
SDS-PAGE e WB naoc permitiram detectar a presenca de antigenos circulantes de T. cruzi. Com as amostras de urina, a SDS-PAGE apresentou
fragoes protéicas com peso molecular aparente de 20 a 84kDa; no teste de WB, a maioria dessas fragdes foram reconhecidas tanto pelo soro
hiperimune de coelho anti-T. cruzi como pelo soro pré-imune de coelho, caracterizando inespecificidade de reconhecimento. Através do
ELISA detectaram-se antigenos urinarios de T. cruzi em 50,00% das amostras de pacientes com DC (formas crénica e congénita), em 45,00%
das amostras de pacientes com outras doengas e em nenhuma amostra de individuos sadios, resultando em indices de 50,00% de
sensibilidade e 79,20% de especificidade. Das 136 amostras de soros de pacientes com DC, 118 ({86,80%) tiveram o resultado sorolégico
prévio confirmado pelo teste de WB, 16 (11,76%) padrao indeterminado e 2 (1,47%) padrao negativo; das 23 amostras com resultados
soralégicos prévios inconclusivos, nenhuma apresentou WB positivo, sendo 14 (60,86%) com resultados indeterminado e 9 (39,13%],
negativo. Das 53 amostras de soros de pacientes com outras doengas, 28 (52,83%) apresentaram resultado indeterminado e 25 (47,16%),
negativo no WB e das 50 amostras de soros de individuos sadios, apenas 8 (16,00%) mostraram reatividade com padrao indsterminado e
42 (84,00%) padrao negativo no WB. Esses valores corresponderam a indices de 86,80% de sensibilidade e 100% de especificidade. Os
resultados obtidos permitem sugerir gue os resultados sorolégicos prévios para o diagnostico da DC podem ser canfirmados por diferentes
métodos, principalmente pelo ELISA, para a detecgao de antigenos urinarios de T. cruzi, e pelo teste de WB, para a detecgao de anticorpos
especificos contra fragoes antigénicas do T. cruzi, que poderiam contribuir para limitar as canseqiiéncias médicas, legais e sociais de um
resultado sorelogico prévio inconclusivo para o diagnostico da DC. Esses resultados reforgam a necessidade de estudos adicionais e de
continuo esforgo para o desenvolvimento de teste padrao ideal para o diagnostico laboratorial confirmatério da DC.

PALAVRAS CHAVE — Doenca de Chagas, Trypanosoma cruzi, imunodiagndstico, Western Blot.

SUMMARY - Considering the occurrence of false positive, false negative, contradictory and dubious results in all routine laboratornial methods
available for the Chagas’disease (CD) diagnosis, the aim of this work was to evaluate alternative methods for the confirmatory diagnosis of
CD. Among them are the detection of circulating antigens of Trypanosoma cruzi (T. cruzi) by double immunodiffusion (IDRD), counterimmu-
noelectrophoresis (CIE), polyacrylamida gel electrophoresis (SDS-PAGE) and Western Blot (WB), T.cruzi urinary antigen determination by
SDS-PAGE, WB and double antibody sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and the detection of specific antibodies to the
T.cruzi antigenic fractions by the WB method. Serum samples were obtained from 203 chagasic patients (chronic form), from 23 patients
with inconclusive previous serological results for CD, from 53 patients with ather diseases and from 50 healthy individuals. Urine samples
were also obtained from 50 chagasic patients (35 with the chronic form of the disease and 15 with the congenital form ), from 20 chrenic
patients, from 11 patients with other diseases and from 13 healthy individuals. The results revealed a positivity of 4.70% and 25.00% in the
IDRD and of 50.00% in the CIE. SDS-PAGE and WB did not permit the detection of circulating antigens of T. cruzi. SDS-PAGE of the urine
samples showed bands of apparent molecular weight from 20 to 84 kDa, and the in WB, most of these bands were recognized both by
hyperimmune anti-T. cruzi rabbit serum and by pre-immune rabbit serum. ELISA permitted the detection of T. cruzi urinary antigens in
50.00% of the samples from chagasic patients (chronic or congenital CD), in 45.00% of samples from patients with other diseases and in none
of the samples fram healthy individuals, resulting in 50.00% sensitivity and 79.20% specificity. The WB of 136 serum samples from chagasic
patients permitted the confirmatory diagnosis of CD in 118 (86.80%), yelded an indeterminate pattern of reactivity in 16 (11.76%) and a
negative pattern in only 2 (1.47%). Of the 23 serum samples from patients with inconclusive previous serological results for CD, none had
positive pattern in the WB, 14 (60.86%) demonstrated indeterminate and 3 (39.13%) negative results. Of the 53 serum samples from patients
with other diseases, 28 (52.83%) presented an indeterminate pattern and 25 (47.16%) gave negative results in the WB. Of the 50 serum
samples from healthy individuals, 42 (84.00%) demonstrated negative results and only 8 (16.00%) indeterminate results in the WB. On the
basis of these results, the WB method showed 86.60% of sensitivity and 100 % of specificity. The results suggest that the previous serological
resuits for CD could be confirm by different methods, mainly by ELISA, for the detection of T.cruzi urinary antigens, and by WB, for the
detection of specific antibodies to T.cruzi antigenic fractions, which may reduce the medical, legal and social consequences of aninconclusive
previous serological result for CD. These results also underscore the need for additional studies for continued efforts in the development of
an ideal standard confirmatory test for CD.

KEY WORDS - Chagas'disease, Trypanasoma cruzi, immunodiagnosis, Western Blot.
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INTRODUGAO

A doencga de Chagas (DC) ou tripanossomiase america-
na, uma infecgao generalizada, essencialmente crdnica,
causada pelo protozoario Trypanosama cruzi (T.cruzi), con-
tinua sendo grande problema de salde publica em areas
rurais, suburbanas e urbanas de muitos paises do continen-
te americano. Segundo Schmunis (1991), 16 a 18 milhoes
de pessoas estao infectadas, do México, na América do
Norte, & Argentina e Chile, na América do Sul e segundo
Rocha et al. (1994), mais de 90 milhdes estao sob risco de
sofrer a infecgao natural.

Apés a erradicacao dos triatomineos domiciliares, a
transmissao natural do T. cruzi deixou de ser ativa (Dias,
1993) e a transmissao transfusional vem-se constituindo no
Brasil e em outros paises da América, no principal meca-
nismo de perpetuagao dessa endemia. Na medida em que
as formas classicas de transmissao da DC, como a vetorial
e a transfusional, estdo sendo controladas por medidas
sanitarias e por uma rigorosa triagem dos candidatos a
doadar de sangue, respectivamente, outras formas de
transmissao menos fregilientes vém assumindo importan-
cia crescente, como o transplante de 6rgaos de doadores
infectados (Chocair et al.,, 1979; Chocair et al., 1981; Shika-
nai-Yasuda et al., 1989 e Ferraz & Figueiredo, 1993) e a
transmissao congénita (Bittencourt, 1984). Em geral, o risco
aceito de doenga de Chagas congénita (DCC) alcanca cerca
de 1% das gestantes infectadas (Dias, 1992; Medina-Lopes
et al.,, 1992). Outras possibilidades menos freqiientes sdo a
transmissdo sexual, acidental e oral do T. cruzi.

Carlos Chagas, desde o inicio de suas observagoes,
reconheceu dois quadros clinicos bem distintos na DC: o
agudo e o crénico ( Rassi et al., 1989). A fase aguda pode
ser sintomatica ou assintomatica, sendo esta a mais fre-
quente. Dentre as alteragoes laboratoriais, observa-se alta
parasitemia, presencga de anticorpos inespecificos e inicio
de formac¢ao de anticorpos especificos das classes IgM e
IgG, que alcangam concentragoes séricas elevadas. Desa-
parecidas as manifestagdes da fase aguda, inicia-se a fase
cronica, a principio pela forma indeterminada, caracteriza-
da por longo periodo assintomatico, sem expressao de
comprometimento visceral e positividade dos exames so-
rolégicos ef/ou parasitoldgicos. Posteriormente, em por-
centagem variavel de casos, aparece o comprometimento
visceral (forma cardiaca e/ou digestiva). Nesta fase obser-
va-se baixa parasitemia e presenca de anticorpos especifi-
cos da classe IgG, sendo a IgM detectada esporadicamente
e em baixos titulos.

Para a detecgao das alteragoes presentes na fase aguda
(incluindo a DCC) e na fase crénica da DC, pode-se utilizar
grande variedade de métodos laboratoriais especificos,
divididos em dois grupos: métodos parasitoldgicos, que
tém com objetivo demonstrar o parasita ou seus compo-
nentes, e métodos sorologicos, que avaliam a resposta
imune especifica do hospedeiro contra o parasita. Recen-
temente temos o desenvolvimento de metodos de diag-
nostico molecular (Romanha, 1992).

A pesquisa direta do T.cruzi pelos métodos a fresco
(entre lAmina e laminula), apos coloragao, pelo método
de concentracao de Strout ou pelo micro-hematocrito &
em geral positiva nas primeiras semanas da doenga. Ja
os métodos parasitolégicos indiretos apresentam limita-
goes quanto ao tempo de leitura (30 a 60 dias para o
xenodiagnéstico e 20 a 150 dias para a hemocultura) e
da eficacia, tornando problematico seu emprego para
diagnaostico rapido e preciso da DC Chiari (1992) cita que
o xenodiagnostico e a hemocultura, apesar de altamente
especificos, sdo de procedimento laborioso e os parasi-
tas sao detectados somente em 50% dos casos de indi-
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viduos infectados, quando apenas uma amostra de san-
gue @ analisada.

A detecgdo de exoantigenos sollveis do T.cruzi em
fluidos biolégicos pode constituir método diagndstico con-
firmatdrio, principalmente quando os testes que detectam
anticarpos forem negativos ou duvidosos. A presenca de
antigenos livres ou complexados com anticorpos no soro
de animais ou seres humanos infectados por T.cruzi ja foi
demonstrada exaustivamente por varios autores, empre-
gando diferentes métodos (Siqueira et al.,1966; Araljo,
1976; Aratjo, 1979; Corral et al., 1992). Antigenos presentes
na urinade animais e seres humanos infectados por T.cruzi
também foram demonstrados por Corral et al. (1988); Cor-
ral et al. (1989); Katzin et al. (1989a); Katzin et al. (1989h);
Umezawa et al. (1991), Umezawa et al. (1993} e Alexandre
et al. (1994).

Katzin & Umezawa (1991) apontam inumeras vantagens
da detecgao de antigenos urinarios de T.cruziem pacientes
com DC. Entre elas estao a rapidez na obtencao dos resul-
tados, a alta sensibilidade, a utilizagao em estudos epide-
miologicos de larga escala e a elucidacac de resultados
sorologicos duvidosos. O diagnéstico rapido da DCCtorna-
se de grande valor na medida em que quanto mais preco-
cemente se comprovar a infecgao, maior a possibilidade de
cura dos pacientes (Freilij, 1992; Sarasua, 1993).

