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Testes rapidos: Uma grande solugao ou um
grande risco?
Rapid tests: a great solution or a great risk?

A tecnologia dos testes rapidos tem recebido vultosos investimentos da industria
de diagnédstico mundial, e por isso estdo se multiplicando na diversidade de parametros
disponiveis e na melhoria da qualidade dos resultados. Mas ainda apresentam limita-
¢des que devem ser consideradas quando sdo estabelecidas as estratégias de seu
uso. Sao testes que devem ser utilizados no conjunto de tecnologias disponiveis e que,
de forma racional, buscam o diagnéstico laboratorial definitivo.

Néo estamos discutindo a qualidade dos testes rapidos, mas a forma com que
sao ou podem ser usados. E extremamente perigoso, oneroso e inadequado utiliza-los
sem pessoal habilitado, sem controle da qualidade (a letra "C do teste néo é controle da
qualidade), sem registros adequados, sem encaminhamento seguro e correto do paci-
ente para a complementacéo do diagnéstico laboratorial e sem a rastreabilidade dos
processos.

E muito preocupante que um procedimento laboratorial possa ser banalizado dan-
do a entender que se trata de um teste simples e que qualquer um pode realiza-lo. Exis-
tem os autotestes que sdo produzidos e embalados de forma individualizada com o
objetivo de serem manuseados por pessoas leigas e com objetivos bem definidos. Mas
o que estamos tratando sao de testes rapidos, que sé@o procedimentos laboratoriais e,
portanto, devem ser operados atendendo a todos os requisitos técnicos previstos nas
normas vigentes

Em nome do acesso mais facilitado ndo se pode desconsiderar a necessidade
de garantir a qualidade do procedimento e a seguranca do paciente. Estes testes, sen-
do utilizados dentro de um processo de triagem e havendo o encaminhamento correto e
seguro do paciente para a busca do diagnéstico laboratorial mais conclusivo, tratar-se-
ia de uma estratégia 6tima para a salde publica. Porem, usados de forma isolada,
insegura e dispersiva, apenas sera conveniente para os fabricantes e fornecedores.
Além disso, os recursos destinados a saude, que ja séo insuficientes, ndo podem ser
desperdicados com politicas publicas que ndo possuem foco na otimizacdo dos pro-
cessos.

Portanto, a execucao dos testes rapidos convém que permaneca vinculada a um
laboratoério clinico. Se realizados em outros locais, como farmacias e unidades de sau-
de, devem cumprir com os mesmos requisitos exigidos dos laboratérios. N&o é aceita-
vel que exames sejam feitos fora de um laboratério corn seguranca inferior. Asociedade
tem o direito de receber a mesma qualidade de atendimento, seja qual for o local ou
pretexto para a realizagdo do exame.

Com certeza, as Sociedades Cientificas estdo a disposicao das autoridades go-
vernamentais para, juntos, construirem politicas publicas com qualidade e seguranca,
permitindo que os recursos sejam aplicados de forma criteriosa, eficiente e eficaz.

Dr. Luiz Fernando Barcelos
Presidente da Sociedade Brasileira de Anélises Clinicas (SBAC)
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Editorial/Editorial

Sobre a Febre do Mayaro: uma emergente
arbovirose
About Mayaro Fever: an emerging arbovirus

Desde que foi descoberto, em 1954, em Trinidad y Tobago, que o virus Mayaro
(MAYV), agente etiolégico da febre do Mayaro, vem sendo identificado em varias
regides de floresta tropical e areas rurais de paises localizados na América Central e
do Sul, como a Bolivia, Brasil, Coldmbia, Costa Rica, Equador, Guatemala, Guiana,
Guiana Francesa, México, Panama, Peru, Suriname e VVenezuela.("? Esse virus, for-
mado por RNA de cadeia simples, o que lhe confere grande adaptabilidade para
hospedeiros e infecgdo, em decorréncia de elevadas taxas de mutacéo, pertence a
familia Togaviridae, género Alphavirus, que inclui também outras 29 espécies, entre
elas os agentes causais da encefalite equina do leste, encefalite equina venezuelana,
encefalite equina do oeste e a febre Chikungunya.®4

O virus Mayaro é um arbovirus (arthropod-borne virus), tendo em vista ser trans-
mitido por artrépodes hemato6fagos, que se mantém na natureza a partir de um ciclo
zoonético ecoepidemiologicamente complexo, que inclui, com frequéncia, primatas
ndao humanos e mosquitos vetores da familia Culicidae, em especial o género
Hemagogus, a semelhanca do que ocorre com a febre amarela silvestre.*® Resumi-
damente, ao fazer o repasto sanguineo sobre um animal virémico (aves, répteis e
mamiferos), o artropode se contamina (periodo de incubacéo extrinseco) e se torna
capaz de transmitir, em novo repasto sanguineo, o virus a um animal saudavel. Impor-
ta mencionar que, ao infectar o artrépode, o virus se aloja em sua glandular salivar,
contaminando, por conseguinte, a saliva, que, no momento da ingestédo de sangue, é
liberada na circulagao vascular periférica do hospedeiro.®® Uma transmisséo verti-
cal parece ser também possivel através de uma via transovariana, onde o artrépode
parental transmite o arbovirus a sua progénie.”

Os seres humanos que vivem ou ingressam em areas rurais endémicas podem
também ser infectados pelo virus Mayaro, desenvolvendo uma condicéo clinica
inespecifica caracterizada por febre, calafrios, rash cutaneo, mialgia, dor retro-orbital,
fotofobia, enxaqueca, dores nas articulagdes, nauseas e diarreia.*2® As erupgdes na
pele acometem, principalmente, a regido toracica, bragos e pernas e, com menos
frequéncia, a face. A artralgia € um aspecto conspicuo e pode persistir por meses ou
anos."® Dores abdominais, faringite, congestao nasal, tosse, ictericia e manifesta-
¢bdes hemorragicas podem ser observadas. Leucopenia e plaquetopenia podem tam-
bém ocorrer.*® A doenca apresenta um periodo de incubacgao intrinseco de 3 a 11
dias, mas os sintomas, normalmente, estéo presentes entre 5 a 7 dias." O diagnos-
tico de febre de Mayaro com base em suas manifestacdes clinicas é dificil de ser
realizado, em decorréncia de outros quadros clinicos similares produzidos por dife-
rentes agentes virais.® Asorologia é preferivel, sendo mais efetiva quanto procedida
na fase aguda da doencga. Na fase de convalescéncia, reagdes cruzadas com o virus
Chikungunya tém sido descritas. Abiologia molecular pode apresentar algumas limi-
tacdes quanto a deteccéao viral, em fungéo do periodo em que o virus esta presente no
organismo.®89

DOI: 10.21877/2448-3877.201700603
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Sobre a Febre do Mayaro: uma emergente arbovirose

RBAC. 2017;49(2):118-9

Classicamente, o ciclo de transmisséao do virus Mayaro esta associado a areas
silvestres e a condigdes climaticas. No Brasil, a Febre do Mayaro esta mais restrita a
regido amazonica, que é a area de endemicidade da doenca no pais.?*% Mudangas
ambientais introduzidas pelos seres humanos, contudo, tém produzido alteragées nas
caracteristicas ecolégicas das arboviroses. As ingeréncias sobre os ecossistemas
podem levar, de fato, ao aumento da prevaléncia dos artrépodes vetores, a criacado
de novos reservatorios ou a adaptacao a novos ou alternativos ciclos de manutengéo
na natureza.” O crescimento populacional € um outro fator que tem contribuido para a
emergéncia ou re-emergéncia das arboviroses. O adensamento e a degradacgéo das
areas urbanas e periurbanas favorecem o contagio viral.®” O deslocamento de pes-
soas infectadas em veiculos com grande autonomia permitem ainda aos arbovirus
atravessarem longas distancias, disseminando-se dentro e entre continentes, o que
confere um importante potencial para espalhamentos epidémicos.”'%'" Igualmente,
o deslocamento geografico dos arbovirus pode se dar pela movimentacgéo do reser-
vatério animal ou do artrépode vetor. A migragcéo dos arbovirus para areas urbanas
oportuniza a transmissé@o do agente por outros artrépodes, notadamente aqueles
antropofilicos, levando a importantes alteragdes e riscos epidemiolégicos e de saude
publica.®1®" Nesse sentido, a transmissdo em areas urbanas, num ciclo homem-
mosquito-homem, pode ocorrer fora dos focos enzooéticos pelo Aedes aegypti, Aedes
albopictus e Aedes scapularis e determinar, potencialmente, grandes epidemias, a
semelhanca do que vem ocorrendo com a Dengue, Febre Amarela e Chikungunya,
nas principais cidades brasileiras.!"23'") Importa reiterar que todos esses fatos com-
binados colocam, claramente, o virus Mayaro em um contexto de alerta sanitario, ten-
do em vista representarem um risco epidemiologico de iminente transmisséao urbana
desse arbovirus.®
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Artigo de Revisao/Review Article

Aspectos fisiopatoldégicos da dislipidemia aterogénica e
impactos na homeostasia
Pathophysiological aspects of atherogenic dyslipidemia and impact on homeostasis

Taiane de Macédo Gondim’

Laise Eduarda Paixdo de Moraes’
Italaney Fehlberg?

Vanessa da Silva Brito?

Resumo

A dislipidemia aterogénica em sinergismo com a existéncia de transtornos metabdlicos
como diabetes mellitus tipo 2, sindrome metabdlica, hipertenséo arterial sistémica e obesi-
dade, e outros fatores como tabagismo, habitos alimentares e estresse é reconhecida como
um quadro associado a doencas cardiovasculares. Embora o papel da alteragéao do perfil
lipidico neste processo esteja a certo ponto estabelecido, ilustrado por uma elevagéo das
concentragdes de CT, triglicerideos e LDL-C, e da diminuicdo da HDL-C, os mecanismos
pelos quais ha a intervengéo na hemostasia ainda ndo estdo completamente elucidados,
limitando questdes clinicas e terapéuticas. No presente trabalho foi realizada uma revisédo
nao sistematica acerca das possiveis alteragdes hemostaticas associadas a dislipidemia
aterogénica descritas atualmente na literatura, o que permitiu uma sumarizagédo dos acha-
dos descritos até entéo.

Palavras-chave

Aterosclerose. Dislipidemias. Homeostasia. Lipoproteinas

INTRODUCAO

As dislipidemias s@o causadas por alteragcdes me-
tabolicas que ocorrem em resposta a distirbios nas eta-
pas do metabolismo lipidico. Como resultado, o perfil
lipidico sérico sofrera alteragdes e estas podem incluir
aumento do colesterol total (CT), do triglicérides (TG), do
colesterol da lipoproteina de baixa densidade (LDL-c) e
diminuigédo do colesterol da lipoproteina de alta densida-
de (HDL-c).®" De acordo com a Diretriz Brasileira de Disli-
pidemias e Prevencgéo da Aterosclerose (2013), as dislipi-
demias podem ser classificadas em primarias quando exis-
tem bases genéticas, e em secundarias quando associa-
das a outras doencgas, ao uso de medicamentos e/ou ao
estilo de vida do individuo. A dislipidemia primaria pode
ainda ser classificada fenotipicamente de acordo com os
componentes lipidicos que se apresentam alterados, com-
preendendo quatro grupos bem definidos: (i) hipercoles-
terolemia isolada, (ii) hipertrigliceridemia isolada, (iii)
hiperlipidemia mista e (iv) diminuigéo isolada do HDL, com
associacdo ao aumento do LDL e/ou dos TG. Este ultimo

perfil se destaca por ilustrar a condigdo da dislipidemia
aterogénica, a qual ainda é geralmente associada a tole-
rancia a glicose prejudicada, resisténcia a insulina, exces-
so de peso e/ou gordura corporal, e comorbidades como
diabetes mellitus tipo 2 e hipertensao arterial sistémica. A
unido destes fatores exerce um efeito sinérgico para o de-
senvolvimento de doengas cardiovasculares.® Esta revi-
sdo tem como objetivo discutir possiveis associagdes en-
tre a fisiopatologia da dislipidemia aterogénica e altera-
¢des na homeostasia.

LIPIDEOS E LIPOPROTEINAS

Os lipidios s@o moléculas organicas insoliveis em
agua resultantes da associacéo entre acidos graxos, de
cadeias curtas, médias ou longas; e glicerol, estando dis-
tribuidos por todos os tecidos do organismo. Entre as prin-
cipais formas existentes podemos destacar os trigli-
cerideos e fosfolipidios. Estas formas sdo as mais abun-
dantes no corpo humano e desempenham fungdes cruciais
para o metabolismo energético. O triglicerideo é o lipideo
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mais comum na alimentagé@o, empregado como fonte de
energia para o corpo, enquanto que os fosfolipidios atuam
como componente estrutural das membranas celulares.
Devido a sua natureza hidrofébica, os lipideos séo incapa-
zes de circular livremente pelo sangue, sendo necessario
um meio de transporte que permita sua distribuicdo aos 6r-
géos e tecidos. Acidos graxos de cadeias curta e média
podem circular pelo sangue quando ligados a albumina, uma
vez que sdo mais sollveis comparados aos acidos graxos
de cadeia longa. Estes ultimos carecem de conversado em
triglicerideos para serem transportados pelas lipoproteinas."
As lipoproteinas sdo moléculas solUveis organizadas de

Tabela 1 - Caracteristicas bioquimicas das lipoproteinas

modo a possibilitar o transporte de lipidios entre os tecidos
periféricos e a corrente sanguinea.® Sao formadas basica-
mente por um nicleo hidrofébico, composto por triglicerideos
e ésteres de colesterol, recobertas por uma membrana
anfipatica formada por fosfolipidios, colesterol livre e
apolipoproteinas (ou apoproteinas), as quais serao discuti-
das em seguida." Existem quatro classes de lipoproteinas
plasmaticas: (i) quilomicrons, (ii) lipoproteina de densidade
muito baixa (VLDL), (iii) lipoproteina de densidade baixa
(LDL) e (iv) lipoproteina de densidade alta (HDL).(" Na Ta-
bela 1, é possivel observar algumas das caracteristicas bio-
quimicas de cada lipoproteina.

Lipoproteina Densidade Principal Apolipoproteinas Diametro
Componente

Quilomicrons <0.95 kg/L Triglicerideos apoB48, apoAl, apoC, apoE2, 75-1.200 uM
apoE3 e apoE4

VLDL 0.95-1.006 kg/L Triglicerideos apoB100, apoC, apoE2, apoE3, 30-800 uM
apoE4, apoAl e apoD

LDL 1.019-1.063 kg/L Colesterol apoB100, apoAl, apoAlV e apoD  18-25 uM

HDL 1.063-1.210 kg/L Proteinas apoAl, apoAll, apoC, apoE2, 5-122 yM

apoE3, apoE4 e apoD

QUILOMICRONS

Os quilomicrons s@o as lipoproteinas de maior dia-
metro e menor densidade. Sao responsaveis pelo trans-
porte dos triglicerideos provenientes da alimentacdo. A
composicao consiste em triglicerideos, colesterol livre,
fosfolipidios e uma pequena fragcdo proteica. Os
quilomicrons sdao gerados por células intestinais e
secretados na linfa, através da qual alcangam a corrente
sanguinea. No sangue, sofrem acgéo da lipoproteina lipase
(LPL), enzima responsavel pela degradacédo dos
triglicerideos em acidos graxos e glicerol. Os acidos graxos
podem ser oxidados no musculo ou armazenados no teci-
do adiposo, enquanto que os quilomicrons remanescen-
tes, menores e mais densos, sdo captados pelo figado,
onde sdao metabolizados pela agdo das enzimas
lisossomais dos hepatécitos.!"?

LIPOPROTEINA DE DENSIDADE MUITO BAIXA
(VLDL)

As lipoproteinas de densidade muito baixa (do inglés,
Very Low Density Lipoprotein), séo sintetizadas no figado
por células parenquimatosas hepaticas e responsaveis pelo
transporte do triglicerideo endégeno para os tecidos perifé-
ricos. Logo ap6s a finalizagédo do transporte, estas particu-
las sdo hidrolisadas pela agdo da LPL e produzem os re-
manescentes da VLDL, também conhecidos como lipopro-
teinas de densidade intermediaria (IDL). As IDL possuem
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dois destinos: podem ser captadas e reabsorvidas pelo fi-
gado, ou passar por mais estagios de hidrélise e formar
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) pela acédo da
triacilglicerol lipase hepatica (HTGL).("

LIPOPROTEINA DE DENSIDADE BAIXA (LDL)

As lipoproteinas de baixa densidade (do inglés, Low
Density Lipoprotein) sdao geradas no estagio final da
metabolizacao das VLDL remanescentes, e representam o
principal carreador de colesterol do organismo. Sédo capa-
zes de permanecer por periodos mais longos na corrente
sanguinea, sendo por fim captadas pelo figado via
endocitose mediada por receptor, ou pelas células periféri-
cas. E importante destacar que, devido & sua densidade
baixa proporcionada pelo alto teor de colesterol, ha o
favorecimento de sua entrada e alojamento na tinica intima
dos vasos, local no qual sofrem oxidacdo e podem desen-
cadear o processo de aterogénese pela via scavenger, um
evento degenerativo do endotélio vascular.(*?

LIPOPROTEINA DE DENSIDADE ALTA (HDL)

As lipoproteinas de alta densidade (do inglés High
Density Lipoprotein) sao sintetizadas no figado e intestino
e responsaveis pelo transporte reverso do colesterol dos
tecidos periféricos para o figado. As HDL nascentes séo
construidas em parte pelo excesso de fosfolipidios oriun-
dos da hidrélise da VLDL, e pelo colesterol, que retira das
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células através da acdo de uma proteina de membrana que
controla de forma limitada a transferéncia do colesterol livre
para a HDL. Apés adquirir o colesterol livre, ele é esterificado
pela acdo da enzima lecitina colesterol acetiltransferase
(LCAT), que, por sua vez, sera transferido para VLDL,
quilomicrons e seus remanescentes em troca de ftriglice-
rideos. Este processo permite que o colesterol retorne a via
VLDL-IDL-LDL. Por fim, a HDL, agora rica em triglicerideos,
se liga ao receptor scavenger da membrana dos hepato-
citos para transferir o colesterol ao figado, o que reduz o
didmetro da particula de HDL e da origem a uma nova par-
ticula de HDL, a qual participara do préximo ciclo de trans-
porte.('®

APOLIPOPROTEINAS

As apolipoproteinas representam a fragéo proteica das
lipoproteinas. Elas se encontram em constante processo de
sintese e degradacéao e sé@o pecgas fundamentais na regu-
lagédo do metabolismo lipidico. Exercem funcdes especifi-
cas na regulacdo do metabolismo lipidico como cofatores
enzimaticos, ligantes para os receptores nas células e teci-
dos pelo organismo, ou através da manutencgéao estrutural
das particulas de lipoproteinas.® As apolipoproteinas sao
divididas em classes (A, B, C, D e E) quanto a composicgéo,
o que consequentemente determina funcéo distinta para
cada uma das lipoproteinas.(?

APOPROTEINAA (APOA)

A apoproteina A (apoA) se apresenta nas isoformas
apoA1, apoA2 e apoA4. AapoA1 esta presente no sangue
principalmente como componente da HDL, nos quilomicrons,
e raramente no VLDL, LDL e seus remanescentes.®® Aapo1
é sintetizada no intestino, originalmente como componente
dos quilomicrons, e posteriormente transferida para as HDL
durante o processo de hidrélise, ou na sintese de novas par-
ticulas de HDL.4® Como protetor, a apo1 apresenta carac-
teristicas antiaterogénica e antioxidante, por ser cofator da
enzima LCAT,® componente chave para o transporte rever-
so do colesterol das células para as particulas de HDL e
para o figado. Em individuos dislipidémicos e portadores
de diabetes mellitus do tipo 2 com microangiopatias, a apo1
impede a lipotoxicidade e formacéao da retinopatia através
do transporte reverso do colesterol na retina.“5 A apo2, sin-
tetizada no figado, é a segunda proteina mais abundante na
HDL.® Funcionalmente, a apo2 modula diferentes etapas
do metabolismo da HDL, podendo gerar a inibi¢cdo da ativi-
dade da LCAT e da proteina de transferéncia de colesterol
esterificado (CETP), e aumento da atividade lipase hepati-
ca, o que contribui para o transporte reverso do colesterol.
Por outro lado, a apo2 pode inibir a absorgéo hepatica do
colesterol presente na HDL, impactando negativamente no
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transporte reverso do colesterol. Os efeitos da apo2 na
aterogénese, embora controversos, ndo se revelam muito
determinantes para o metabolismo lipidico.” Aapo4, assim
como é apo1, é sintetizada quase que exclusivamente pelo
figado e intestino e tem se mostrado um potente ativador da
LCAT.®)

APOPROTEINA B (APOB)

Responsavel pelo transporte do colesterol para as
células periféricas, a apolipoproteina B (apoB) esta presen-
te nos quilomicrons e nas particulas de VLDL, VLDLs rema-
nescentes e LDL. Duas isoformas séao relatadas: apoB48
apoB100. A apoB48 é encontrada nas particulas de quilo-
microns e remanescentes — de alto potencial aterogénico —
e aapoB100 é um componente obrigatério das VLDL, VLDL
remanescentes e LDL.3® O metabolismo da apoB48 e da
apoB100 sdo completamente distintos. Enquanto a apoB48
nos quilomicrons é rapidamente metabolizada e absorvida
pelo figado, a apoB100 € inicialmente secretada em parti-
culas da VLDL que, pela acdo da lipase, é convertida em
IDL e posteriormente em LDL, a qual € metabolizada de for-
ma lenta.® Apresenca da apoB100 no LDL é essencial para
facilitar a entrada do colesterol nas células através da sua
ligacao aos receptores celulares. Esta ligagédo ao recep-
tor esté intrinsicamente relacionada com o acimulo do
colesterol nas artérias, fator desencadeante para o proces-
so aterogénico.®9

APOPROTEINA C (APOC)

A apolipoproteina C (apoC) esta presente na superfi-
cie dos quilomicrons, VLDL e HDL. Apresenta-se nas iso-
formas apoC1, apoC2, apoC3 e apoC4. Embora exibam
funcionalidades metabélicas distantes, todas as apoC com-
partilham a propriedade de redistribuir componentes entre
as lipoproteinas® através da ativagdo da LCAT.® A apoC1
inibe a captura de VLDL pelo figado, além de auxiliar no
processo de esterificagéo do colesterol, o que possivelmente
confere a apoC1 uma participacdo na remodelagédo da
HDL.3% A apoC2 ativa a lipase lipoproteica (LPL), respon-
savel pela hidrélise de particulas ricas em ftriglicerideos,®®
que, em contrapartida, é inibida pela apoC3, a qual modula
a absorcao das particulas ricas em triglicerideos pelos re-
ceptores hepaticos. A apoC4 esta envolvida na regulagéo
da absorg¢ao dos lipideos.®

APOLIPOPROTEINA D (APOD)
Presente nas lipoproteinas VLDL, LDL e, em maiores
quantidades, na HDL, a apoproteina D (apoD) é pouco rela-

tada devido a sua pequena expressividade. Embora a HDL
seja considerada uma molécula antiaterogénica, recente-
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mente foi estabelecido que sua expresséo aberrante tem
associacdo com alteragdes no metabolismo lipidico e na
deposicdo e acumulo das placas de ateroma no processo
aterogénico. Ademais, estudos apontam um possivel
envolvimento da apoD com a ativagdo da LCAT e em pro-
cessos que favorecem o amadurecimento da HDL.?