Diante das limitagdes dos diagndsticos clinicos e para-
sitologicos, a pesquisa de anticorpos séricos contra com-
ponentes do T. cruzi constitui importante metodologia que
pode vir a contribuir para a confirmacao diagndstica da DC.
Para a deteccao da resposta imune especifica a antigenos
do parasita, diversos métodos soroldgicos tém sido utiliza-
dos, com varios graus de sensibilidade e especificidade.
Entre eles a fixagac de complemento (FC), precipitacéo,
floculagao (FQ), aglutinagéo direta (AD), aglutinagao indi-
reta (Al), hemaglutinagao indireta (HAI), imunofluorescén-
cia indireta (IFl) e métodos imunoenzimaticos (ELISA).
Muitos desses métodos fornecem resultados especificos e
sua sensibilidade permite a utilizagao em triagens sorolé-
gicas iniciais da infeccdo. No entanto, reacoes cruzadas
com soros de pacientes com outras doengas infecciosas e
parasitarias sao encontradas em todos os métodos soralé-
gicos, em fungao da complexidade antigénica observada
no T. cruzi (Stolf, 1992).

Uma das mais utilizadas rotineiramente é a técnica de
IFl, desenvolvida por Camargo (1966), que emprega for-
mas epimastigotas do T.cruzi fixadas em laminas de
vidro, permitindo detectar anticorpos das classes 1gG e
IgM anti-T. eruzi com a utilizagao de conjugados fluores-
centes anti-lgG e anti-lgM humanas, respectivamente,
tendo grande aplicagdo nao so no diagndstico soroldgico
da fase crénica da DC, como também na detecgao de
anticorpos IgM na fase aguda da doenga e na DCC (Ca-
margo & Amato Neto, 1974).

No entanto, resultados falso-negativos tambem podem
ocorrer. Anticorpos IgM anti-T.cruzi por IFl nao foram ob-
servados em soros de recém-natos com DCC (Szarfman et
al. 1975; Pehrson et al., 1982; Vieira et al., 1983 e Bittencourt
et al, 1984). Lorca (1993) cita que a demonstragao de
anticorpos IgM especificos contra T. cruzi deveria ser utili-
zada para o diagndstico da DCC, mas a técnica rotineira-
mente empregada, a IFl, mostra naoc mais que 680% de
sensibilidade. Portanto, uma pesquisa negativa para anti-
corpos anti-T. cruzi, principalmente da classe IgM, nao
excluiria o diagnéstico da DC, tanto da forma adquirida
quanto da congeénita, ficando nitida a necessidade do em-
prego de outros metodos, tal como o ELISA, com maior
sensibilidade e especificidade, com o emprego, por exem-
plo, de antigenos especificos obtidos através de técnicas
recombinantes.
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0 método imunoenzimatico (ELISA) possibilitou melho-
res resultados na detecgao de antigenos, anticorpos e imu-
nocomplexos circulantes da DC. Resultados satisfatorios,
foram inicialmente relatados por Voller et al. (1975) quando
descreveram o uso do ELISA para mensuragéo de anticor-
pos na DC, obtendo sensibilidade e especificidade simila-
res as da reacao de IFl. Posteriormente, inumeros autores
desenvolveram métodos imunoenzimatigos empregando
diferentes antigenos do T. cruzi, comprovando sua impor-
tancia no diagnostico laboratorial da DC.

Luquetti (1993) assinala que antigenos purificados, anti-
genos recombinantes e peptideos sintéticos sao candida-
tos para aprimorar os resultados obtidos nas reagoes
saroldgicas para o diagndstico da DC, principalmente em
inquéritos soroepidemioldgicos, em bancos de sangue, no
diagndstico da fase aguda e da DC congénita, assim como
no acompanhamento de pacientes tratados. No entanto,
Camargo (1992b) salienta a menor sensibilidade obtida
com os antigenos recombinantes em relacao aos extratos
da T. cruzie afirma que essa sensibilidade pode ser aurnen-
tada gradativamente pela associagao de antigenos recom-
binantes que se mostrem complementares. Mais
recentemente, Camargo (1995) assinala que a selegao de
fragbes antigénicas especificas, associadas em “poliantige-
nos”, garantiria a maxima sensibilidade do ELISA, uma vez
que a eficidneia da fragao antigénica no imunodiagndstico
depende de sua expressdo em cepas de diferentes regides,
enquanto para obter sensibilidade satisfatéria havera ne-
cessidade da associagao de frages complementares.

Wendel (1993a) salienta que nenhum método sorologico
disponivel é 100% seguro; portanto, deve-se usar, pelo me-
nos, dois métodos na triagem sorolégica. Além disso, a baixa
prevaléncia da DC em candidatos a doador de sangue, na
maioria dos servigos hemoterapicos, propicia maior numero
de resultados falso-positivos, que devem ser confirmados por
outros métodos. Soma-se a estes fatos a possibilidade de
ocarréncia de reatividade cruzada, em diferentes graus, de
acordo com o antigeno utilizado, com soros de pacientes com
leishmaniose tegumentar americana (LTA) e leishamiose vis-
ceral [LV) devido a epitopos comuns entre 7. cruzie Leishma-
nia. Determinantes comuns podem ser tambem encontrados
em diferentes estruturas como hemacias de carneiro ou teci-
dos humanos como miocardio e nervos. Resultados falso-po-
sitivos devidos a anticarpos IgM sao fregiientemente
observados, principalmente em pacientes com baixo nivel
socio-economico, provavelmente induzidos pela fosfocoling,
fracao antigénica comum avarios parasitas, taiscomo T.cruzi,
Leishmania, Toxoplasma, Filaria, Toxocara e bactéerias (CA-
MARGO, 1992a). Portanto, a sorologia tradicional vem cum-
prindo adequadamente seu papel na triagem sorologica em
bancos de sangue, mas apresenta problemas relacionados
com resultados falso-positivos, que devem ser confirmados
por outras técnicas, entre as quais o Western Blot (WB) se
apresenta como a alternativa mais viavel e adequada que,
gradativamente, vem sendo aplicada no diagnostico confir-
matorio de doencas infecciosas e parasitarias. Scandiuzzi et
al. (1991); Soussumi et al. (1994); Teixeira et al. (1994) e
Ferreira et al. (1995) relatam a confirmagdo de resultados
sorolégicos duvidosos para DC obtidos nos testes de HAI, IFI
e ELISA, rotineiramente empregados.

O conhecimento das limitagoes dos metodos parasito-
I6gicos diretos e indiretos e das reagdes sorologicas, prin-
cipalmente na detecgao de anticorpos da classe IgM anti-T.
cruzi em imunodeficientes e em recém-natos, poe em evi-
déncia as dificuldades do diagnostico da DC aguda e da
DCC. Os resultados obtidos por Reiche et al. (1994b) de-
monstraram 1,07% de positividade nas reagoes sorologicas
para DC em gestantes atendidas no Hospital Universitario
Regional Norte do Parana (HURNP), Londrina, Parana, no

RBAC, vol. 29(1), 1997

periodo de 1990 a 1994; no entanto, 1,06% das amostras de
recém-natos apresentaram apenas anticorpos da classe
1gG anti-T. cruzi por IFl, e em nenhuma das amostras se
detectaram anticorpos especificos da classe IgM. Esses
resultados levaram-nos a suspeitar da ocorréncia de resul-
tados falso-negativos e avaliar outros métodos alternativos
j& descritos, numa tentativa de expandir os recursos exis-
tentes para o diagndstico da DCC.

Também nos chamou a atengao os resultados sorologi-
cos inconclusivas, ou seja, somente uma reagao sorologica
com resultado reagente para DC em amostras de soros de
candidatos a doador de sangue do Hemocentro do HURNP
e na populacgao atendida nas diferentes clinicas desse hos-
pital, na ordem de 2,46% e 1,85%, respectivamente (Reiche
et al., 1994a; Reiche et al., 1994b). Todos esses dados,
somados aos resultados contraditérios, devidos as sensi-
bilidades e especificidades limitadas das reagoes sorologi-
cas convencionais utilizadas para o diagnosticodaDC, e a
falta de um teste padraoc-ouro, levou-nos a uma avaliagao
de métodos alternativos, tais como a pesquisa de antige-
nos soliveis e de anticorpos especificos contra fragoes
antigénicas do T. cruzi, que se revelassem mais sensiveis
e especificos, para serem utilizados como confirmatdrios
dos resultados obtidos pelas reagGes sorologicas rotineira-
mente empregadas, com a finalidade de diagnosticar de
forma mais cuidadosa e adequada a DC cronica, e evitar as
conseqiéncias medicas, sociais e legais que surgem com
os resultados falso-positivos.

MATERIAIS E METODOS

Soro humano: As amostras de soro humano utilizadas
neste trabalho foram distribuidas por 4 grupos:

Grupo |

Constituido por 89 amostras de soros de pacientes aten-
didos no HURNP e Ambulatdrio do Hospital de Clinicas (HC)
e 114 amostras de soros de candidatos a doador de sangue
do Hemocentro do HURNP, todos ligados 3 Universidade
Estadual de Londrina {UEL). As 203 amostras apresenta-
ram, pelo menos, duas reagGes sorologicas convencionais
(HAL, IFl e ELISA) reagentes para DC. As reagdes sorologi-
cas foram realizadas no Setor de Imunologia Clinica do
Laboratério de Analises Clinicas do HURNP.

Grupo Il

Constituido por 23 amostras de soros, 17 de pacientes
atendidos no HURNP e HC e 6 de candidatos a doador de
sangue do Hemocentro do HURNP com apenas um teste
sorolégico convencional reagente para DC.

Grupo lll

Constituido por 53 amostras de soros, todas soronega-
tivas para DC, obtidas de pacientes do HURNP com diag-
nostico laboratorial de outras doengas ou presenga de
anticorpos auto-imunes.

Grupo IV

Caonstituido por 50 amostras de soros de candidatos a
doador de sangue do Hemocentro do HURNP, todos soro-
negativos para DC, sifilis, virus da hepatite C (HCV), virus
da hepatite B (AgHBs e anti-HBc), virus da imunodeficiéncia
humana (VIH}, virus linfotropico de ceélula T humana (HTLV
| e HTLV Il) e concentragao sérica normal de transaminase
glutamico pirdavica (TGP).

Urina humana: As amostras de urina utilizadas neste
trabalho foram distribuidas por 4 grupos:
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Grupo V

Constituido por 35 amostras de urina concentrada de
pacientes com DC cronica, provenientes do Instituto de
Cardiologia "Dante Pazzanese"”, Sao Paulo, e 15 ndo-con-
centradas de pacientes com DC congénita, gentiimente
cedidas pelo Dr. Alejandro Miguel Katzin, do Departamento
de Parasitologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB)
da Universidade de Sao Paulo (USP), Sao Paulo.

Grupo Vi

Constituido por 20 amostras de urina de pacientes aten-
didos no HURNP e HC com DC crénica, com pelo menos
dois testes soroldgicos convencionais reagentes para DC.

Grupo Vil

Constituido por 11 amostras de urina de pacientes com
outras doengas: malaria por Plasmodium falciparum (4);
esquistosomose mansénica (3), insuficiéncia renal cronica
(2) e LTA (2).

Grupo Vil

Constituido por 13 amostras de urina normal, de indivi-
duos sadios com sorologia nao-reagente para DC.

As amostras de urinas nao-concentradas foram filtradas
e concentradas pelo método utilizado por Freilij et al. (1987)
e Corral et al, (1989), consistindo da precipitacac com 3
volumes de etanol gelado (75% v/v) por 48 horas a -20°C.
O sedimento concentrado foi obtido por centrifugagaoc a
2500 x g, por 30 minutos, a 4°C, eressuspensoem0,5-1,0ml
de PBS 0,15M, pH 7,2. Posteriormente foram separadas em
aliquotas e armazenadas a -20°C ate o momento do uso.

Soro normal de coelho, soro pré-imune de coelho, soro
hiperimune de coelho anti-T. cruzi e soro hiperimune hu-
mano anti-T. cruzi.

Cepa Y do Trypanosoma cruzi (T. cruzi): formas vivas da
cepa Y do parasita T. cruzi, gentilmente cedidas pela Dra.
Maria Julia Manso Alves, do Departamento de Bioguimica,
Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulg, S. Paulo,
foram cultivadas em meio LIT, descrito por Camargo (1964).

Reagoes Sorologicas para Detecgao de anticorpos
Anti-T.Cruzi

Hemaglutinacdo indireta (HAl)

Qualitativa e quantitativa, realizada com hemacias sen-
sibilizadas (EBRAM, Produtos Laboratoriais Ltda., Sao Pau-
lo, SP), com diluigao inicial do soro de 1:32. Conforme
recomendacoes do fabricante, foi considerada reagente a
amaostra de soro que promoveu aglutinagaoc com titulo de
anticorpos igual ou superior a 1:32.

Imunofiuorescéncia indireta (IFl)

Qualitativa e quantitativa, segundo Camargo (1966), rea-
lizada com T.cruzi fixado em laminas disponiveis comer-
cialmente (LIO SERUM, Indistria & Comércio de
Equipamentos e Produtos para Laboratérios Ltda., Ribeirao
Preto, Sao Paulo e CECON, Sao Paulo, Sao Paulo), anti-lgG
humano conjugado com isotiocianato de fluoresceina (LA-
BORCLIN, Produtos para Laboratédrios Ltda., Pinhais, Para-
na, e THE BINDING SITE Ltda., Birmenghan, England),
previamente titulado e dilui¢ao inicial do soro humano de
1:40 em PBS. Nas amostras de soros de recém-natos,
empregou-se também o conjugado fluorescente anti-igM
humano (LABORCLIN, Produtos para Laboratdrios Ltda.,
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Pinhais, Parana), com diluigéo inicial do soro de 1:8 em
PBS. Para a leitura, utilizou-se microscapio de fluorescén-
cia com epi-iluminagao de halogénio (NIKON LABOPHOT,
Japan, com aumento de 400x). Foi considerado reagente o
soro que apresentou titulo igual ou superior a 1:40 para
anticorpos das classes I1gG e IgM, segundo Camargo (1966),
Camargo & Amato Neto (1974) e Amato Neto et al. (1984),

Enzimaimunoensaio (ELISA)

Qualitativa, realizada com produtos disponiveis comer-
cialmente (ABBOTT Laboratdrios do Brasil Ltda., Sao Pau-
lo, Sao Paulo, e WIENER Labaratérios, Rosério, Argentina),
de acordo com as instrugoes técnicas dos fabricantes. Foi
considerado reagente o soro que apresentou repetidamen-
te valores de absorbancia (492nm) superiores ao valor do
cutoff diario da reagac e nao-reagente o soro cam valores
de absorbancia menores que o valor do cutoff diario.
Amostras de soro com valores de absorbancia entre +20%
do valor do cutoff didrio, considerada “zona-cinza”, foram
retestadas em duplicata, utilizando-se a mesma amostra
para confirmacao do resultado inicial.

Foi considerado um caso de DC quanda a amostra de soro
humano apresentou reatividade sorologica (titulos HAl>1:32;
IFI =1:40 e ELISA repetidamente superior ao cutoff) em pelo
menos duas das técnicas realizadas (Wendel, 1993b).

QUADRO |
Protocolo utilizado para obtencao da suspensao
antigénica da cepa Y do T.cruzi

150ml meio LIT

Cultivoa 28°C,sem agitagao, até afase
exponenciatdecrescimento

Obtengao das células epimastigotas por
cantrifugagao 3200 x g, 10 minutos, 4°C

Sedimento
Lavagem 3 vezes com PBS 150mM pH 7,2
Sedimento final
Ressuspensao em H’is—HCI 20mM pH 7.5
contendo inibidores de proteases

(PMSF 1mM, O-PHEde 2 10ug/m| TPCK)

Sonicagdo em banho da gelo usanda 5 pulsos
de 30 segundos a 60 ciclos (Sonifer Cel|
Disruptor - Lab. tripanosomatideos NIP - CCB -UEL)

Observagao no microscopio dtico (400 x)
para verificagao de auséncia de parasitas inteiros

Centrifugagao 3200 x g, 30 minutes, 4°C
Obtengédo do sobrenadante
Divisao em aliquotas

Determinagéo da concentragao proiéica
pelo metodo de LOWRY et al,, 1951

Estocagem a -10°C até o uso

LIT = liver infusion tryptose.

PBS = solugdo tampao fosfato.

PMSF = fluoreto de fenilmetilsulfonico diluido em isopropanol.

0-PHE = ortofenantrolina; TPCK = N-tosil-L-fenilalanina clorometilacetona diluido em
agua dastilada.

NIP-CCB-UEL = Nicleo Interdisciplinar de Pesquisa - Centro de Cigncias Biologicas -
Universidade Estadual de Londrina.
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Obtengao do Antigeno da Cepa Y do T. Cruzi:

Células epimastigotas dacepa Y do T. cruzi, cultivadas
em 150 ml de meio LIT, a 28°C, sem agitagao, na fase
exponencial de crescimento, determinada pela curva de
crescimento, foram coletadas para o preparo da suspen-
sao antigénica, de acordo com padronizagoes descri-
tas por Araujo & Gupttill (1984), Israelski et al. (1988),
Ouaissi et al. (1991) e Teixeira et al. (1994), com algu-
mas modificagoes. O protocolo final estd descrito no
Quadro |.

Detecgao de antigenos circulantes do T. Cruzi no soro de
pacientes com Dec.

Imunodifusao radial dupla (IDRD) de Ouchterlony

Foi utilizada a técnica descrita por Siqueira et al., 1966.
As amostras de soros de pacientes com DC foram testadas
frente ao soro hiperimune de coelho anti-T.cruzi e soro
pré-imune de coelho. As reacdes de IDRD foram realizadas
também em 5 amostras de soros humanos normais.

Contra-imunoeletroforese (CIE)

Foi adotada a técnica descrita por Araujo (1976), Moretti
et al. (1985), Alonso et al. (1986) e Kohanteb et al. (1987)
com algumas modificagoes. As amostras de 20yl de soros
humanos, puros e concentrados (5 vezes atraves de didlise
em celofane contra goma arabica em po, por 3 horas) foram
aplicadas no catodo e os soros pré-imune e hiperimune de
coelho anti-T. eruzi, no dnodo. A reagao foi realizada tam-
bém em 5 soros humanos normais e com soro pré-imune
de coelho como controle.

Por SDS-PAGE

Amaostras de 50ul de soros de pacientes com DC,
previamente diluidos a 1:5 em solugéo fisiologica e pos-
teriormente diluidos em tampao de amostra 2x (v/v),
foram aplicadas em cada pogo do gel e submetidas a
SDS-PAGE. A eletroforese, em placa vertical de 16,5 cm
x 14,5 ¢, foi realizada em gradiente de gel de poliacri-
lamida, variando de 7,6% a 15%, em gel de 8,5 cm de
altura por 1 mm de espessura, segundo o sistema pro-
posto por Laemmli (1970).

Por WB

Amaostras de 50ul de soro de pacientes com DC, pre-
viamente diluidas a 1:5 em solugao fisiologica e poste-
riormente diluidas em tampéao de amostra 2x (v/v), foram
aplicadas em cada po¢o do gel (dois de cada vez) e
submetidas a SDS-PAGE. Apds a corrida eletroforética,
os géis foram utilizados para a transferéncia de protei-
nas, pelo método de WB, segundo Towhbin et. al (1979).
Para a detecgao de antigenos circulantes de T. cruzi,
utilizou-se soro humano hiperimune anti-T. cruzi diluido
a 1:50 em tampao de saturagao, como fonte de anticor-
pos. Como controle de reatividade inespecifica, utilizou-
se também soro humano normal diluido a 1:50 em
tampao de saturagao. Apos incubagao de 1 hora a tem-
peratura ambiente, com agitagdo lenta, as membranas
foram lavadas 4 vezes (10 minutos cada) e incubadas
com o conjugado anti-lgG humano marcado com peroxi-
dase, diluide a 1:2000 em tampao de saturagao, por 1
hora, a temperatura ambiente, com agitagao lenta. Apds
nova lavagem, as membranas foram incubadas com o
substrato 4-cloro-1-naftol durante 15-30 minutos. Apos a
lavagem com agua destilada, procedeu-se a leitura vi-
sual do aparecimento das fragoes.

RBAC, vol. 29(1), 1997

Detec¢do da Presenga do Antigeno de T. Cruzi na Urina

Por SDS-PAGE

Amostras de 50ul de urina concentrada, diluidas em tam-
pao de amostra 2x (v/v), fervidas durante 3 minutos, foram
aplicadas em cada pogo e submetidas a SDS-PAGE, segundo
o sistema proposto por Laemmli (1970) e posteriormente
utilizado por Freilij et al. (1987) e Corral et al. (1989).

Por WB

O procedimento de transferéncia de proteinas para a
membrana de nitrocelulose obedeceu a orientagao preco-
nizada por Towbin et al. (1979), e posteriormente adotada
por Corral et al.{1989) e Umezawa et al. (1993).

Por Enzimaimunoensaio (ELISA)

Foi utilizado o método de “sanduiche” de duplo anticorpo,
descrito inicialmente por Voller et al. (1980), e depois adotado
por Freilij et al. (1987), Corral et al. (1988) e Corral et al. (1989)
para detec¢ao de antigenos urinarios de T. Cruzi. Microplacas
de tiras descartaveis de poliestireno (Corning Glass Works,
New York, USA) foram sensibilizadas com 100yl de fracao de
IgG purificada de soro hiperimune de coelho anti- T.cruzidilui-
daa 1:500 em tampao carbonato 0,1M, pH 9,8. As placas foram
incubadas em camara amida, a 4°C, por 18 horas. Apds esse
tempo, os pogos foram lavados 4 vezes com tampao de
lavagem. Os pogos foram bloqueados incubando-se com
tampao de bloqueio por 1 hora, a 37°C. Os pogos foram
lavados 4 vezes e 100ul das amostras e controles foram
adicionados eincubados a 37°C por 4 horas. Apods esse tempo,
os pogos foram lavados 4 vezes, novamente com tampao de
lavagem e 100y da fragao IgG purificada de soro hiperimune
humano anti-T.cruzi foram adicionados e incubados, a 37°C,
por 1 hora. Os pogos foram lavados novamente e 100ul de
conjugado de coelho anti-lgG humano marcado com peroxi-
dase diluido a 1:560.000 em PBS 0,01 M, pH 7,2, contendo
Tween 20 0,1% foram colocados em cada poco da reagao.
Apos incubados durante 60 minutos a 37°C e lavados 4 vezes,
100ul do substrato ortofenilenodiamino perdxido de hidrogé-
nio (OPD) foram adicionadaos. Apds 10 minutos, protegida da
luz, a reagao foi interrompida com a adigao de 50yl de acido
sulfurico 1N. A leitura foi realizada a 492 nm. Os controles
utilizados no teste foram: controle positivo, preparado artifi-
cialmente misturando a suspensao antigénica da cepa Y
(20B0ug/ml) do T.cruzi em amostra de urina normal, concen-
trada, numa diluigao final de 1:10; controle negativo, consti-
tuido por amostra de urina normal, concentrada; controle da
fracao de IgG de soro hiperimune de coelho anti-T. cruzi, no
qual o tampao carbonato substituiu a amostra teste; controle
do conjugado, no qual o tampao carbonato substituiu aamos-
tra e afragdodelgG de soro hiperimune de coelho anti-T. eruzi:
controle do substrato, no qual o tampao carbonato substituiu
todos os reagentes anteriores e controle sem sensibilizagao,
no qual a reagao foi realizada em pogo sem sensibilizagao,

O valor do cutoff para o ELISA foi determinado pela
adigao de 2 desvios-padrdes (DP) ao valor médio das ab-
sorbéncias obtidas, em duplicata, em 13 amostras de urina
normal concentradas, seguindo os mesmos critérios utili-
zados por Freilij et al. (1987) e Petray et al. (1992).