APOPROTEINA E (APOE)

Constituintes dos quilomicrons e remanescentes,
VLDL e HDL,®a apoproteina E (apoE), esta empregada
na regulagcédo dos niveis plasmaticos dos lipideos, o que
impacta sumariamente antiaterogénese. Ela promove a
captacéo eficiente das lipoproteinas na circulagcéo, desem-
penha papel no transporte reverso do colesterol, inibe a
agregacédo plaquetaria e modula a fungdo imune.® As
isoformas desta apoproteina sdo: apoE2, apoE3 e
apoE4.39 AapoE3 é associada com a funcionalidade ideal
do metabolismo lipidico. Isto em grande parte devido a sua
conformacao flexivel, que permite uma melhor interacéo
com lipideos de diferentes densidades e tamanhos,'” en-
quanto que a apoE2 e apoE4 estédo associadas a dislipi-
demia e risco acentuado para doencas cardiovasculares.
E importante ressaltar que a apoE3 é crucial para o corre-
to funcionamento do metabolismo lipidico quando em ni-
veis ideais, determinado pela atuacéo na endocitose das
particulas remanescentes do metabolismo do quilomicron
e pela promocgéao da produgao de VLDL pela estimulacao
intracelular nos hepatocitos. Uma superexpressao ou
acumulo da apoE3 estimula a produgao de VLDL, aumen-
tando consequentemente as concentragdes de ftrigli-
cerideos desta particula e os niveis de LDL circulante no
sangue."?

DISLIPIDEMIAS

Dislipidemia é o termo utilizado para designar os ni-
veis alterados — na maioria das vezes aumentados — de
lipideos e/ou lipoproteinas por meio da alteragdo em algu-
ma ou algumas das fases do metabolismo lipidico. Os va-
lores de referéncia para o perfil lipidico séo apresentados
na Tabela 2.

Etiologicamente as dislipidemias sao classificadas
em (i) primarias, quando estéo relacionadas a fatores ge-
néticos ou ndo tem causa aparente, e (ii) secundarias,
quando relacionadas a outras doengas, uso de medica-
mentos ou estilo de vida do paciente.? As dislipidemias
primarias podem ainda ser classificadas de acordo com
suas caracteristicas genotipicas e fenotipicas. Relaciona-
do ao genotipo, estas podem obter a subclassificagdo em
monogénicas (uma mutacao envolvida) e poligénicas (mul-
tiplas mutacdes envolvidas). A respeito do fenétipo,
subclassificadas (classificacao laboratorial) ao utilizar os
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Tabela 2 - Valores de referéncia para avaliagéao do perfil lipidico de
acordo com a V Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevencao da
Aterosclerose, da Sociedade Brasileira de Cardiologia (2013)

Lipideo Valores (mg/dL) Classificagdo
Colesterol Total (CT) < 200 Desejavel
200 - 239 Limitrofe
> 400 Alto
LDL-C <100 Otimo
100 - 129 Desejavel
130 - 159 Limitrofe
160 - 189 Alto
>190 Muito alto
HDL-C > 60 Desejavel
<40 Baixo
Triglicerideos (TG) <150 Desejavel
150 - 200 Limitrofe
200 - 499 Alto
> 00 Muito alto
Colesterol ndo-HDL <130 Otimo
130 - 159 Desejavel
160 - 189 Alto
>190 Muito alto

marcadores bioquimicos Colesterol Total (CT), HDL-C,
LDL-C e Triglicérides (TG), e divididas em quatro perfis
distintos: (i) hipercolesterolemia isolada, (ii) hipertrigli-
ceridemia isolada, (iii) hiperlipidemia mista e (iv) diminui-
céo isolada dos niveis de HDL, com associa¢do do au-
mento dos niveis de LDL e/ou dos niveis de TG.®? As disli-
pidemias secundarias se apresentam associadas a algum
transtorno metabdlico de base — diabetes mellitus tipo 2,('?
hipertensao arterial sistémica,!'*'® sindrome metaboli-
cal’®1% e obesidade!'” — a terapia antirretroviral altamente
ativa (HAART) de pacientes HIV/AIDS("®) e a fatores
ambientais como tabagismo, habitos alimentares e
estresse.®'® A compilacéo de fatores externos e internos
exerce um efeito sinergistico para o desenvolvimento de
doencas cardiovasculares, agravamento de distirbios
metabolicos ou ainda iniciar o processo de formacéao de
placas de ateroma nos vasos sanguineos, consequéncia
comum do quadro de dislipidemia aterogénica.® O perfil
fenotipico da dislipidemia aterogénica é bastante singular
e facilmente reconhecido, sendo ilustrado por uma eleva-
céo das concentragdes de CT, em conjunto com aumento
dos niveis de triglicerideos e LDL, e da diminuigdo dos
niveis de HDL.('"202) A dislipidemia aterogénica muitas ve-
zes nao tem um curso favoravel devido ao seu diagnoéstico
tardio e inicio assintomatico.® Entende-se por aterogénico
todo processo capaz de produzir alteracdes degenerativas
nas paredes das artérias. O endotélio arterial em estado
saudavel repele as células circulantes no sangue e é forte-
mente antitrombético. Na aterogénese, uma agresséao
endotelial permite o depésito de lipideos na camada inti-
ma do vaso, o que promove a formacdo de placas de
ateroma, acompanhadas por uma reacao inflamatéria local.
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Em longo prazo, a presenca destas placas de ateroma oca-
siona a oclusdo completa da luz arterial, e como
consequéncia pode haver infarto agudo do miocardio ou
um acidente vascular cerebral (AVC), dependendo do lo-
cal de acumulo das placas."

DISLIPIDEMIA ATEROGENICA

Em condigdes fisiol6gicas normais, o endotélio vas-
cular promove alteragdes funcionais adaptativas para a
manutenc¢do da hemodinamica, por meio da liberacéo de
substancias com propriedades antiaterogénicas, sendo o
oxido nitrico (NO) a principal delas. O NO, em condicdes
ideais, limita o recrutamento vascular de leucécitos, impe-
dindo sua adesdo a parede vascular e inibindo a agrega-
¢ao plaquetaria, o que evita a formacao de trombos. A per-
da da atividade biolégica do NO é denominada disfungao
endotelial ("

Inicialmente, o dano é mais funcional do que estrutu-
ral. O endotélio perde sua habilidade de repelir as células
inflamatérias circulantes no sangue e passa a permitir a
sua adesdo na parede vascular, o que o torna permeavel
as lipoproteinas, culminando, a longo prazo, em dano es-
trutural.®® O aumento da permeabilidade endotelial favore-
ce a entrada da LDL-C para aregido intima vascular, onde
ndo sdo capazes de serem absorvidas, o que favorece seu
actimulo e oxidagéo.!"® O acimulo de LDL, unido a prolife-
racao de células para a luz do vaso arterial, tem sido apon-
tado como um fator desencadeante para aterogénese, por
meio da promocéo de reacgéo inflamatoria local exacerba-
da.(®*1422) Unido a isto, 0 aumento dos niveis de LDL-C gera
um maior consumo de NO com liberagado de radicais li-
vres, 0s quais, por sua vez, promovem a oxidacao da LDL-
C acumulada, formando a LDL oxidada (LDLox), particu-
las que possuem potencial aterogénico acentuado e ele-
vada citoxicidade. A citotoxidade da LDLox agrava a
disfuncao endotelial, gerando a expresséo de quimiocinas
pelas células lesionadas do endotélio, favorecendo o re-
crutamento de neutréfilos para o interior do vaso sangui-
neo.("*22) Paralelamente, a LDLox estimula também a mi-
gracao de mondcitos e sua diferenciagdo em macroéfagos,
os quais endocitam as particulas oxidadas através dos
receptores scavengers e promovem a formacéo das célu-
las espumosas — componentes essenciais da placa
aterosclerdtica.!"®*'4?2 A endocitose das LDLox exerce pa-
pel ambiguo na fisiopatologia da doenca: enquanto possui
teor protetor por conta da remocéao das particulas oxida-
das, o mesmo processo também induz a producédo dos
mesmo radicais livres responsaveis por agravar a lesao
endotelial, consequentemente promovendo a expresséo de
mais quimiocinas, as quais, por sua vez, irdo recrutar no-
vos monocitos e estimular a projecéo das células muscu-
lares lisas para a luz do vaso, estabelecendo o dano estru-
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tural. Isto desencadeia um processo sistémico que envol-
ve proteinas da coagulacédo e promove a evolugéo da le-
séo aterosclerética por meio do perpetuamento do proces-
so inflamatério.('422)

Na Figura 1 é possivel visualizar a patogénese da
aterosclerose.

lamen vascular

intima
vascular

Figura 1. Resumo do processo aterogénico: (1) o efluxo de macro-
moléculas LDL para a camada intima vascular (2) gera o actimulo e
oxidagdo destas, originando a formacdo das LDLox, agravando a
disfungéo endotelial devido a sua citotoxicidade. (3) A LDLox estimula a
migragdo de monécitos e sua diferenciacdo em macréfagos, (4) os quais
fagocitam as LDLox através dos receptores scavengers. (5) Apés
fagocitarem as LDLox, os macréfagos se transformam em células
espumosas que promovem, por meio de processo inflamatério, a proje-
¢cdo das células musculares lisas para o limen vascular.

DISLIPIDEMIA ATEROGENICA NAHOMEOSTASIA

A cascata da coagulacao é responsavel pela manu-
tencao da fluidez sanguinea pela formacédo de coagulos
de fibrina em casos de leséo vascular. Entre as alteracdes
nas proteinas envolvidas no processo de coagulagéo sao
descritas elevagdes séricas nos niveis do inibidor do
ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-1), o inibidor da
fibrindlise ativado pela trombina (TAFI) , do fator Ill (tissular)
e VIl da coagulagéo.*? A baixa concentragao dos niveis
de HDL associada aos altos niveis de LDLox é ineficaz na
inibicdo do fator de agregacéo plaquetaria. Somado aisto,
a hipertrigliceridemia caracteristica da dislipidemia
aterogénica estimula os fatores Ill e VIl da coagulagéo, res-
ponsaveis por iniciar a via extrinseca da cascata da coa-
gulacédo, o que favorece a formacgéao de trombos no limen
dos vasos sanguineos.? A presenca da LDLox das pla-
cas de ateroma aumentam a expresséao do fator lll pelas
células do musculo liso do endotélio vascular, o qual atua
como importante promotor da migracéo e proliferacéo de
células do musculo liso para o limen do vaso sanguineo e
da angiogénese.?) Em paralelo a inducéo dos fatores lll e
VII, o acimulo de lipideos eleva os niveis dos fatores da
coagulacao PAI-1 e TAFI, promovendo a inibigdo do pro-
cesso fibrinolitico responsavel por dissolver e retirar da cir-
culagao coagulos que possam obstruir o fluxo sanguineo.
Deste modo, tanto a fisiopatologia inerente a dislipidemia
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aterogénica quanto os seus reflexos nos mecanismos da
coagulagao favorecem um ciclo infindavel para a oclusao
daluz do vaso sanguineo.?