Teste de Wb para Deteccdo de Anticorpos Séricos
Especificos Contra Fragoes Antigénicas do T. cruzi

O volume de 10ul de uma mistura de padrées de peso
molecular e 50ul de suspensao antigénicadacepa¥ do T.
cruzi, ambos diluidos em tampao de amostra 2x (v/v) e
fervidas por 3 minutos, foram aplicados no primeiro e
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demais pogos do gel, respectivamente. Apoés a corrida
eletroforética, fez-se a transferéncia de proteinas para a
membrana de nitrocelulose, obedecendo o preconizado
por Towbin et al. (1979). Tiras verticais de membrana de
nitrocelulose com 5-7mm de largura, contendo as fragoes
antigénicas da cepa Y do T. cruzi, separadas eletroforetica-
mente, foram colocadas em canaletas individuais, incuba-
das com 2,0 ml de tampao de saturagao por 1 hora, a
temperatura ambiente, com agitacao lenta. Apos o blo-
queio, as tiras foram incubadas com as amostras de soros
dos grupos |, Il, Il e IV diluidas a 1:100 em tampao de
saturacao, por 1 hora, a temperatura ambiente, com agita-
¢ao lenta. Em seguida, foram lavadas com tampao de
lavagem, 4 vezes, com intervalo de 10 minutos entre cada
troca de tampao, com agitacgao lenta. Foram incubadas com
2,0 ml do conjugado de coelho anti-lgG humana marcado
com peroxidase, diluido a 1:2000 em tampao de saturagao,
por 1 hora, a temperatura ambiente, com agitagao lenta.
Apds nova lavagem, adicionaram-se, em cada canaleta, 2,0
ml da solugao de substrato 4-cloro-1-naftol, por 15 minutos,
ate o aparecimento das fragoes, sendo em seguida lavadas
com agua destilada, secas e fotografadas. Em cada série de
testes de WB, duas tiras foram utilizadas como controles:
positivo, utilizando soro humano “reagente” para anticor-
pos anti- T.cruzi, e negativo, usando o soro humano normal.

Os critérios de reatividade utilizados para este trabalho
foram os mesmos utilizados por Teixeira et al. (1994): frequén-
cia do nimero de frag6es reconhecidas pelas amostras de
soros dos grupos |, II, lll e IV e frequéncia de reatividade das
diferentes proteinas da suspensao antigénicadacepa Ydo T.
cruzi, que foram reconhecidas por essas amostras.

Foi considerado resultado positivo o reconhecimento de
pelo menos 5 fragoes antigénicas dentre as 10 fragoes com
maior frequéncia de reconhecimento. Foi considerado in-
determinado, quando a amostra de soro reconheceu me-
nos de 5 fragdes antigénicas entre as 10 de maior
fregliéncia e o resultado foi negativo quando nao houve
reconhecimento de nenhuma fragao do grupo das 10 com
maior freqliéncia.

ANALISE ESTATISTICA

Para avaliar a performance do ELISA e do WB propostos,
foram determinados os indices de sensibilidade, especifi-
cidade, valores preditivos positivo e negativo e indice de
concordancia kappa (k), segundo Kramer & Feisntein
(1981). A reprodutibilidade intra-ensaio do
ELISA foi avaliada pelos testes de correlagao
de Pearson e o teste t de Student, ao nivel de
95% de significancia (Zar, 1996).

0O wvalor do cutoff foi estimado como a
média das absorbancias obtidas nas amos-

trados também apresentaram linhas de precipitacao frente ao
soro pré-imune. Através da CIE, detectaram-se linhas de pre-
cipitagado em 4 amostras de soros (50,00%), tanto dos 8
nao-concentrados como nos 5 vezes concentrados, embora
em uma amostra de soro 5 vezes concentrado também se
observaram linhas de precipitacao frente ao soro pré-imune.
A precipitagdo consistia em apenas uma linha de intensidade
variavel. Nos 5 soros controles normais testados por IDRD e
CIE, nao se observaram linhas de precipitagao.

Quando os soros de pacientes com DC foram submetidos
a SDS-PAGE, fragoes com peso molecular aparente de 29kDa
a 180kDa foram fortemente coradas pelo Coomassie brilliant
blue R 250 a 0,25%. Quando submetidas ao teste de WB,
fragoes com peso molecular aparente de 25 a 135kDa foram
reconhecidas pelo soro humano hiperimune anti-T. cruzi,
enguanto a maioria das fragoes também foram reconhecidas
pelo soro humano normal, no experimento controle.

Amostras de urinas concentradas de pacientes com DC
na fasecronica (grupo VI), quando submetidas a SDS-PAGE
e apos coloracao especifica para proteinas, apresentaram
fragoes com peso molecular aparente de 20kDa a 84kDa.
Uma amostra de urina de individuo normal (grupo VIII)
apresentou 2 fragGes com 55kDa e 82kDa. Quando subme-
tidas ao teste de WB, 14 (48,27%) das 29 amostras de urina
concentrada de pacientes com DC (grupos V e VI) analisa-
das apresentaram fragoes com peso molecular aparente de
23kDa a 76kDa. Uma amostra de urina de paciente com
insuficiéncia renal crénica (grupo VII) apresentou fragoes
de 35kDa a 160kDa e uma amostra de urina normal (grupo
VIll) apresentou uma fragao de 48kDa. No entanto, quando
submetidas as mesmas amostras de urina ac WB e as tiras
de nitrocelulose incubadas com soro pré-imune de coelho,
a maioria das fragoes foram também reconhecidas.

Na padronizagao do ELISA para detecgao de antigenos
urinarios de T.cruzi, os valores de absorbancia obtidos em
duplicata das 13 amostras de urina normal, concentrada
forneceram um valor médio de 0,522 + 0,062. Tendo defini-
do como cutoffda reagao a média dos controles negativos
acrescida de 2 desvios-padroes (Freilij et al., 1987 e Petray
etal., 1992), obteve-se o valor de 0,646 como ponto de corte
para se caracterizar a reatividade das amostras analisadas.

Os resultados obtidos no ELISA, realizada nas amostras de
urina dos grupos V, VI, Vll e VlIl, estao apresentados na Tabela
2. De 36 amostras de urina de pacientes com DC, na forma
cronica ou congéenita, 18 (50,0%) apresentaram reatividade
superior ao cutoff do ELISA. Das 11 amostras de urina de

TABELA 1

Frequéncia de positividade na detec¢ao de antigenos

circulantes do T. cruzi através de IDRD e CIE,

nos soros de pacientes com DC e de individuos sadios

tras de urina normal acrescida de 2 desvios-

padroes (X + 2DP). A anélise estatistica foi =
realizada empregando o programa EPI INFO. : waemm __ deprecipitaclo : : Nhhml,,:h”
METODO | testados | Soro pré-imune Soro hiperimunede |  9¢ Precipitacao
RESULTADOS e | decoelho . coehoantiT.eruzi | = =
Os resultados obtidos nas reagoes de IDRD N e |in R
e CIE para a detecgao de antigenos nos soros . 235 080 HY 95,30
qe Lndwﬂl._]gs _saduos, nos de pacientes com IDRD 0.00 02 06 75,00
titulos variaveis de anticorpos anti-T. cruzi, 000 00 ‘e o
frente aos soros pré-imune e hiperimune de - e — 5
coelho anti-T. cruzi estao apresentados na Ta- G 08 08 000 | 4 20000
bela 1. Através da IDRD, detectaram-se linhas 1250 04 5000 | 04 50,00
de precipitagao frente ao soro hiperimune em 000 00 000 | 05 100,00
4 (4,70%) dos 85 soros nao-concentrados, e em - '

2 (25,00%) dos 8 soros 5 vezes concentrados.
Duas (2,35%) amostras de soros nao-concen-
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IDRD: Imunodifusao radial dupla de Ouchterlony; CIE: Contra-imunoeletroforese; DC: Doenga de Chagas; a:
amostra de soro de paciente com DC ndo concentrado; b; amostra de soro de paciente com DC 5 veres
concentrado; c: amostra de soro de individuo sadio.
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pacientes com outras doengas, 5 (45,0%) apresentaram valo-
res mais elevados que o cutoff. Das 13 amostras de urina de
individuos sadios, nenhuma apresentou reatividade ao ELISA
proposto. A sensibilidade obtida foi de 50,0% (33,20-66,80%)
e a especificidade foi de 79,20% (57,30-92,10%). Nao levando
em consideragao a prevaléncia da DC na populagao estudada,
tem-se o valor preditivo positivo de 78,30% (55,8-91,70%} e o
valor preditivo negativo de 51,40% (34,70-67,50%), com o
coeficiente k de 0,2675 (desvio-padrao de 0,1175, Estatistica Z
-2,28, p=0,011), que segundo Landis & Koch, apud Kramer &
Feinstein (1981), tem uma concordancia razoavel.

Teste De Wb para deteccao de anticorpos especificos
contra fragoes antigénicas do T. Cruzi

As amostras de soros dos grupos |, I, lll e IV, quando
submetidas ao teste de WB reconheceram as diferentes
fragbes antigénicas da cepa Y do T. cruzi, em freqliéncia e
intensidade de reagao variadveis. As amostras do grupo |
reconheceram, em média, 7,71 fragoes da suspensao anti-

génica da cepa Y do T. cruzi, enquanto as amostras dos
grupos I, lll e IV reconheceram, em média, 1,47, 0,98 ¢ 0,28
fragoes, respectivamente. Nenhuma amostra dos grupos i,
lll e IV reconheceu mais que 5 fragoes antigénicas.