CONCLUSAO

O curso fisiopatolégico da dislipidemia aterogénica
favorece a evolugdo da aterosclerose e contribui para o
estabelecimento de lesdes degenerativas cronicas graves.
Muitos aspectos relacionados as alteracdes da
homeostasia na presenca de hipercolesterolemia e/ou
sindrome metabdlica sao relatados em estudos, no entan-
to no que se refere especificamente a dislipidemia
aterogénica, evidencia-se a necessidade de mais pesqui-
sas, sobretudo epidemiolégicas, para tragar o comporta-
mento fenotipico da doenga em populagdes distintas. Adi-
cionalmente, estudos de casos que relatem o impacto po-
sitivo ocasionado pela avaliagéo clinica e prognoéstico dos
individuos, com apresentacdes de algumas destas altera-
¢des discorridas, poderia diminuir substancialmente as
chances do estabelecimento de comorbidades mais gra-
ves. Em um aspecto mais amplo, e contextualizando com
o Brasil, poderia ainda impactar nos gastos voltados para
a saude publica.

Abstract

The atherogenic dyslipidemia in synergy with metabolic disorders such
as diabetes mellitus type 2, metabolic syndrome, hypertension and
obesity, added to other factors such as smoking, diet and stress is
associated with cardiovascular diseases. Although the impact of changes
in lipid metabolism in this process is established by a high concentrations
of CT, triglycerides and LDL-C, and decreased HDL-C, the effects of
these changes in the homeostasis have not been fully elucidated, the
effects of changes in the homeostasis have not been fully elucidated,
limiting clinical and therapeutic improvements. In the present work a
non-systematic review about the possible changes associated with
atherogenic dyslipidemia currently described in the literature, which
allowed a summarization of the findings described so far. In the present
study, a nhon-systematic review of possible changes in the homeostasis
associated with atherogenic dyslipidemia currently described in the
literature was made, which allowed a summarization of the mechanisms
described so far.
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INTRODUCAO

Resumo

A Leucemia Mieloide Crénica (LMC) é uma neoplasia hematoldgica que corresponde de
15% a 20% de todas as leucemias. Na maioria dos casos, ha expressao do cromossomo
Filadélfia e a producdo de uma oncoproteina com atividade tirosina-quinase aumentada. O
curso clinico da doenca é caracterizado por trés fases: cronica, acelerada e crise blastica.
O diagnostico é estabelecido por aspectos clinicos e hematolégicos. Entre os principais
métodos diagndsticos pode-se citar o hemograma, o mielograma e as analises citogenéticas
e moleculares. Em meio as metodologias cada vez mais sensiveis e especificas, o
hemograma se constitui numa ferramenta de elevada importancia como método de triagem
para novos casos, principalmente quando ndo ha sintomatologia caracteristica. Algumas
alteragdes tipicas podem ser evidenciadas no hemograma, como o aumento significativo na
contagem de leucécitos, acompanhado do aumento de basdfilos e do aparecimento de
células imaturas. O tratamento de primeira escolha indicado atualmente é o quimioterapico
mesilato de imatinibe, que vém apresentando sucesso terapéutico, acarretando na diminui-
¢ao do numero de casos de evolugéo da fase crénica para a fase acelerada. Neste artigo,
serdo discutidos os principais aspectos clinicos da doenca e métodos diagndsticos, com
enfoque nas alteragdes caracteristicas encontradas no hemograma.

Palavras-chave
Cromossomo Filadélfia; Leucemia mieloide de fase crénica; Contagem de células
sanguineas

locacao reciproca dos bragos longos dos cromossomos 9
e 22, dando origem ao gene quimérico BCR-ABL."®Nes-

A Leucemia Mieloide Crénica (LMC) é uma neoplasia
hematolégica, caracterizada como uma doenca proliferativa
do sistema hematopoiético na qual ocorre expanséao clonal
de uma célula-tronco pluripotente ou stem cell."-* Esta célula
possui a capacidade de se diferenciar em células das linha-
gens mieloide, linfocitica, monocitica ou megacariocitica.?

A LMC corresponde a aproximadamente 15% a 20%
de todas as leucemias, com incidéncia de um a dois casos
em cada 100 mil individuos.®>% Apresenta maior frequéncia
em adultos, com faixa etaria entre 40 e 60 anos, principal-
mente do sexo masculino. Entretanto, pode acometer indivi-
duos de todas as faixas etarias, com menos de 10% dos
casos de pacientes com até 20 anos.*®

Em aproximadamente 90% a 95% dos casos, ha ex-
pressao do cromossomo Filadélfia, produto de uma trans-

ta translocacéo, ha a associacdo do gene c-ABL(Abelson
murine leukemia) no cromossomo 9 com uma porgao do
gene BCR (breakpoint cluster region) do cromossomo 22,
1(9;22)(q34;911), gerando a expressao e consequente tra-
ducdo de uma oncoproteina com atividade tirosina-quinase
aumentada, p210BCR-ABL, que é caracteristica dos pa-
cientes com LMC.("4689) A hiperatividade da p210BCR-
ABL é responsavel pela oncogénese inicial da LMC, favo-
recendo a liberacdo de efetores de proliferagéo celular e
inibidores de apoptose da célula progenitora hematopoié-
tica.369)

O principal fator de risco para o desenvolvimento da
LMC é a exposigcao a radioatividade, que também é fator de
risco para o surgimento de outros tipos de cancer.® A mai-
or incidéncia de LMC pode ser observada em pacientes
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submetidos a radioterapia, bem como sobreviventes das
regides atingidas pelas bombas atémicas durante a Se-
gunda Guerra Mundial. No entanto, mesmo com essa pro-
vavel relacédo entre LMC e radiacéao ionizante, na maioria
dos casos nao ha fator predisponente conhecido.®

O diagnéstico da LMC pode ser estabelecido por
meio de aspectos clinicos e hematoldgicos. Apesar do
surgimento de técnicas cada vez mais sensiveis e especi-
ficas na identificacdo citogenética e molecular do
cromossomo Filadélfia, do gene BCR-ABL e seus produ-
tos, a utilizacdo do hemograma como exame de triagem
para novos casos torna-se essencial. Muitos pacientes nao
apresentam sintomas especificos, dessa forma o
hemograma pode sinalizar alteragdes caracteristicas da
LMC e auxiliar no diagnéstico clinico.

Este artigo constitui uma revisédo que objetiva abor-
dar as principais caracteristicas clinicas da LMC,
sintomatologia, formas de tratamento e diagnéstico, com
enfoque nas alteragdes observadas no hemograma, no in-
tuito de auxiliar os profissionais na sua utilizagdo como
método de triagem e diagnéstico para a LMC.

CURSO CLINICO E SINTOMATOLOGIA

A maior parte dos pacientes apresenta uma fase cro-
nica, que dura geralmente de trés a cinco anos em trata-
mento com farmacos convencionais, com aparecimento de
poucos sinais e sinftomas; uma fase acelerada, com apa-
recimento de blastos no sangue periférico e/ou na medula
ossea; e uma fase aguda (crise ou transformacao blastica),
com duracao de trés a seis meses."® Em alguns casos, a
doenca pode evoluir da fase cronica diretamente para a
fase de crise blastica.® A evolucao da fase crénica para
outros estagios da doenca pode ser uma consequéncia
da instabilidade genética e evolugéo clonal, com anorma-
lidades cromossémicas adicionais provindas da prolifera-
¢do celular induzida pelo gene BCR-ABL.®

O quadro clinico apresenta heterogeneidade de sin-
tomas em todas as fases da LMC.® Entre as manifesta-
¢des clinicas na fase inicial da doenca pode-se citar ane-
mia, artralgia, parestesia palmar, hepatoesplenomegalia,
além de sintomas de hipercatabolismo, como fadiga,
perda ponderal, sudorese noturna e febre.%8 A ocor-
réncia de hemorragia e complicacdes tromboéticas pode
ser observada em menos de 5% dos casos na fase cro-
nica.®

Os sinais clinicos relatados na fase de crise blastica
incluem palidez, aumento da hepatoesplenomegalia,
equimoses faceis e refratariedade ao tratamento, até en-
tédo eficaz na fase cronica.” Pode-se citar ainda a ocor-
réncia de sangramentos, faléncia de multiplos érgéo e in-
fecgdes, com sobrevida de trés a seis meses para paci-
entes sem tratamento.®
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DIAGNOSTICO

Geralmente, o diagnéstico torna-se evidente pelos
aspectos clinicos e hematolégicos.”” Podem ser utilizados
os seguintes métodos para o estabelecimento de diagnos-
tico de LMC: medicado da esplenomegalia, realizacdo de
hemograma completo, mielograma, biépsia de medula com
coloracgao pela prata (para avaliar a presenca de fibrose),
cariétipo da medula 6ssea, PCR-qualitativo (para identifi-
cacdao do transcrito BCR-ABL) e PCR quantitativo. A partir
dos resultados obtidos, é possivel definir a fase de evolu-
¢do da doenga.®

A maior parte dos pacientes ja apresenta sintomas ao
diagnéstico, com a doenca ja estabelecida. No entanto, um
namero cada vez maior de pacientes esta sendo diagnosti-
cado em exames periédicos através do hemograma, es-
tando ainda assintomaticos.” Desse modo, o hemograma
apresenta-se como uma ferramenta importante para a iden-
tificagdo da LMC, e sua correta interpretacédo torna-se es-
sencial para o direcionamento do diagnoéstico. Neste ambi-
to, alguns aspectos principais devem ser observados e es-
téo representados na Tabela l.

Em estagios iniciais da doencga, os primeiros aspec-
tos observados no sangue periférico sdo o aumento de
basofilos, trombocitose e um baixo escore de fosfatase al-
calina leucocitaria (LAP), teste que vem perdendo a forga
devido ao surgimento das analises citogenéticas e mole-
culares.""" Apos, ocorre o aumento do total de leucécitos,
de neutréfilos e comegam a surgir células imaturas. Em al-
guns pacientes, ha alteragcdes ciclicas na contagem de
leucécitos em intervalos de 50 a 70 dias, com uma fase de
niveis leucémicos e uma fase de niveis normais. Nas fases
iniciais, ha necessidade de estabelecer diagnéstico dife-
rencial entre LMC, neutrofilia reacional e outros tipos de
leucemias mieloides.”