A Tabela 3 apresenta os titulos de anticorpos anti-T cruzi
obtidos na reagao da IFl, a relagao entre valor da absorbancia
da amostra no ELISA para o diagndstico sorolégico da DC e
o valor do cutoffe os resultados do teste de WB nas amostras
dos grupos |, I, Il e IV analisadas. Das 136 amostras de soros
de pacientes com DC, 118 (86,8%) apresentaram resultado
positivo no teste de WB, 16 (11,76%), indeterminado e 2
{1,47%), negativo. Nas 23 amostras do grupo ll, constituido de
pacientes com resultados contraditorios na reagao de IFl e no
ELISA empregadas na triagem sorolégica inicial, nenhuma
teve resultado positivo no WB, 14 (60,86%) apresentaram
resultado indeterminado e 9 (39,13%), negativo. Das 53 amos-
tras de soro de pacientes com outras doengas, 28 (52,83%)
apresentaram padrao indeterminado de reatividade no teste
de WB e 25 (47,16%), negativo. Das 50 amostras de soros de
individuos sadios, 42 (84,0%) apresentaram resultado negati-

TABELA 2
Resultados da reatividade das amostras de urina dos grupos V, VI, Vil e VIl no ELISA,
para detecgao de antigenos de T. cruzi

> ELISA® reagente El.lSA nio-rptgaﬂtl o :-: o o
GRUPO Diagnéstico ; " Relagao® o " Relagao TOTAL
. f L Abs/cutoff g _ % ~ Abs/cutoff '
v DC cronica 11 50,0 1,000 - 2,422 1 50,0 0,478 - 0,917 22
DC congénita 05 50,0 1,145 - 1,345 05 50,0 0,804 - 0,950 10
Vi DC cronica 02 50,0 1,017 - 1,029 02 50,0 0,846- 0,852 04
Vil Malaria (4] 25,0 1,018 03 75,0 0,763 - 0,794 04
Esquistessomose
mansbnica 01 33,0 1,151 02 66,7 0,823 - 0,866 03
IRG 01 50,0 3,434 01 50,0 0,755 02
LTA 02 100,0 1,160 - 1,226 00 00,0 0,000 02
Vil Normal \ 0o 00,0 0,000 T 100.0 0,862 -0,958 s

a + ELISA- Enzimaimunocensaio de duplo anticarpn em placas sensibilizadas com 8,50ug/ml de 1gG de soro hiperimune de coelho anti-T.cruzi, 80,88ug/ml g6 soro hiparimuna humano
anti- T.cruzi para detecqao, conjugado de coelho anti-IgG humano-peroxidase 1:50,000, revelada com OPD.Hz0y, leitura 492nm, cutoff 0,646 (X negativos + 2 DP); especificidade: 73,20%;
sensibilidade: 50,00%: valor preditivo positive: 78,30%; valor preditivo negative: 51,40%; b: relagao do valor da absorbancia obtida com a amostra & o cutoffdo ELISA (492nm); DC: Doenga

de Chagas; [RC: Insuficiéncia renal cronica; LTA: Leishmanicse tegumentar americana,

TABELA 3

Relagao dos resultados obtidos na reagao de IFl e no ELISA para o diagnostico sorolégico da DC

e no teste de Western Blot (WB) realizados nas amostras de soros dos grupos | Il, lll e IV

Resultado das reagoes Ramecatio pa Wh
u 3 2 %
Grupo | sorologicas para DC a:o::'as a‘:-l‘l.t}l;?l‘;‘:! Rulagho Atsfeutot P {7 N
- de soros anti-T.cruzi na IFl L E;LISA 5 ;
IF1 ELISA n % n % 'n %
| R R 136 1:40 - 1:10.240 1,264 - 11,827 118 86,8 16 11.76 2 1.47
It A NR 4 1:80 - 1:160 0,613 - 0,845 0 3 1
NR R 19 <1:40 1,077 -2,414 0 11 _ B
i 23 < 1:40 - 1:160 0,613-2,414 0 14 60,86 g 39,13
1l R NR 3 1:40 - 1:80 0,341 -0,538 0 2 1
NR R 1 < 1:40 1,497 0 1 0
NR NR 49 < 1:40 0,148 - 0,853 0 25 24
53 < 1:40 - 1:80 0,148 - 1,497 0 28 52,83 25 47,16
v NR NR . B0 <140 0,099 - 0,871 0 8 180 42 840

DC: Doanga da Chagas.
Grupo | - Amostras de soros de pacientes com DC.

Grupo Il ;: Amostras de soros de pacientes com apenas uma reagdo sorologica reagents para DC.

Grupo Il Amostras de soros de pacientes com outras doengas.
Grupo IV: Amuostras de soros de individuos sadios:
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IEL: Imunafluorascaneia indireta: ELISA: Enzimaimunoensain, WB: Western Blot; R: Reagente; NR: Nao-reagents; Abs: Absorbancia de 490nm; F: Positivo; It Indeterminado; N: Negativo;
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Fig. 1 - Western Blot de frag6es antigénicas de formas epimastigotas da cepa Y do T. cruz, reconhecidas pelas amostras de soros do grupo

I, de pacientes com doenga de Chagas (linhas a-f); grupo I, de pacientes com apenas uma rea

o soroldgica reagente para doenga de

Chagas (linhas g-k); grupo lll, de pacientes com outras doengas (linhas I-s] e grupo IV, de individuos sadios (linhas t-y). PadrGes de peso
molecular (PM), soro controle positivo (P), soro controle negativo (N). As amostras de soros foram diluidas a 1:100, conjugado anti- IgG

humana-peroxidase a 1:2.000 e 4-cloro-1-naftol como substrata.

vo, apenas 8 (16,0%) padrao indeterminado e nenhuma amos-
tra apresentou resultado positivo no teste de WB. A sensibili-
dade foi de 86,80% (79,69-91,89%) e a especificidade de
100,00% (91,10-100,00%), com intervalo de confianga de
95,00%. Nao levando em consideragao a prevaléncia da DC
na populacdo estudada, obteve-se valor preditivo positivo
de 100,00% (96,10-100,00%), valor preditivo negativo de
73,50% (61,20-83,20%) e coeficiente k de 0,7789 (estatistica
Z=10,89, p<0,0001). Segundo Landis & Koch, apud Kramer
& Feinstein (1981), houve uma concordancia consideravel.

Quando 136 amostras de soros do grupo | foram submeti-
das ao teste de WB, 21 proteinas principais, com peso
molecular aparente variando de 11 a 145kDa (11, 16, 25, 30,
33, 37,39, 45, 49, 52, 60, 64, 70, 75, 82, 88, 92, 97, 100, 105, 120,
125, 130, 135 e 145kDa) foram reconhecidas, mas a frequéncia
e intensidade de reagao foram variaveis. As proteinas com 25,
30, 33, 37, 39, 45 e 70kDa foram reconhecidas por mais de
50,0% das amostras analisadas, com a fregliéncia de 55,1%,
82,3%, 69, 1%, 50,7%. 52,9%, 560,0% & 50,0%, respectivamente.
Nas 23 amostras de scros do grupo Il, o teste de WB permitiu
detectar anticorpos que reconheceram proteinas com peso
molecular aparente de 11 a 75kDa, sendo as de 30, 39 e 46kDa
reconhecidas por 21,7% das amostras. Quando as 53 amos-
tras de soros do grupo Il foram submetidas ao teste de WB,
em 25 amostras nenhuma proteina foi reconhecida. Nas 28
restantes, proteinas com peso molecular de 16 a 160kDa
foram reconhecidas, todas com freqiiéncia inferior a 19,0% e
com fraca intensidade de reagao. Das 50 amostras de soros
do grupo IV, somente 8 reconheceram fracamente fragoes
protéicas com peso molecular de 18 a 87kDa, com freqiiéncia
nao superior a 6,0%.

A Figura 1 mostra os padroes de reatividade obtidos nas
amostras de soros dos grupos |, I, lll e IV, quando analisa-
das pelo teste de WB.

DISCUSSAO

Altos indices de positividade na deteccdo de antigenos
soluveis, empregando técnicas com mais baixa sensibilida-
de, tais como a FC e a precipitagao em gel, foram obtidos
por Siqueira et al. (1966), para a DC. Deve-se ressaltar que
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esses resultados podem ter sido decorrentes dos altos
indices de antigenemia apresentados pelos animais estu-
dados. Araujo (1979) demonstrou que a maior concentra-
¢ao de antigenos circulantes de T. cruzi, detectada por CIE
e FC no plasma de animais agudamente infectados, estava
presente durante o pico de parasitemia. Considerando que
as amostras de soros analisadas em nosso trabalho eram
provenientes de pacientes com DC na fase crénica, quando
ocorre uma baixa ou até mesmo nao-detectavel parasite-
mia, os indices de positividade de 4,70% a 25,0% obtidos
naIDRD, e de 50%, na CIE, estao de acordo com os relatados
na literatura (Tabela 1).

A simples SDS-PAGE de soros de pacientes com e sem
DC nao possibilitou o reconhecimento de fragoes especifi-
cas do T. cruzi, devido ao grande numero de fragdes com
peso molecular semelhante e possivelmente comum aos
soros de pacientes com DC, ao soro normal (25 a 135kDa)
e a4 suspensado antigénica do T. cruzi {18 a 115kDa). A
nao-obtencao de resultados satisfatorios poderia ser atri-
buida ao fato de que foram utilizadas amostras de soros
nao-concentradas e de pacientes na fase cronica da DC,
quando a parasitemia & baixa.

Quando analisadas pelo método de WB obtivemos
importante reagao inespecifica, uma vez que a maioria
das fragdes também foram reconhecidas pelo soro hu-
mano normal. A utilizagao de soros hiperimunes anti-T.
cruzi de outras espécies animais e, consequentemente,
de conjugados nao-especificos contra IgG humana pode-
ria melhorar a especificidade do reconhecimento das
fracoes protéicas.

Na SDS-PAGE, a amostra de urina de individuo nor-
mal (grupo VIII) apresentou 2 fragoes protéicas com peso
molecular aparente de 58 e 82kDa. O aparecimento des-
sas fragGes protéicas seria explicado pela proteinuria
fisiolégica. Sannazzaro et al. (1995) afirmaram que, mes-
mo em condigdes fisiologicas ideais, ocorre passagem
normal, fisiologica, de proteinas sericas atraves dos ca-
pilares glomerulares até o espago de Bowman, alcangan-
do uma concentragdo na urina primitiva da ordem de
34-80mg%, segundo a técnica utilizada para a dosagem
protéica.
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Com relagao aos resultados obtidos na SDS-PAGE das
amostras de urina de pacientes com DC (grupos V e VI), as
fragdes protéicas detectadas tinham peso molecular apa-
rente de 20 a B4kDa, enquanto as fragoes com 20, 27, 45, 49
e 82-84kDa apresentavam peso molecular préximo ou se-
melhante as fragoes detectadas na suspensao antigénica
da cepa Y do T. cruzi. Algumas destas fragGes sao concor-
dantes com as demonstradas por Freilij et al. (1987) que
detectaram e caracterizaram glicoproteinas de T. cruzicom
80 e 55kDa na urina de criangas com DC aguda e congénita.
Fernandes-Ferreira et al. (1989), quando analisaram amos-
tras de urina concentradas 100 vezes de pacientes com DC,
indicaram que pelo menos 3 fracoes protéicas, entre aque-
las com 100, 98, 76, 72, 45 e 33kDa, estavam presentes.

Quando submetidas ao WB, as amostras de urina dos
quatro grupos analisados, apresentaram frages que foram
reconhecidas tanto pelo soro hiperimune de coelho anti-T.
cruziquanto pelo soro pré-imune de coelho, caracterizando
um reconhecimento inespecifico das proteinas urinarias.

A especificidade do teste de WB poderia ser melhorada
com a utilizacdo de anticorpos monoespecificos contra
antigenos de T. cruzi eliminados na urina (Corral et al,
1989; Katzin et al., 1989a; Katzin et al., 1989b).

Tendo obtido resultados ainda nao satisfatérios para o
diagnéstica da DC, através desses métodos alternativos,
avaliamos a deteccdo de fragoes do T. cruzi na urina,
empregando o ELISA, o que poderia ser considerado equi-
valente como método de diagnéstico, a detecgao do para-
sita inteiro, com a vantagem da maior rapidez na obtengao
dos resultados. Embora exija tempo de aproximadamente
de 7 horas para ser completado, é de facil execugao e
apresentando indice de especificidade de 79,20%, com
valor preditivo positivo de 78,30%, poderia ser considerado
como técnica alternativa para elucidagao ou confirmacgéao
de resultados soroldgicos prévios. Quanto ao custo, essa
técnica pode ser padronizada com soros policlonais obti-
dos em animais de laboratério, nao exigindo reagentes de
alto custo e utilizando uma infra-estrutura laboratorial ja
implantada para o diagndstico de outras doengas, tais
como a infecgao pelo VIH. A utilizagao de mais de uma
amostra de urina de cada paciente poderia aumentar a
sensibilidade dessa reagao para a detecgao dos antigenos
urinarios, conforme recomendam Alexandre et al. (1994).
No caso da DCC, a pesquisa de antigenos sollveis possibi-
litaria diagndstico rapido da infecgao, ainda durante a per-
manénciadamae e do recém-nato no hospital, viabilizando
o tratamento precoce e o fato de que os antigenos do T.
cruzi, circulantes ou na urina, deixam de ser detectados
com a cura do paciente, torna esse método muito util e
pratico para a monitarizagdo dos resultados terapéuticos.