Com a evolugdo da doenga, um dos principais critéri-
os de identificacdo da crise blastica € a contagem de
blastos. Segundo a Organizacao Mundial da Saide (OMS),
o nimero de blastos deve ser igual ou superior a 20%.(1%
Outra classificagdo bastante usada em estudos terapéuticos
para LMC, do grupo M.D. Anderson Cancer Center (MDACC),
propde que a contagem de blastos deve ser igual ou supe-
rior a 30% ou, ainda, uma soma de blastos e promiel6citos
igual ou superior a 30%.(" Conforme o estudo de Cortes et
al.,"? individuos com contagens de blastos de 20% a 29%
apresentam sobrevida e resposta citogenética melhores do
que pacientes com contagens acima de 30%, o que demons-
tra que o ponto de corte de blastos ainda permanece em
constante discusséo.

Outra questéo importante é a identificacéo da nature-
za da populagdo blastica, que pode ser realizada por meio
da imunofenotipagem blastica. Na maioria dos casos, a
populagdo é de linhagem mieloide (podendo ser
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Tabela 1 - Perfil do hemograma nas diferentes fases da LMC

Fase da doenga Parametro analisado

Valores encontrados

Fase Cronica Leucograma

Contagem de leucocitos

Diferencial

Eritrograma

Plaquetas

Fase Acelerada Leucograma

Contagem de leucocitos

Diferencial

Eritrograma
Plaquetas
Leucograma
Diferencial

Crise blastica

Leucocitose (> 50.000 leucocitos/mm3), com
desvio a esquerda

Predominio de neutréfilos e mieldcitos
Contagem | metamieldcitos

Raros promielocitos

Presenca de até 10% de blastos
Basofilos e Eosinéfilos |

Anemia normocitica e normocrémica
Presencga de eritroblastos

Valor normal ou

Leucocitose crescente
(> 100.000 leucécitos/mm3)

TBlastos (10 a 19%)
TBasofilos (= 20%)

Anemia crescente
< 100.000 ou > 1.000.00

TBlastos (>20%)

Adaptado de: Bain, 2004; Bollman & Giglio, 2011; Bortolheiro & Chiattone, 2008; Grando & Wagner, 2008;

Swerdlow et al., 2008; Xavier et al., 2010

mieloblastica ou mieloblastica/ megacarioblastica) ou mis-
ta (linfoblastica/mieloide).”Em aproximadamente 70% dos
casos, a transformacéao blastica & mieloide, podendo acon-
tecer em mudltiplas linhagens ou predominar em uma delas:
mieloblastica, basofilica, eosinofilica, megacarioblastica,
monocitica ou eritroblastica. Atransformacao linfoide ocor-
re em 20% a 30% dos pacientes e a transformacao
bifenotipica € mais raramente encontrada.®®

No ambito medular, o diagnéstico pode ser realizado
por meio do mielograma e biopsia de medula. A medula
6ssea dos pacientes com LMC é hipercelular, em fungéo da
hiperplasia mieloide, apresentando células em todas as fa-
ses de maturacao, e a série eritroide encontra-se diminui-
da. Pode ser observada ainda proliferacdo de megacario-
citos, diferentes graus de fibrose reticulinica e vascula-
rizagao.®"

Para confirmacgédo diagnéstica e monitoracéo do tra-
tamento, sdo utilizadas as analises citogenéticas e mole-
culares.?”" Na maior parte dos casos de LMC, ha presen-
¢a do cromossomo Filadélfia.” Apresenga do cromossomo
ou de seu transcrito BCR-ABL determina o diagnoéstico da
doenca." Na monitoragéo da resposta citogenética, podem-
se citar as técnicas de cariétipo medular e hibridizacgao in
situ por fluorescéncia (FISH).*'® Através do cariétipo me-
dular pode-se quantificar o nimero de metafases Ph+ e
detectar anomalias cromoss6micas adicionais no momen-
to do diagnoéstico e a cada seis meses, até a resposta
citogenética completa, e, ap6s, a cada um a dois anos, para
a identificacao de eventuais recaidas.” O método de FISH
é util na demonstracgéo de translocacao 9-22 e deteccgédo do

RBAC. 2017;49(2):127-30

gene BCR-ABL, podendo contribuir na identificacédo de do-
enca residual minima (DRM), mas néo detecta as demais
anomalias cromossdmicas e ndo possui valor prognéstico
estabelecido.*™

A andlise molecular com a utilizagcdo do método de
Transcricdo Reversa e Reacdo em Cadeia da Polimerase
quantitativo, RT-gPCR (Reverse Transcription - quantitative
Polymerase Chain Reaction), apresenta alta correlacao
com os resultados obtidos pela analise citogenética.® Por
meio deste método, é possivel identificar o rearranjo BCR/
ABL e determinar o nimero de copias de mRNA produzido
pela p2108°RA8L sendo muito util na deteccédo de doenca
residual apo6s quimioterapia ou transplante de medula 6s-
sea.?49 A monitoracédo de resposta molecular deve ser re-
alizada no intervalo de trés a seis meses até a resposta
molecular completa e, depois, a cada seis meses.

TRATAMENTO

No tratamento da LMC, pode ser utilizada a terapia ce-
lular por meio do transplante de células-tronco hemato-
poiéticas, ou o tratamento medicamentoso, com a utilizacédo
de bussulfan, hidroxiureia, interferon alfa ou inibidores da
tirosina-quinase.®® Atualmente, o mesilato de imatinibe,
inibidor da tirosina-quinase, é considerado tratamento de pri-
meira linha para estes pacientes.*#9 O imatinibe age como
inibidor especifico da proteina BCR-ABL, por meio da com-
peticdo pelo sitio de ligagdo de ATP da tirosina-quinase,
bloqueando a fosforilagdo de substratos relacionados com
a regulacéo do ciclo celular, reativando o mecanismo de
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morte celular.®® No entanto, pode haver o desenvolvimento
de resisténcia ao farmaco, através de mutacdes na regido
do sitio catalitico da proteina no gene BCR-ABL, incapaci-
dade de manutencdo de concentragdes adequadas de
farmaco no interior da célula e/ou duplicagdo do cro-
mossomo Filadélfia.®) Com o sucesso cada vez maior dos
inibidores da tirosina-quinase, o numero de casos de evolu-
¢éo da fase cronica para a fase acelerada vem diminuindo
de forma expressiva.®® Mesmo com o uso de imatinibe, a
sobrevida dos pacientes na fase acelerada pode ser esti-
mada em um a dois anos.®

O uso de mesilato de imatinibe geralmente é bem to-
lerado pelos pacientes, entretanto a principal preocupacéao
é o desenvolvimento, a longo prazo, de uma segunda
neoplasia, que pode ser observada também com o uso de
outros farmacos utilizados no tratamento da LMC.®

Atualmente, estao sendo utilizados no tratamento tam-
bém os inibidores da tirosina-quinase de segunda geracéo,
como o dasatinibe, o nilotinibe e o bosutinibe, que demons-
tram eficacia na maioria dos pacientes resistentes ou into-
lerantes ao imatinibe.*®

Na avaliacdo do sucesso terapéutico, a resposta
hematolégica completa é definida pelos seguintes critérios:
plaquetas < 450 mil, leucécitos < 10.000, com diferencial
normal, baséfilos menor que 5% e auséncia de espleno-
megalia.®® O hemograma deve ser repetido a cada duas
semanas até que a resposta hematolégica completa seja
obtida.®

A terapéutica curativa para pacientes com LMC é o
alotransplante de células progenitoras hematopoiéticas.
Entretanto, ndo é considerado como terapéutica de primei-
ra linha, sendo mais indicado para pacientes jovens e nos
casos em que ocorre resposta insatisfatéria ou resisténcia
aos inibidores da tirosina-quinase.®

CONCLUSAO

A LMC consiste numa neoplasia de sintomatologia
muito diversa e com casos assintomaticos frequentes, de
modo que a avaliacao laboratorial do paciente torna-se es-
sencial. As técnicas utilizadas demonstram-se cada vez mais
avancadas, possibilitando analises citogenéticas e mole-
culares precisas, que permitem ndo somente a confirma-
¢éo do diagnodstico como também a monitoragéo da evolu-
¢éo da doencga e da terapéutica. No entanto, o hemograma
ainda apresenta grande relevancia por ser uma metodologia
de facil acesso e, quando realizado por profissionais treina-
dos, pode auxiliar na identificacdo de novos casos e no
acompanhamento da LMC.

Quanto as formas de tratamento, o mesilato de ima-
tinibe continua sendo a terapia de primeira escolha. Nos
casos de resisténcia ao imatinibe, surgem como alternativa
os inibidores da tirosina-quinase de segunda geracao.
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Abstract

Chronic myeloid leukemia (CML) is an hematological tumor, corresponding
15 to 20% of all leukemias. In most cases, there expression of the
Philadelphia chromosome and production of an oncoprotein with enhanced
tyrosine-kinase activity. The clinical course of the disease is charactetized
by three phases: chronic, accelerated and blast crisis. The diagnosis is
established by clinical and hematological aspects. Among the main
diagnostic methods, there is the complete blood count, the bone marrow
examination and cytogenetic and molecular analyzes. Amid the increasingly
sensitive and specific methodologies, the complete blood countis an
important tool as a screening method for new cases, especially when
there are no characteristic symptoms. Some typical changes can be
highlighted in the complete blood countis as a significant increase in
leukocyte count, accompanied by increase in basophil count and the
appearance of immature cells. The treatment of choice is currently the
quimioterapic imatinib mesylate, which have shown therapeutic success,
resulting in decrease in the number of cases of evolution of chronic phase
to accelerated phase. In this article, the main clinical aspects of the
disease and diagnostic methods will be discussed, focusing on
characteristic changes found in the blood count

Keywords
Philadelphia Chromosome; Leukemia, Myeloid, chronic-phase; Blood
cell count
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INTRODUCAO

Resumo

Anemia Falciforme é uma doenca hemolitica de carater autossémico recessivo presente em
individuos homozigéticos para a hemoglobina S, ocorrendo uma mutagéo na posigéo 6 da
extremidade N - terminal do cromossomo 11, substituindo o acido glutamico por valina. A
HbSS em condigdes de hipoxia se polimeriza no formato de foice. A anemia nos pacientes
ocorre pela diminuigéo de hemoglobina devido ao aumento de hemélise no bago. As hemacias
falciformes contribuem para os processos inflamatérios, vaso-ocluséo, aumento de coagula-
¢do, lesdo tecidual. Os processos infecciosos séo criticos em criangas menores de 6 anos
devido a autoesplenectomia e sua susceptibilidade a infecgdes. O objetivo do estudo foi
estabelecer os principais meios para o diagnéstico laboratorial da anemia falciforme, base-
ando-se na revisdo bibliografica em artigos cientificos e banco de dados do Centro Latino-
Americano e do Caribe de Informagdo em Ciéncias da Saude (Bireme/Lilacs). A triagem
laboratorial fornece subsidios para o norteamento clinico, desde exames simples, como o
hemograma com a contagem de reticulécitos, até exames mais sofisticados, como resis-
téncia osmética em solugéao de cloreto de sddio a 0,36%, eletroforese em pH alcalino em
acetato de celulose, pesquisa de corpos de Heinz e agregados de hemoglobina H, entre
outros. O estudo mostrou que a eletroforese de hemoglobina é o exame padréo-ouro para a
confirmacao do diagnéstico.