Os indices de especificidade e sensibilidade obtidos
diferem dos ja registrados na literatura, o que poderia ser
explicado por vérios fatores como a utilizagao de anticor-
pos policlonais e o método utilizado para a concentragao
das amostras de urina.

Por tltimo, avaliamos o método de WB como alternativa
para o diagndstico confirmatorio da DC.

Diferengas no peso molecular das proteinas reconhecidas
pelos diferentes soros tém side observadas quando resulta-
dos obtidos em diferentes estudos sado comparados. Muitas
dessas diferengas podem ser devidas a variagbes na mensu-
racao da distancia de migragao da fragao no gel (Teixeira et
al., 1994). Enquanto Snary & Hudson (1979) e Schechter et al.
(1983) descreveram a reatividade do soro de pacientes com
DC com a proteina de 90kDa, nossos resultados demonstra-
ram reatividade com a proteina cujo peso molecular aparente
era de 92kDa. Da mesma forma, Teixeira et al. (1994) demons-
traram 74% de reatividade & proteina com 55kDa, enquanto
nossos resultados apontam 43,38% de reatividade para a
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proteina com 52kDa. A maior frequéncia de reatividade foi
obtida com a proteina com 30kDa, quando 82,35% das amos-
tras de soros de pacientes com DC a reconheceram. Este dado
concorda com os relatados por Teixeira et al. (1994), que
encontraram 100% de reatividade para a mesma proteina.
Outra proteina de T. cruzi,com peso molecular de 25kDa, bem
caracterizada por Scharfstein et al. (1985}, foi reconhecida por
56,14% dos soros de pacientes com DC por nés analisados,
nao sendo reconhecida por soros de pacientes com outras
doengas e por soros de individuos normais, confirmando sua
especificidade e utilidade no imunodiagnéstico da DC.

Stolf (1992) cita que nao ha um consenso claro acerca
da definigao dos principais antigenos de T. cruzi na litera-
tura, principalmente devido a sua complexidade antigéni-
ca, associada com as limitagdes dos resultados obtidos por
diferentes técnicas. Na realidade, a maioria dos resultados
podem ser definidos como um complexo padrao de reati-
vidade do soro, demonstrando antigenos com pesos mo-
leculares de 15 a 200kDa.

A freqliéncia do ndmero de fragdes reconhecidas pelas
amostras dos soros dos grupos |, |1, lll e IV esta de acordo
com os resultados obtidos por Mendes et al. (1995}, que
foram de 12 para pacientes com DC, 0,63 para nao chaga-
sicos e 0,560 para pacientes com LTA .

A amostra foi por nés considerada positiva, no teste de WB
proposto, quando reconhecia, pelo menos 5 fragoes entre as
10 que tiveram as maiores freqliéncias de reconhecimento,
ou seja entre as de 25, 30, 33, 37, 39, 45, 52, 70, 75 e 92kDa.

Grande nimero de antigenos polipeptidicos da forma epi-
mastigota da cepa Y do T. cruzi foram reconhecidos pelos
soros de pacientes com DC. A maioria dos polipeptideos
reconhecidos, com freqliéncia e intensidade variavel de cor,
tinham peso molecular aparente de 11 a 145kDa. A sensibili-
dade de 86,80% foi obtida entre as 136 amostras de soros de
pacientes com DC, quando a positividade do WB ocorreu em
118 amostras, as quais apresentaram altos valores de absor-
bancia no ELISA, para a detecgao de anticorpos especificos
anti-T. cruzi, e elevados titulos de anticorpos detectados pela
reagao de IFl. Em contraste, quando os niveis de anticorpos
eram mais baixos, revelados pela menor absorbancia do
ELISA e menor titulo de anticorpos na IFl, o WB apresentou
resultado indeterminado ou negativo, como se mostra na
Tabela 3. Esses resultados indicam que as amostras que
apresentaram titulos baixos de anticorpos anti-T. cruzi, com
reatividade na “zona cinza” ou proxima do cutoffdo ELISA e
da IFl, nao tiveram resultado confirmado pelo WB.

Das 23 amostras de soros do grupo Il cujos resultados
nas reagoes de ELISA e IFl para DC foram limitrofes, embo-
ra apresentassem anticorpos que reconhecessem antige-
nos polipeptideos do T. cruzi com peso molecular aparente
de 11a 75kDa, esse reconhecimento ocorreu com menor
freqiéncia do que observada com as amostras de soros de
pacientes com DC (grupo |). Nenhuma amostra apresentou
a reatividade minima considerada como critério de positi-
vidade para o WB, nao tendo sido confirmado, o diagnds-
tico de DC.

Resultados falso-positivos na triagem soroldgica ini-
cial de doadores de sangue sao esperados e devem ser
elucidados. Em se tratando de candidatos a doador de
sangue, o sangue colhido deve ser eliminado e o indivi-
duo encaminhado para acompanhamento clinico e labo-
ratorial, com a realizagao de novos exames para a
confirmacao ou ndo dos resultados prévios. Nao se con-
firmando a existéncia de infegao pelo T. cruzi, pelo teste
de WB, ter-se-ia um importante dado que, juntamente
com os exames clinicos e os dados epidemioldgicos,
poderia descartar-se o diagndstico da DC. Assim, mini-
mizariamos as consequéncias médicas, sociais e legais
de um resultado sorolégico falso-positivo.
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A especificidade de 100% obtida no teste WB foi de-
corrente dos resultados das 53 amostras de soros de
pacientes com outras doengas (grupo lll) e das 50 amos-
tras de soros de individuos sadios (grupo 1V). Embora 28
amostras do grupo lll e B amostras do grupo IV apresen-
tassem anticorpos que reconheceram antigenos polipep-
tidicos do T. eruzi, o nimero de fragées, a freqiiéncia e a
intensidade da reagao foram insuficientes para conside-
ra-las como sendo um resultado positivo. Em 8 amostras
de soros de pacientes com LTA houve o reconhecimento
de proteinas com peso molecular aproximado de 18, 30,
39, 45, 52, 64, 70 e 82kDa, tendo sido reconhecidas as
proteinas de 18, 64 e 82kDa apenas por 1,47%, 14,7% e
23,52%, respectivamente, das amostras de soros de pa-
cientes com DC, que poderiam corresponder a antigenos
comuns ao T. cruzi e a Leishmania sp. que ndo sao
imunogénicos no T. cruzi.

Quanto ao procedimento técnico, os testes sorolagi-
cos para a pesquisa e a confirmagao da presenga de
anticorpos anti-VIH, anti-HTLV | e anti-HTLV Il tém trazido
o método de WB para a rotina laboratorial. Em relagao
ao WB utilizado para a deteccao de anticorpos especifi-
cos contra fracées antigénicas do T. cruzi, além de apre-
sentar indices de 86,8% de sensibilidade e 100% de
especificidade, mostrou ser rapido, podendo efetuar-se
em até 4 horas, sendo a leitura realizada visualmente ou
por densitometria. Com relagao ao procedimento técni-
co, as etapas de produgao das tiras (SDS-PAGE e eletroi-
munotransferéncia) contendo as fragoes antigénicas do
parasita, sdo as partes consideradas mais dificeis do
teste. No entanto, uma vez produzidas, as tiras sao ge-
ralmente estaveis (TSANG et al., 1989).

A grande vantagem que vemos no teste de WB, além de
proporcionar maior detalhamento da analise da resposta
imune humoral para os diferentes antigenos do T, cruzi, é
que pode aumentar a eficiéncia no diagnostico da DC, na
medida que possibilita a selecao de fragtes polipeptidicas
mais especificas, associadas naturalmente em “poliantige-
nos", garantindo o reconhecimento especifico pelos anti-
corpos anti-T. cruzi presentes na amostra a ser analisada,
dando maxima sensibilidade ao teste.

CONCLUSOES

A reacdo de contra-imunoeletroforese mostrou maior
sensibilidade {50,00%) que a imunodifusao radial dupla de
Quchterlony (4,70-25,00%) na detecgao de antigenos circu-
lantes do T. cruzi nas amostras de soros analisadas;

Os métodos de eletroforese em gel de poliacrilamida e
Western Biot nac permitiram a detecgao de antigenos cir-
culantes de T. eruzi nas amostras de soros analisadas
devido ao grande numero de fragdes com peso molecular
aparente comum entre os soros analisados (25 a 135kDa) e
a suspensao antigénica dacepa Y do T. cruzi (18 a 115kDa),
assim como por causa do reconhecimento inespecifico da
maioria das fragoes, tanto por intermédio de soro hiperi-
mune humano anti-T. cruzi como pelo soro humano nor-
mal, no Western Blot;

O meétado de eletroforese em gel de poliacrilamida per-
mitiu a detecgao de fragdes protéicas com peso molecular
aparente de 20 a 84kDa em amostras de urinas de pacientes
com doenga de Chagas. Fragdes com peso molecular apa-
rente de 58 e 82kDa foram detectadas em amostras de urina
de individuos sadios, sendo atribuida sua presencga a pro-
teindria fisioldgica;

Através do Western Blot, a maioria das fragoes detecta-
das nas amostras de urina foram reconhecidas tanto pelo
sora hiperimune de coelho anti-T. cruzi quanto pelo soro
pré-imune de coelho, caracterizando um reconhecimento
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inespecifico das proteinas urinarias pelos soros e conjuga-
do empregados;

O enzimaimunoensaio de “sanduiche” de duplo anticor-
po utilizado apresentou sensibilidade de 50,00% e especi-
ficidade de 79,20%, na detecgao de antigenos urinarios de
T. cruzi nas amostras analisadas;

Os anticorpos séricos presentes nas amostras de pa-
cientes com doenga de Chagas reconheceram pelo Wes-
tern Blot, frag6es antigénicas da cepa Y do T. cruzi, com
peso molecular aparente de 11 a 145kDa, tendo sido reco-
nhecidas com maior frequéncia e com maior intensidade
de reacao as fragoes com 25, 30, 33, 37, 39, 45,52, 70, 75 e
92kDa. O método de Western Blot, empregando antigenos
de formas epimastigotas da cepa Y do T. cruzi, apresentou
indices de 86,80% de sensibilidade e 100,00% de especifi-
cidade nas amostras de soro analisadas;

O padrao indeterminado de reatividade no Western Blot
foi observado em 60,86% das amostras de soros de pacien-
tes com apenas uma reagao sorologica reagente para doen-
¢a de Chagas (grupo I1); em 52,83% das amostras de soros
de pacientes com outras doengas (grupo Ill) e em 16,00%
das amostras de soros de individuos sadios {grupo V),
confirmando a ocorréncia de reatividade cruzada entre
estruturas antigéncias comuns ao 7. cruzi e a varias bacté-
rias e parasitas, bem como a interagao com aglutininas
inespecificas.
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Saude em assentamentos rurais:

uma questio de parcerias e politica social

Health in rural settlement: a question of partnership
and social policy

Aurea R. Telles Pupulin', Vanalice Paulino?, Ana Paula Agostinho Mexia’,
Iraclides Borges® & Silvana Marques de Aratijo’