Palavras-chave
Doenca da Hemoglobina SC; Anemia Falciforme; Anemia Hemolitica; Diagnéstico

sendo observada também em decorréncia da alta taxa de
miscigenacé@o em parcela cada vez mais significativa da

A Anemia Falciforme (AF) é uma doenca hemolitica
de carater autossémico recessivo, presente em individuos
homozigéticos para Hemoglobina S (HbS). E originada por
uma mutacao na posi¢ao 6 da extremidade N - terminal do
cromossomo 11, onde ocorre a substituicdo de um acido
glutamico pela valina. A HbS é responsavel pela poli-
merizagao dos eritrocitos em condigdes de hipdxia, fazen-
do com que esses assumam o formato de foice. Esses
polimeros podem lesar a estrutura da membrana eritrocitica,
causando hemélise. Adiminuigdo do nimero de eritrécitos
pela hemolise associada a alta destruicdo das hemacias
pelo bacgo leva ao quadro de anemia comum em pacientes
falciformes.('?

AAF é a doenca hereditaria de maior prevaléncia no
pais, afetando cerca de 0,1% a 0,3% da populagéo negra,

populacéo caucasiana brasileira. Estimativas indicam que
5% a 6% da populacéao carrega o gene da Hemoglobina S
(HbS) e que a incidéncia fica em torno de 700 - 1000 no-
Vos casos por ano.®

A hemoglobina S (HbS) é obtida através da mutacgéao
genética que ocorre na cadeia beta (3), posicado seis da
globina onde ha a substituicdo da base adenina no amino-
acido acido glutamico pela base timina, formando assim o
aminoacido valina. Essa mutacédo altera a estrutura
molecular da membrana celular da hemacia (que é
bicdncava) em baixas concentragées de oxigénio circulante
no sangue, conferindo-lhe a forma de foice. Por esta ra-
zao, a hemoglobina modificada recebe o nome de
hemoglobina S (S deriva da palavra inglesa sickle, que
significa foice em portugués).

'Bacharel em Ciéncias Biolégicas pela PUC-Campinas e pés-graduanda no curso de especializagédo de Anélises Clinicas pela FHO Uniararas/

Centro Universitario Herminio Ometto (Uniararas). Araras, SP, Brasil.

2Profa. titular A5 em Microbiologia. Coordenadora de cursos de Especializacdo em Analises Clinicas, Controle e Prevengéo de Infec¢do Relacionada a
Assisténcia a Saude e Farmacia Hospitalar Oncolégica/Centro Universitario Herminio Ometto (Uniararas). Araras, SP, Brasil.

Instituicdo: Universidade Herminio Ometto (Uniararas). Araras, SP, Brasil.
Artigo recebido em 25/08/2016

Artigo aprovado em 17/02/2017
DOI: 10.21877/2448-3877.201700530

RBAC. 2017;49(2):131-4

131



Almeida RA, Beretta ALRZ

Durante o evento de falcizagcdo a membrana da
hemacia em foice enrijece, aumentando o contato da su-
perficie celular com as moléculas de adeséao circulantes
no sangue. Essa interacédo impede a circulagdo adequada
dessas hemacias na corrente sanguinea, fazendo com que
dificulte o transporte de oxigénio celular e tecidual, além
de contribuir para o processo de vaso-oclusdo causado
pela aderéncia dessas células no endotélio vascular, oca-
sionando os processos inflamatorios e infecciosos.®®

E importante que as pessoas estejam informadas so-
bre a existéncia da doenca falciforme e consigam identifica-
la. Além da crescente difus@o do aconselhamento genéti-
co, o governo federal empenhou-se também em politicas
nacionais educativas e, nos anos 90, na formagéo de um
grupo de trabalho para a elaboragcdo do Programa Ane-
mia Falciforme.?

A pesquisa exploratéria teve por objetivo estabele-
cer os principais meios usados para o diagnoéstico
laboratorial da Anemia Falciforme por meio da pesquisa
em sites de colecdo de artigos cientificos como Medline,
Lilacs, Bireme, SciELO e Biblioteca Cochrane, a fim de
discorrer e discutir sucintamente sobre as caracteristicas
da doenca.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

A Doencga Falciforme (DF) apresenta alguns
genoétipos, sendo que os mais conhecidos séo: a
homozigose da Hemoglobina S (HbSS); e as heterozigoses
da Hemoglobina S, a HbAS, a HbS-beta-talassemia, as-
sociacdo da hemoglobina falciforme com a hemoglobina
que possui 0 gene que expressa a beta talassemia; e a
dupla heterozigose HbSC, associacdo entre a
Hemoglobina S e a hemoglobina C, e HbSD, associagao
entre a Hemoglobina S e a Hemoglobina D.®

Os genétipos da Doenca Falciforme determinam a
gravidade e a presencga ou ndo de sintomas clinicos. AHbS-
beta-talassemia, a HbSC e HbSD s&o consideradas geno-
tipos de gravidade média, enquanto que os gendtipos
HbAS, que é responsavel pelo traco falciforme, e HbSS,
que caracteriza a Anemia Falciforme, possuem maior re-
levancia clinica.®®)

No tragco falciforme, o individuo apresenta
heterozigose para Hemoglobina S, sendo portador de um
gene de hemoglobina normal (HbA) e um gene com a mu-
tacao falciforme (HbS), formando o genétipo HbAS. O
individuo HbAS é assintomatico."?

A Anemia Falciforme (AF) possui a manifestagéo
mais grave da DF. O individuo possui homozigose para a
Hemoglobina S, com dois genes da hemoglobina
falciforme, formando o genétipo HbSS. Na AF, o paciente
apresenta complicagdes e sintomas caracteristicos da
doencga.(™®
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Principais manifestagées clinicas da
Anemia Falciforme

Processos inflamatérios

Os processos inflamatérios da AF estao inter-relaci-
onados e ocorrem de forma concomitante. O mecanismo
primario desses processos é a vaso-oclusdo, fenémeno
causado pela adesé@o das hemacias falciformes e de
leucécitos no endotélio vascular, responsavel pela obstru-
¢do na circulacao sanguinea nos microcapilares. A obstru-
¢do no sistema vascular pode causar hipoxia e infarto
tecidual .12

A forma cronica da doenca é caracterizada pela in-
flamacgéao recorrente no processo de vaso-ocluséo; pelo au-
mento da viscosidade sanguinea, que diminui o fluxo e,
consequentemente, diminui a oxigenacéo do sangue; pelo
aumento de lesdes teciduais; pelo aumento no nimero de
hemacias falcizadas em baixas concentragdes de oxigé-
nio; e pelo aumento da fagocitose desses eritrécitos.('"

O quadro de anemia ocorre quando ha diminuicdao
no numero de hemacias circulantes no sangue. As
hemacias falciformes do individuo que tem AF séao
hemolisadas constantemente, diminuindo a concentragao
sanguinea de hemoglobina. As redugdes rapidas na con-
centracdo de hemoglobina ddo origem as crises
aplasticas.>

Agrande quantidade de hemolise na AF causa o se-
questro esplénico, que aumenta o volume do baco e agra-
va o quadro de anemia e hipovolemia. A autoesplenectomia
ocorre quando o sequestro esplénico das hemacias é rein-
cidente, tornando-o fibrético e calcificado.(?9

Processos infecciosos

Os pacientes de AF possuem maior propenséao a in-
fecgdes causadas por micro-organismos no trato respira-
tério, como pneumonia, meningite, otite média, entre ou-
tras.("®

Os pacientes de AF também podem apresentar:
sindrome toracica aguda, episodios de crise de dor, pria-
pismo, Ulceras de perna e insuficiéncia multipla dos 6r-
g&0s.(1415)

TRATAMENTO

Ainda nao existe tratamento especifico para a doen-
¢a, porém alguns procedimentos preventivos ou paliativos
sdo adotados para minimizar seus efeitos, tais como:
farmacos como a 5-azicitidina utilizam-se de moléculas
covalentes (isocianatos e clofibrato), suplementagdo com
arginina, fito medicamentos, transfusdes sanguineas regu-
lares, medicamentos quelantes de ferro, introducédo da
hidroxiureia. Os pacientes acometidos pela anemia falcifor-
me apresentam susceptibilidade as infec¢cdes, sendo as-
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sim importante a vacinagdo desses contra as principais
patologias.>'®

Exames laboratoriais para o diagndstico da
Doenca Falciforme

O hemograma é o primeiro passo do diagnéstico
laboratorial, pois é possivel visualizar as hemacias falci-
formes presentes através do esfregago sanguineo, o nime-
ro de leucécitos elevado. A heterozigose de HbS-Beta-
Talassemia apresenta VCM e CHCM baixos devido a dimi-
nui¢do nos niveis de hemoglobinas em razao da fagocitacéao
eritrocitaria das células falciformes.!'”)

O teste de falcizacao consiste em observar a presen-
ca de drepandcitos (células em foice) durante a leitura. E
um exame para pré-diagnéstico, pois ha muitas variaveis
que podem interferir no resultado (falsos positivos e falsos
negativos); dentre elas, a execucédo correta da técnica, a
experiéncia na interpretacéo dos resultados, conservacao
do reagente, etc.("®

O teste de solubilidade consiste em avaliar a solubili-
dade da hemoglobina. A HbS é insolivel e neste teste é
visualizada através da opacidade que confere ao filtro de
papel. Este exame ndo é recomendado para neonatos, pois
pode apresentar um falso negativo.("®

A eletroforese alcalina em acetato de celulose diferen-
cia as hemoglobinas A (hemoglobina de cadeia alfanormal)
e hemoglobinas F (fetais), e as variantes HbS e HbC. Entre-
tanto, como as HbS aparecem na mesma posi¢ao (banda)
do gel eletroforético que as outras hemoglobinas, faz-se ne-
cessaria a realizacao da eletroforese acida em agar citrato
ou agarose para confirmacao do resultado.)

A eletroforese acida em agar citrato ou agarose con-
firma a presenca das hemoglobinas HbA, HbF, HbC e
HbS, servindo, portanto, como diagnéstico confirmatoério
para doenca falciforme quando apresenta HbS positivo
no exame."®

A Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC)
é feita pelo sistema automatizado Variant (Bio-Rad), onde
ocorre a deteccéo de anomalias hemoglobinicas, além da
quantificacéo e triagem de variantes. E um teste quantitati-
vo, que permite o diagnostico das hemoglobinopatias, como
a doenca falciforme, de forma rapida e precisa.('®

A focalizacao isoelétrica utiliza um sistema de alta vol-
tagem automatizado que permite a separacgéo nitida das
bandas de hemoglobinas, identificando-as precisamente
quantitativa e qualitativamente, permitindo um diagnéstico
preciso e concreto das hemoglobinopatias.?"