RESUMO - Através de convénio estabelecido entre a Universidade Estadual de Maringa (UEM) e
a Cooperativa Central de Reforma Agraria (CCA), com a participacao de académicos do curso de
Enfermagem da UEM, foi realizado um estudo para determinar a prevaléncia de enteroparasitos
no Assentamento Novo Paraiso — Pitanga/PR. Um total de 101 amostras fecais foi coletado sendo
42 amostras de criancas de 0 a 14 anos e 59 de adultos. Foram utilizados os métodos parasitold-
gicos de Kato-Katz e Willis modificado com sulfato de zinco. As familias responderam a um
questionario sobre condigées de vida e saneamento basico no assentamento. Apds o diagnéstico
parasitolégico e andlise das respostas do questionério, foi feito o tratamento especifico dos
parasitados e foram desenvolvidas atividades de educacao sanitaria. Estas atividades abordaram
transmissao, profilaxia e controle das enteroparasitoses, nogoes de higiene pessoal, nutrigao e
cuidados com os alimentos, enfocando principalmente a dgua. Apas 2 meses de trabalho foram
realizados novos exames parasitolégicos concluindo-se que embora a melhoria possa ser cons-
tatada ela nao é totalmente efetiva. O saneamento basico e a educagao sanitaria sao as mais
importantes medidas administrativas a serem pensadas. A necessidade de se fazer trabalhos
continuados fica evidente, mesmo em comunidades organizadas.

PALAVRAS-CHAVE — Enteroparasitoses; Assentamentos; Profilaxia e controle.

SUMMARY - An agreement between the State University of Maringd (UEM) and the Central
Cooperetive for Agricultural Reform (CCA), with the participation of some nursing academics from
UEM, was set up to develop a survey of intestinal parasites in Novo Paraiso, a rural settlement in
Pitanga-Parana, Brazil. A total of 101 stools specimens were collected. Forty-two and 59 samples
were collected from children (0-14 years) and adults, respectively. These samples were examined
by Kato-Katz and Willis Zinc modified techniques. Families in the settlement was asked to fill in a
questionaire about their lives and basic sanitation conditions. Rigth after the diagnosis and
questionary analysis a treatment was initiated with the infected people. Also, sanitary measures
were taken and basic hygiene lessons were taught. Discussion about intestinal parasite trasmis-
sion, prophylaxis and control of intestinal parasites, basic hygiene notions, nutrition and special
care with food water, were carried out. After two month of work new parasitological tests were
done but a not very satisfactory result was achieved. Still, basic sanitation, basic personal hygiene
notions and heath educational are the most important administrative decision to be taken. It seams
clear that a serious and continued work is essential to control intestinal parasites even in organized
communities.

KEY WORDS - Intestinal parasites; Prophylaxis and cortrol; Rural settlement.

INTRODUGAO

A salde é uma das primeiras necessidades do povo. As
doengas de um mado geral, incluindo as enteroparasitoses
conduzem a uma perda socio-econdmica da familia e da
comunidade.! Os programas de controle das parasitoses
intestinais em colaboragao com outros programas coleti-
vos de satide mostram-se efetivos e muito bem sucedidos
quando ha entre eles integragdo.” A OMS preconiza a par-
ticipagao dinamica da populagao nos programas de contro-
le? e como salientado por pesquisadores que trabalham
nao apenas no controle de parasitoses intestinais, mas em
outros tipos de parasitoses, agées educativas conduzidas
de forma concreta constituem instrumento facilitador da
participagdo.? As campanhas de controle e erradicagao das

enteroparasitoses nao requerem agdes que exijam equipa-
mentos meédicos complexos, de alta e avangada tecnologia
nem de mao-de-obra técnica altamente especializada, mas
sao necessarias decisGes radicais com conscientizagao das
comunidades sobre higiene e educagao sanitaria onde os
cuidados com alimentos, agua e destino de dejetos sejam
enfocados primordialmente. A Universidade através dos
professores, alunos e funciondrios envolvidos em projetos
de extensao é elemento valioso para a divulgagao dos
conhecimentos basicos de educagao comunitaria e incen-
tivo a mudanca de habitos.

Os assentamentos rurais na regiao sul sao geralmente
organizados pelo Movimento Sem Terra (MST) carregando
consigo o preconceito que a midia impinge a sociedade
brasileira. Seus integrantes sao vistos como pessoas que
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invadem terras promovendo anarquia. Este trabalho apresen-
tara um outro lado dos assentamentos, que muitas pessoas
desconhecem. A forga de vontade, capacidade de lutar, traba-
Ihar, progredir, e produzir de pessoas que passam por dificul-
dades de todo nivel caracterizam estas populagdes que com
apoio de Grgaos competentes crescem e se maostram orgu-
Ilhosas e agradecidas pelo desenvolvimento alcangado.

Convénios estabelecidos entre a Universidade Estadual
de Maringa e a Cooperativa Central de Reforma Agraria
(CCA) permitem o desenvolvimento de projetos sobre di-
ferentes temas por académicos de varios cursos. Estes
alunos passam nao s6 a conhecer a realidade dessas co-
munidades como atuam de forma decisiva na melhoria da
qualidade de vida dos assentados.

O Assentamento Novo Paraiso localizado em Pitan-
ga/Pr., com 27 familias, & composto de uma populagao
jovem, trabalhando em regime de cooperativa, nao dispoe
de qualquer servigo de saude e possui precarias condigoes
sanitarias e de higiene.

Baseado nas informagoes obtidas a respeito desta co-
munidade este trabalho foi orientado no sentido de promo-
ver a esta populacao melhoria de vida de uma maneira
geral, atraves de conscientizagao dos problemas existentes
a nivel de saide envolvendo doengas parasitarias, higiene,
saude publica e nutricao.

MATERIAL E METODOS

Populagao estudada: O Assentamento Novo Paraiso fica
a 32 km da cidade de Pitanga/Pr., ocupa uma area de 720
hectares regularizada em junho/1992. Possui 24 casas sen-
do 12 de lona {50%), 11 de madeira e lona (45,8%) e 1 de
madeira (4,2%), geralmente com gquatro pessoas ou mais
residindo em um espaco de cerca de 10 m?. As residéncias
sao de chao batido com banheiro sempre situado ao lado
da casa com fossa séptica.

As casas tém sua pequena horta, mas geralmente utili-
zam a horta comunitaria que fica a 400 m das residéncias.
Com relagao aos animais existentes no assentamento po-
dem ser destacados caes, gatos, galinhas e patos que sao
criados em liberdade. Caprinos, bovinos, eqliinos e suinos
sao criados em regime de confinamento.

Com relagdo a agua para abastecimento da comunidade
apesar de existir um pogo artesiano ja perfurado, por ques-
toes hurocraticas ainda nao fora instalado. Desta forma o
fornecimento de agua era feito por uma fonte duvidosa,
sem as minimas condicoes de higiene de onde também os
animais se serviam livremente.

A alimentagao em dias de trabalho é feita em refeitorio
comunitario, ao final de semana as refeicoes sao feitas
individualmente em cada casa.

A populagao deste assentamento é constituida por 101
pessoas com idades gue variam de um més a 47 anos. A
maioria trabalha. Até os sete anos as criangas ficam na
creche recebendo cuidados das mulheres que nao tém
condigbes de realizar outras ocupagdes (mulheres que
amamentam). Quando completam sete anos, as criangas
vao para a escola localizada na propria fazenda e retornam
em outro periodo para a creche. A partir dos 11 anos,
comegam a trabalhar por meio periodo. Como os assenta-
dos trabalham em regime de cooperativa sdo anotadas
todas as horas trabalhadas por cooperado por periodo.

0 acesso a uma consulta médica é praticamente impos-
sivel para os assentados uma vez que a cidade mais proxi-
ma localiza-se a 32 km do assentamento. Além disso, o
posto de saude comega a atender as sete horas da manha
e os habitantes do assentamento nao tém como chegar
mais cedo. Sao obrigados em muitas ocasides recorrer a
fitoterdpicos como alternativa de cura.
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METODOLOGIA

Informagdes coletadas no assentamento: Através de
questionario proprio foram investigadas condigées de vida
e de saneamento basico das 27 familias assentadas.

Exame parasitologico de fezes: Foram realizados 101
exames parasitoldgicos de fezes em criangas e adultos do
assentamento. Os metodos parasitoldgicos usados foram:
Kato Katz* e Willis modificado com sulfato de zinco.5

Apds o diagndstico parasitoldgico as criancas e adultos
receberam tratamento aloterapico especifico. Dois meses
apos o tratamento foram realizados novamente os exames
coproldgicos para controle de cura.

Educacao sanitaria: Apos analise das respostas do ques-
tionario e o resultado do primeiro exame parasitolégico da
comunidade foram realizadas reuniées com lideres da
comunidade com o objetivo de se estabelecer medidas
viaveis para melhoria das condigoes de vida da populacao.

O trabalho de educagao sanitaria para os adultos consis-
tiu de palestras mensais perfazendo um total de 6 palestras
sobre nutricao e cuidados com os alimentos, transmissao
e profilaxia das enteroparasitoses. Paralelamente foi feita
adistribuigao de panfletos educativos abordando principal-
mente a questao da agua como veiculador de patogenos.
Para as criancas foram realizados teatros e brincadeiras
sobre as parasitoses e higiene.

As comparagoes estatisticas foram feitas utilizando-
se o teste do Qui-quadrado com nivel critico de signifi-
cancia de 5%.

RESULTADOS

Foram realizados 101 exames parasitoldgicos de fezes
sendo 42 de criangas (0 a 14 anos) e 59 de adultos, ou seja,
em 100% da populacao assentada.

A Tabela 1 mostra que das 42 criangas examinadas, 29
apresentaram resultados positivos para enteroparasitas
(69%). Para a populagao adulta, dos 59 individuos exami-
nados 31 apresentaram resultados positivos {52,6%).

A Tabela 2 expressa a prevaléncia de protozoarios e
helmintos intestinais sendo que o maior percentual foi

TABELA 1
Positividade de exames parasitoldgicos de fezes
em criancas de 0 a 14 anos e adultos do Assentamento
Novo Paraiso - Pitanga/Pr., 1995

o ' Nede . N2de i

Resuitado Criancas Yo  Adultos %

Positivos 29 69 31 52,6

 Negativos 13 -m . W s

Total 42 100 59 100
TABELA 2

Prevaléncia de protozoarios, helmintos e poliparasitismo
em criangas e adultos do Assentamento
Novo Paraiso - Pitanga/Pr., 1995

et B e B
Prot.ozoé.n.r'ms 5 17.25 . 14 | 46
Helmintos 4 W\ e
Protozoarios/ .
Helmintos 20 68,96 08 19,5
Tow o9 o g 100
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TABELA 3
Diferentes espécies de protozoarios e helmintos
em criangas de 0 a 14 anos e adultos no Assentamento
Novo Paraiso - Pitanga/Pr., 1995

Paresito . oote, Mikss -
E.oali 18 42.9 12 20.3
T e T
E. histolytica 06 i4.3 02 3.4
Faoor L s
I. butsehili 0 0 02 3.4
A lumbricoides 08 190 w1
Ancilostomideos 06 4.3 11 18.6
S. stercoralis 05 115 62 .~ s
H. nana . 03 7.1 01 [
Pl g g T

observado para poliparasitismo (protozoarios e helmintos)
na faixa etaria de 0 a 14 anos enquanto que para a popula-
¢ao com faixa etéria >14 anos obteve-se uma maior preva-
l&ncia de protozoarios.