DISCUSSAO E CONSIDERAGOES FINAIS

O hemograma completo fornece, através da obser-
vacgao no microscopio 6ptico, a possibilidade de visualizar
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a drepanocitose eritrocitaria (aumento de hemacias
falcizadas) presente no sangue total, que é caracteristica
da AF.("D

O aparelho automatizado de hemograma fornece in-
formag6es complementares por meio dos indices hemati-
métricos e da contagem leucocitaria, que sdo importantes
na evolucdo da doenca. A anemia falciforme é considera-
da grave quando o RDW (indice relacionado ao tamanho
eritrocitario) esta acima de 19%, apesar de apresentar
CHCM (concentracéao de hemoglobina na hemacia) nor-
mal. A presenca de leucocitose (aumento leucocitario) in-
dica aumento de hemélises, processo pelo qual os
monocitos destroem as hemacias através da fago-
citagdo.(®

A contagem de reticulécitos pode ser feita manual-
mente através da microscopia 6tica ou por aparelho auto-
matizado. Na AF, o aumento dos reticulécitos indica ativi-
dade proliferativa compensatéria da medula 6ssea frente
ao aumento de hemolise.®)

Os testes de falcizacdo e de solubilidade séo feitos
através de lamina e laminula, onde se aplicam substanci-
as redutoras de oxigénio na amostra de sangue contida
nalamina e coloca-se sobre ela uma laminula. Essas subs-
tancias ocasionam o processo de falcizag@o que contribu-
em no aumento da viscosidade sanguinea (baixa solubili-
dade). Porém, esses testes sé@o inadequados para o re-
cém-nascido, pois os niveis de HbS sdo menores que os
niveis de HbF (hemoglobina fetal), levando a resultados
falso-negativos.®

Apos a realizacao dos exames de triagem, recomen-
da-se a realizacdo de testes confirmatérios por meio da
deteccdo de HbS e suas associacdes nos exames de
eletroforese de hemoglobina em acetato de celulose
(eletroforese alcalina), eletroforese de hemoglobina em
agarose (eletroforese acida) e dosagem de hemoglobina
fetal (HbF). Estes exames séao feitos por grandes centros
laboratoriais especializados em biologia molecular.

Atualmente utilizam-se métodos confirmatérios mais
modernos como a Cromatografia Liquida de Alta Perfor-
mance (HPLC) e a Focalizacao isoelétrica por serem mé-
todos mais precisos e eficazes.®)

A triagem de doenca falciforme em neonatos inclui o
teste do "pezinho" (teste de solubilidade) e a eletroforese
de hemoglobina, sendo esta atualmente substituida pelos
exames de focalizagao isoelétrica e pela HPLC.?%

Pelos resultados laboratoriais, o profissional médico
podera avaliar a necessidade de exames moleculares
confirmatoérios e do acompanhamento clinico ao portador
da doenga falciforme.

Os exames de triagem fornecem subsidios para o
norteamento do pensamento clinico, porém, sdo nos exa-
mes eletroforéticos que ocorre a confirmacao diagnéstica.
O estudo sugere que o exame padrao-ouro para definicdo
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diagnostica da AF continua sendo a eletroforese de
hemoglobina.

Abstract

Sickle cell anemia is a hemolytic disease of autosomal recessive
character present in individuals homozygous for Hb (hemoglobin S)
caused by a mutation at position 6 of N-terminus - terminus of
chromosome 11, with the substitution of a glutamic acid for valine. The
HbSS is responsible for the polymetrization of erythrocytes in hypoxia
conditions, when they assume sickle cell shape; causing hemolysis.
The disease contributes to the processes of vaso-occlusion, coagulation
increase, tissue injury, inflammatory and infectious processes, being
more critical in children under six years old due to self-splenectomy and
susceptibility to infections. Sickle cell disease has preventive measures
that can be taken by the patient under medical supervision. The objective
of the study was to establish the main media used for the laboratory
diagnosis of sickle cell anemia based on literature review research in
Journals and scientific papers, bireme database, lilac, etc. It was observed
that laboratorial tests help the clinician, from CBC with reticulosys count,
to more sophisticated tests as osmotic resistance in sodium chloride
solution 0.36 %, alkaline pH electrophoresis on cellulose acetate, among
others. The diagnostic confirmation occurs in the electrophoretic exams,
which the gold standard laboratorial confirmation test is the hemoglobin
electrophoresis.

Keywords
Hemoglobin SC disease; Anemia, Sickle cell; Anemia, Hemolytic;
diagnosis
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Resumo

O estudo tem como objetivo realizar uma revisao bibliografica no que refere a qualidade dos
esfregagos cervicovaginais, nas etapas de fixagéo e coloragédo realizadas por técnicas
citolégicas convencionais. O exame citopatolégico tem como base uma metodologia de
diagnéstico e prevencgéo para a detecgéo do cancer do colo de Utero e suas lesdes precur-
soras; porém, sua vulnerabilidade a erros nas etapas de fixagdo, coloragéo e montagem do
esfregago pode induzir significativamente a reprodutibilidade dos observadores, levando a
um diagnéstico erréneo. Portanto, é necessério que se desenvolva uma intensa atividade no
controle de qualidade em todo processo, incluindo a fase pré-analitica, para se obter maior
seguranca nos resultados dos exames citoldgicos convencionais.

Palavras-chave
Esfregaco vaginal; Controle de qualidade; Detec¢do precoce de cancer; Prevencéao de

cancer de colo uterino; Displasia do colo uterino

INTRODUCAO

O cancer do colo do utero é um importante problema
de saude publica. Segundo os ultimos dados do Instituto
Nacional do Céancer, estima-se que no ano de 2014 seréo
registrados 15.590 casos novos de cancer do colo de ute-
ro no Brasil, com um risco estipulado de 15,33 casos a
cada 100 mil mulheres. De acordo com a Organizacao
Mundial da Saude (OMS), quando é realizado o rastre-
amento adequado com, no minimo, 80% de cobertura, e
realizado dentro dos padrées de qualidade, é possivel di-
minuir em média de 60% a 90% a ocorréncia do cancer
cervical invasivo.?

Para o seu rastreamento, o exame citol6gico propos-
to por Papanicolaou (1941) baseia-se em uma metodologia
de diagnéstico presuntivo e preventivo para a deteccédo do
cancer do colo de utero e suas lesdes precursoras. Como é
um procedimento totalmente manual, desde a coleta do
material até a liberagédo do resultado pelo laboratério, sua
vulnerabilidade a erros é consideravel e pode interferir na
acuracia do diagnéstico. Deste modo, as etapas que com-
preendem a coleta, fixagéo, coloragdo do esfregaco, mon-
tagem dalamina e a subjetividade na interpretacédo dos re-

sultados sé@o fatores que podem comprometer drasticamente
a sensibilidade do exame.®%

No Brasil, o Ministério da Saude,® na tentativa de au-
mentar a eficacia do rastreamento e diagnéstico do cancer
do colo utero, tem implantado sistemas de controle de quali-
dade interno e externo nos laboratérios que realizam exames
para o Sistema Unico de Satide (SUS), os quais visam ga-
rantir a organizacao e a integridade de qualidade do servigo
prestado. Na fase pré-analitica, sdo avaliados os procedimen-
tos técnicos relacionados a qualidade de confec¢do do
esfregaco, fixacéo, coloracdo e montagem. Estas etapas de
execucdo podem influenciar significativamente, na qualida-
de do laudo e na produtividade entre os observadores."®

Assim, a conscientizacéo dos profissionais envolvi-
dos e o conhecimento de cada etapa da fase pré-analiti-
ca, como acao dos fixadores, dos corantes, manipulagao,
armazenamento adequado, a estabilidade dos reagentes,
além dos procedimentos de montagem adequada, sédo de
grande relevancia para garantir uma melhor confiabilidade
dos resultados citolégicos.® Perante estes dados, este es-
tudo tem por objetivo realizar uma reviséo bibliografica no
que refere a qualidade das etapas de fixacdo e coloracao
dos esfregacos cervicovaginais realizados por técnicas
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citolégicas convencionais. A escolha desse método visa o
embasamento cientifico que permite, por meio de pesqui-
sas jarealizadas, tendo como parametro a viséo de alguns
autores, proporcionar uma melhor compreenséo do tema
de interesse.

FASE PRE-ANALITICA: FATORES QUE
COMPROMETEM O DIAGNOSTICO

A fase pré-analitica consiste em conjunto de agdes que
visam garantir representatividade e adequabilidade da
amostra. Devem-se adotar critérios padronizados de con-
trole interno da qualidade que contemplem o registro do ma-
terial recebido, a fixacdo, a coloragédo e a montagem das
laminas.®'0

Segundo recomendagées do Ministro da Satide," com
base nos critérios de qualidade para boa visualizagdo do
exame de citologia convencional, o material coletado deve
ser espalhado sobre a lamina de modo uniforme, fixado
imediatamente apds a coleta e posteriormente transporta-
do ao laboratério em suporte plastico de lamina devidamen-
te identificada. As laminas devem permanecer integras e
acondicionadas adequadamente, devem acompanhar a re-
quisi¢éo preenchida do médico solicitante, e, em seguida,
submetidas a coloragéo pelo método de Papanicolaou, tra-
dicional ou modificado.('213

Para melhor compreenséo sobre fatores que compro-
metem o diagnédstico na fase pré-analitica e de acordo com
o objetivo deste artigo, as etapas foram descritas em Fixa-
¢éo dos esfregacos, Coloragdo e Montagem das laminas
citologicas cervicais.

FIXAGAO DOS ESFREGAGOS CITOLOGICOS
CERVICAIS E FIXADORES

Apos a obtencédo da amostra, ocorre o procedimento
de fixacdo, que é uma etapa importante e essencial para a
realizacdo de todos os passos subsequentes, imprescindi-
veis a qualidade do exame citologico.(*'® O fixador utiliza-
do reage com diferentes componentes celulares promoven-
do a estabilidade molecular de proteinas, acidos nucleicos,
polissacarideos, lipidios entre outros. O fixador reage com
diferentes componentes celulares promovendo a estabilida-
de molecular de proteinas, acidos nucleicos, polissa-
carideos, lipidios, entre outros, prevenindo a autélise ou a
degradacao das estruturas celulares, conservando os deta-
lhes, além de evitar o dessecamento que deforma as célu-
las e altera as afinidades tintoriais.("®'"

Os métodos de fixagédo sao divididos em trés catego-
rias: fixacdo umida, fixagdo iUmida com secagem ao ar e
fixacdo por nebulizacdo ou cobertura do esfregaco.

O método de fixagdo imida é composto de etanol a
96%. Esta substancia age como agente coagulante, pene-
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trando na célula, desidratando-a e intensificando a diferen-
ciacdo nuclear apés a coloracao. Os esfregacos fixados por
esse método poderdo permanecer por uma semana ou mais
quando acondicionados individualmente em seus respecti-
vos tubetes devidamente fechados.("®'® As principais van-
tagens do etanol como fixador, comparado com outros mé-
todos, baseiam-se na sua elevada velocidade de difusao e
na capacidade de preservar as estruturas celulares. Por
outro lado, o etanol provoca uma retratacgao significativa do
citoplasma e perde rapidamente as suas atividades celula-
reS.(18'20)

Ja na fixagdo imida com secagem no ar, é importan-
te que os esfregacos fiquem totalmente imersos em alcool
pelo menos por trinta minutos, evitando-se ao maximo a
evaporacao. Apos este periodo, o alcool é desprezado e o
material pode ser enviado ao laboratério.?" A desvanta-
gem deste método é que o esfregaco citolégico, apos fi-
xado pelo alcool, é secado ao ar, podendo ocorrer possi-
vel edema nuclear a distor¢éo, com perda de detalhes cro-
maticos, e o citoplasma pode nao ser corado adequada-
mente.®

No caso dos fixadores em spray, os mais utilizados
sé@o os compostos por polietilenoglicol (Carbowax) e alcool
a 95%. Recomenda-se que a pulverizacdo do aerosol so-
bre o esfregaco celular deva ocorrer a uma distancia entre
15 cm a 25 cm, evitando o espalhamento do esfregago.(422
De acordo com Manrique, " quando ocorre algum proble-
ma na etapa de fixagao celular, por exemplo, um longo tem-
po entre a coleta e a fixagéo, a coloracdo podera ficar com-
prometida, alterando a afinidade celular pelos corantes usa-
dos na técnica de Papanicolaou, levando a mudangas cito-
plasmatica e nucleares.