A Tabela 3 mostra as diferentes espécies de protozoarios
e helmintos na populagao adulta e infantil. Na populagao
infantil a espécie Ascaris lumbricoides (8 casos - 19%) foi a
mais freqliente seguida por Ancilostomideos (6 - 14,3%) e
Strongyloides stercoralis (5 - 11,9%). Para os protozoarios
obteve-se maior freqliéncia de Entamoeba coli (18 - 42%)
seguida de Giardia lamblia(9-21,4%) e Entamoeba histolytica
(6 - 14,4%). Na populagao adulta os ancilostomideos foram os
helmintos mais freqiientes (11 - 18,6%). Com relagao aos
protozoarios Entamoeba coli (12 - 20,3%) foi a espécie mais
freqliente seguida de Giardia lamblia (6 - 10,2%).

Apos a deteccado das parasitoses mais freqlientes nos
assentados foi estabelecido um programa para o controle
destas. Toda a populagao parasitada foi submetida as ati-
vidades de educacao sanitaria e tratada com medicagao
especifica.

Com relagao a comportamento e atitudes, a populagao
infantil passou a usar calgados constantemente, passou a
relatar atos simples de higiene pessoal como lavar as maos
antes das refeigoes e apos ir ao banheiro. O pogo artesiano
foi colocado em funcionamento. Os adultos passaram a
trabalhar na terra com botas. Houve melhoria nas condi-
¢oes gerais de higiene na producao de alimentos principal-
mente na lida com vacas leiteiras e com suinos.

Os resultados dos exames coprolégicos realizados apés
as atividades de educacgao sanitaria e o tratamento especi-
fico sdo mostrados na Tabela 4. Os percentuais de cura para
os helmintos variam de 42,5 a 100%. Para os protozoarios
estes percentuais variam de 14,71 a 61%.

DISCUSSAO

As helmintoses intestinais sao ainda consideradas como
nosologias de repercussoes importantes a salde humana,
principalmente na idade escolar onde sao encontrados os
indices de prevaléncia mais elevados. Na primeira reuniao
internacional sobre a campanha "Educagédo Basica para
Todos" realizada em Estocolmo em 1989 pela UNESCOE® as
helmintoses intestinais foram consideradas como primeiro
alvo para acoes imediatas de intervencdo. Embora exista
orientagao no sentido de controlar helmintoses intestinais
através de programas de desparasitacao periédicos, duas
a trés vezes por ano com drogas polivalentes’#21% gs fato-
res determinantes da prevaléncia sdo complexos pois es-
tao relacionados a aspectos sociais, econdémicos e
culturais. Desta forma & importante considerar as recomen-
dagées da Organizagao Mundial da Salide quanto 3 partici-
pagao da populagao no controle das parasitoses. Essa
participagao deve ser dinamica e consciente seja no plane-
jamento, na implantagdo, monitoragao e avaliagdo das
campanhas.?

Segundo Gilmar Mauro, coordenador do Movimento
Sem Terra (MST) "a ocupagdo & um dos Unicos meios de
demonstrar que existem terras improdutivas, passiveis de
desapropriagao; de dizer ao governo que a situagao no
meio rural é insustentavel, e que a miséria é generalizada®.
Com a formagao de assentamentos essa situagao nao se
modifica de um momento ao outro. Para que ocorra a
melhoria é preciso que a populacgao tenha decisao e auxilio
de profissionais e drgaos especificos. O presente trabalho

TABELA 4
Numero de exames positivos para espécies de protozoarios e helmintos em criancas e adultos do Assentamento Novo
Paraiso-Pitanga/PR antes e apds tratamento especifico associado a educagao sanitéria

E. coli - 30 29.7 1 12.8 57.0 7.770 0.0053
Glardia lamblia = = i e g e ‘“‘53 ” 0.6839
E. histolytica 8 79 47 405 0828 0.3628
Boams s 0l e s 2 tod B0 RN
lodamoeba butschlii 2 s 2.0 1 1.2 _ 40.0 _

Ascaris lumbricoides 9 89 o s

An;tﬁosrom.-deos 17 16.8 7 8.1 56.9

Strongyloides stercoralis 8 . 18 iy 12 e -

Taenia sp. : 1 1.0 0 0o 100

Bypndpishee i 5 04 E M D 23 425

Total de pessoas examinadas 101 - 86 - - - -
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mostra efetivamente esta realidade mesmo abordando
uma fatia diminuta desta problematica.

Embora ndo tenham sido utilizadas as ferramentas es-
pecificas comumente usadas em estudos epidemiolégicos
e o percentual de infecgdo por parasitos seja o unico para-
metro mensuravel utilizado a convivéncia do dia a dia com
a populagédo detectou melhorias significativas, revelando o
estado de consciéncia desenvolvido pela comunidade.
Essa convivéncia possibilitou ainda a sugestao que inter-
vengdes continuadas em comunidades com um minimo de
organizacao pode ser a solugao para problemas basicos de
salde e higiene em um pais onde a miséria ainda acomete
grande parte da populagao.

Na infra-estrutura do Assentamento de Pitanga foi
observada melhoria, principalmente envolvendo questoes
sobre agua, manipulagado de alimentos, habitos pessoais
e sociais visando a queda na prevaléncia dos parasitos
mais freqlientes. A constatacao da queda esta clara na
Tabela 4 onde os parasitos passiveis de controle por
melhoria dos habitas de higiene pessoal e protegao ao
lidar com a terra tiveram sua prevaléncia significativa-
mente reduzida.

Com relagao a agua, como resultado da conscientizagao
atingida, nao é mais ingerida d4gua da mina, uma vez que
foi instalado o pogo artesiano. Essa problematica foi bas-
tante trabalhada visto que a maior incidéncia de parasitos
foi de enteroprotozoarios, que segundo Pessda & Martins™
estaria diretamente relacionada a veiculagao hidrica. Con-
forme observado na Tabela 4 o maior indice foi de Enta-
moeba coli (29,7%) que embora seja comensal reflete o
grau de contaminagao da agua e alimentos por dejetos
fecais. O encontro de Endolimax nana e lodamoeba buts-
chiii confirmam o exposto. As prevaléncias de Giardia
lamblia (14,8%) e Entamoeba histolytica (7,9%) reforcam tal
idéia. Estes dados s@o preocupantes quando pensamos
que E. histolytica pode levar a morte e que apds um ano de
trabalho com indicagdes de que a populagdo estivesse
consciente do problema o porcentual de cura foi de no
maximo 57 %.

A presenga de Ascaris lumbricoides (8,9%), Ancilostomi-
deos (16,8%) e S. stercoralis (7,9%) revelam a contamina-
¢ao do peridomicilio e solo de uma maneira geral. A
prevalénciado A. lumbricoides foi maior em criangas o que
concorda com a literatura.’? No caso dos Ancilostomideos
a prevaléncia foi maior em adultos revelando trabalho com
a terra. Apds o tratamento especifico e todo o trabalho de
conscientizagao foi verificado menores percentuais de in-
dividuos infectados com estes helmintos. Foi significativa
a redugado no percentual de positividade para S. stercoralis.
A utilizagao de botas durante o trabalho e o uso de calgados
foram héabitos incorporados tanto aos costumes da popu-
lagao adulta como infantil e que serviram para prevengao
destas helmintoses. Da mesma forma o hébito de lavar as
maos antes das refeigGes e apds ir ao banheiro passou a
ser rotina entre a populacao sendo que as proprias criangas
criticavam guem nao os exercia.

Os baixos porcentuais observados para Taenia sp. de-
vem ser considerados com precaugao devido a pouca es-
pecificidade dos métodos utilizados para o diagnostico.

Foram implatadas melhorias na obten¢ao de alimentos,
em especial o leite. Foi criado um novo estabulo, inclusive
com pediltuvio favorecendo a limpeza no interior do recinto.

Em conjunto estes dados sugerem gue o saneamento
basico e a educagdo sanitaria sdo as mais importantes
medidas administrativas a serem pensadas. Sugerem ain-
da que embora a melhoria possa ser constatada ela nao é
totalmente efetiva, mesmo trabalhando-se com comunida-
des organizadas. A necessidade de se fazer trabalhos con-
tinuados fica evidente.
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Este trabalho comprova a importancia de se estabele-
cer parcerias entre sociedade organizada e assentados,
desmistificando a imagem marginal do assentado e com-
provando que os individuos podem "participar efetiva-
mente no planejamento, implemento e avaliagao de
programas de controle, contribuindo ativamente para
prevencao de parasitoses e promogao de saude".2 Cria
também a perspectiva de participagao e compromisso de
académicos de universidades publicas com a salude em
geral. Em um pais onde € grande o nivel de caréncia e
miséria, onde o sistema de salde esta longe de ser no
minimo satisfatério, cidadaos que tiveram o privilégio de
usufruir de ensino gratuito devem se sentir responsaveis
pela doagéo de parte do conhecimento recebido através
de agoes praticas.
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Perfil do
Farmacéutico Bioquimico
Analista Clinico

E o profissional universitdrio preparado especialmente para o
Laboratério de Analises Clinicas, no qual realiza os exames com-
plementares necessarios para o diagnéstico, prevengdo, controle e
tratamento das doengas humanas.

E o unico profissional universitario da drea de saude que tem
preparagéo sélida nas areas da quimica, da fisica e dabiologia, necessarias
para sua especializagdo em Analises Clinicas.

O seu curso universitario é constituido de trés partes:

Na primeira parte, Ihe é fornecido um excepcional suporte quimico
e fisico, gragas as disciplinas de quimica geral, quimica organica,
quimica inorgénica, fisica geral e fisico-quimica. Além desses co-
nhecimentos basicos, cursa as disciplinas de quimica organica expe-
rimental, analise fisica, andlise orgénica, quimica analitica e bioquimica,
que sdo imprescindiveis para a sua atuagao na profissao.

Além dessas disciplinas citadas, lhe é fornecido um suporte basico
da 4rea bioldgica, gragas as disciplinas de anatomia, histologia,
embriologia, genética, patologia, microbiologia, imunologia basica,
parasitologia e higiene social, todas necessarias para a sua espe-
cialidade, assim como, as disciplinas de estatistica e calculo diferencial

integral.

A segunda parte de seu curriculo constitui verdadeiramente o seu
curso de especializagdo em Andlises Clinicas. Nesta etapa, Ihe sao
dadas todas as disciplinas de aplicagdo especializada nas Analises
Clinicas, nas quais tem destaque os métodos e técnicas aplicadas ao
diagnostico e controle das doengas humanas utilizados no laboratério:
bioquimica clinica, hematologia clinica, microbiologia clinica, imunologia
clinica, parasitologia clinica, radicimunoensaio e controle de qualidade.

Para complementar a sua formagéao, na terceira parte, o profissional,
apos a conclusdo de todas as disciplinas, realiza obrigatoriamente um
estagio supervisionado de 500 horas em laboratério de Anélises Clinicas
de hospital universitario ou laboratério credenciado pela Faculdade.

Portanto, sdo praticamente cinco anos de estudos e praticas
laboratoriais que credenciam o Farmacéutico Bioquimico como capacitado
para o exercicio das Andlises Clinicas.