Posteriormente, os esfregacos citopatologicos fixados
em alcool seguem para a bateria de coloracédo, sendo que
os esfregacos fixados pelo método de cobertura devem ser
submetidos a banhos de alcool a 96% (pelo menos duas
cubas, no minimo 15 minutos cada) antes da coloracéo, para
eliminar a pelicula de cobertura. Essa pelicula inibe a pene-
tracdo apropriada da coloragéo, especialmente da hemato-
xilina.(1321

Coloragado de Papanicolaou

A técnica de coloragéo de Papanicolaou consiste em
uma sequéncia de etapas que utiliza um conjunto de corantes
com a finalidade de evidenciar a morfologia e os diferentes
graus de maturacao celular. Sua descoberta foi por meio de
estudos iniciados pelo Dr. George Nicolau em 1917, apés
analisar alteracdes celulares das regides da cérvix e vagi-
na, além de alteragGes apresentadas nas diferentes fases
do ciclo menstrual. Depois de vérios estudos, o exame pre-
ventivo passou a ser utilizado na década de 40, recebendo
a denominacdo de exame de Papanicolaou, devido ao sis-
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tema de coloracéo utilizado.?*24 E um método que se ba-
seia em sequéncia de ag¢des de um corante basico, a
Hematoxilina de Harris; um corante acido, o Orange G e
corante policromatico EA-65, que oferece tonalidades de
cores diferentes no citoplasma das células.®?

A hematoxilina é o primeiro corante utilizado, reage
com os acidos nucleicos, confere ao nuicleo uma colora-
¢éo azulada. A coloragéo final do corante pode ser altera-
da pela mistura com outros agentes, tais como alimen de
ferro (preto), alimen de potassio (azul) e os sais de esta-
nho (vermelho).®® Posteriormente, os esfregagos séo co-
rados por uma solugéo acida de Orange G, que apresenta
afinidade por componentes basicos do citoplasma, com
capacidade de penetrar nas células queratinizadas ou pre-
cursores de queratina, evidenciando também os granulos
de querato-hialina das células superficiais, corando-os de
laranja intenso e brilhante. O segundo componente do
corante policromico EA-36 é a eosina Y (eosina yellowish,
eosina soluvel e eosina amarelada), o qual cora o
citoplasma celular de rosa pela acéo da eosina Y através
de verde brilhante.(?2%)

Os tempos de imersao da lamina nos diversos alco-
ois sao calculados em segundos e podem ser substituidos
por 10 a 12 imersdes, porém o tempo na coloragdo podera
ser modificado conforme o procedimento operacional pa-
dréo do laboratério. Dependendo do tempo pode influenci-
ar na coloracao do nucleo, e, consequentemente, o ntcleo
pode corar fracamente ou fortemente, tornando-se palido
ou hipercromatico, o mesmo ocorrendo com os corantes
Orange G e EA - 36, tornando o citoplasma da célula palido,
sem coloragao diferencial do citoplasma.

O controle de qualidade dos corantes utilizados na
bateria de coloragdo deve ser acessado diariamente por
meio da analise microscopica. Assim, uma amostra de ras-
pado bucal deve ser submetida ao protocolo de coloragao
para verificar o tempo e a qualidade dos corantes, e, entéo,
o observador analisarad quanto a intensidade de coloracao
nuclear, o contraste entre a coloracédo, entre a coloragao
citoplasmatica eosinofilica e cianofilica, a definicdo da
cromatina nuclear, a qualidade de desidratagédo da lamina
e clareza. Dessa forma, apds aprovacéao da coloracgéo, se-
gue com coloragao das amostras biolégicas.®?" Se neces-
sario, medidas corretivas devem ser implementadas imedia-
tamente. Recomenda-se o registro por escrito dessas ativi-
dades para o monitoramento e manutencgéo da qualidade
técnica das laminas.!"¥

A qualidade da coloragéo citolégica depende da qua-
lidade da preservacéo celular e fixagdo do espécime, o
manejo no preparo, armazenamento, estabilidade dos
corantes e seguimentos do protocolo de coloragdo. No mo-
mento em que se passa para o procedimento de coloracao
da lamina, o profissional devera dar énfase a necessidade
da utilizacao de solugdes filtradas e trocadas adequadamen-
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te no decorrer do processo, evitando dessa forma a conta-
minagédo cruzada dos esfregagos com células flutuantes.?%)
Entretanto, dependendo do nimero de laminas processa-
das, as trocas dos corantes ocorrem em periodicidade va-
riada, enquanto que os alcoois sdo trocados em cada dez
bercos rodados.

A hematoxilina, quando estocada em 6timas condi-
¢des de conservagdo, permanece sem precipitados por
sete meses.* Em consonéncia a este achado, o Instituto
Nacional de Cancer (INCA)("™® demonstrou, em um estudo
elaborado em 2012, que os corantes devem ser armaze-
nados em sua embalagem original quando comparados
prontos, bem fechados, a temperatura ambiente, pois po-
dem precipitar quando submetidos as baixas temperatu-
ras. Enquanto os corantes sédo preparados no préprio la-
boratoério, as solugdes devem ser guardadas em recipien-
tes escuros, em locais protegidos de luz e calor. Permane-
cem estaveis até a data de vencimento e sob as condi-
¢des de estocagem indicadas no rétulo do frasco. A solu-
céo de hematoxilina é aquosa. Os demais corantes, OG-6
e EA-36, sdo solugdes alcodlicas e devem ser mantidos
tanto nos frascos como nas cubas de coloragéo, perma-
nentemente tampados, para evitar evaporacéo do alcool,
além de serem armazenados em recipientes escuros, em
locais protegidos de luz e calor.

O exame de Papanicolaou convencional é extensa-
mente conhecido como ferramenta de grande sucesso na
triagem para prevencgao diagnéstica de cancer do colo de
Utero, porém, sdo sugeridas limitacdes por razdes técni-
cas. Existem varios fatores que podem causar alteracdes
nas reacdes dos corantes, alguns relativos a propria amos-
tra, como o pH da secrecéo, e outros relativos a técnica
empregada. Fatores técnicos, como espessura do materi-
al e excesso de material fora dos limites de analise da la-
mina contribuem significativamente para um diagnoéstico
erréneo. (1230

O principal problema dos laboratérios de citopatologia
€ manter adequabilidade da amostra cervicovaginal apo6s a
coleta, por meio da fixagéo, sendo que a falha na fixagcao
torna o esfregaco dessecado, uma vez a fixagao incorreta
da lamina prejudica consideravelmente o trabalho do
escrutinador.("

Também deve-se salientar que, em muitos casos, re-
sultados falsos negativos sdo emitidos por causa da ma
qualidade da coloragédo do esfregaco, ou, até mesmo, anao
identificacédo das células anormais que se localizam fora da
area da laminula. Amaral®" cita que, dos 10.951 esfregacos
analisados, 252 apresentavam fatores interferentes, sendo
que 83,9% estavam com dessecamento, o que os tornou
insatisfatérios para analise. Resultados semelhantes foram
apresentados por Silva,® que relatou que, do total de 3.149
esfregacos analisados, 20,92% apresentaram desseca-
mento, o que limitou parcialmente a analise, e 88,60% dos

137



Silva GPF, Cristovam PC, Vidotti DB

esfregacos dessecados comprometeram a qualidade das
amostras, tornando-as insatisfatérias para analise e impos-
sibilitando a liberagéo do laudo. Desta forma, estes erros
pré-analiticos geram transtornos para a paciente, que tera
gue se submeter a nova coleta, e custos maiores para os
laboratoérios.®

Estudo realizado no Instituto Adolfo Lutz®® em parce-
ria com a Fundagé@o Oncocentro de Séao Paulo (FOSP), em
2012, revelou aumento de 11,9% e 17,7% na adequagéao
dos processos de coloragéo e fixagéo, respectivamente, en-
tre o periodo de 2003 e 2010. Esses dados demonstram
que os efeitos das agdes corretivas obtiveram pouca me-
Ilhora nos processos pré-analiticos.

Na etapa da diafanizacéo dos esfregacos, a solugédo
usada deve ser compativel tanto com o alcool como com o
meio de montagem, tornando as células transparentes. O
xilol (xileno ou dimetilbenzeno) é um liquido incolor, insolavel
em agua e apresenta aspectos limpido e odor caracteristi-
co, sendo um solvente amplamente utilizado em laboratéri-
os de citopatologia durante o processamento e confecgéo
de laminas.® O primeiro banho com xilol tem a fungao de
remover o alcool, e o segundo banho possibilita o aumento
da transparéncia da preparacéo citolégica, preparando-a
para a fase final, a montagem. O uso frequente de xilol em
laboratorios de ensino e pesquisa, analises clinicas e pato-
légicas pode causar agravos a saude dos trabalhadores
expostos.®4

Dergovics et al.® avaliaram a eficiéncia da utilizacédo
da mistura verniz/xilol em concentracdo diferente para
imersao das laminas citolégicas prontas de raspado bucal
e cervicovaginais, para montagem apo6s coloracdo em
Papanicolaou. Esse estudo mostrou bom desempenho na
montagem das laminas, sem imersdo em cubas de xilol, uti-
lizando-se para secagem com laminula a solugéo verniz/xilol
na concentragéo de 75/25%, que demonstrou ser eficaz na
qualidade das amostras, na rapida secagem, facilidade na
limpeza das laminas, auséncia de artefatos, reducdo da
exposicéo ocupacional, melhor qualidade de refringéncia e
refracédo da luz, clareamento das células e definicdo da co-
loracdo, ao contrario das demais concentragdes de mistura
verniz/xilol (70/30%, 50/50% e 40/60%), que apresentam di-
ficuldade no processo de confecg¢do, como deslizamento da
laminula, presenca de bolhas, manipulacéo e limpeza da
lamina.

Além disso, o xilol, gquando contaminado com agua,
desenvolve uma reagéo quimica que lhe da uma aparén-
cia leitosa; as laminas que estiverem em contato com este
xilol hidratado ficardo opacas; para evitar esta perda de
qualidade dos esfregacos, estas laminas devem voltar
para as cubas de alcool absoluto.™ Contudo, é impor-
tante que, durante a limpeza da cuba de xilol, seja utiliza-
do alcool absoluto ou o préprio xilol, evitando a hidratagao
do mesmo.
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Montagem da lamina citolégica

Os esfregacgos cervicovaginais corados devem ser
montados de forma permanente, utilizando-se um liquido de
montagem que permite a ligacao entre lamina e laminula. O
meio de montagem age como um efetivo selador contra o
oxigénio, prevenindo o desbotamento do corante. Portanto,
a montagem com laminula é uma técnica obrigatéria, possi-
bilita melhor visualizagcéo das células, preservacao das es-
truturas contra danificagdo mecanica, artefatos de secagem
ao ar.™® Porém, alguns laboratorios citopatolégicos tém ado-
tado o verniz como método de montagem por apresentar
baixo custo e simplicidade. Por outro lado, sua desvanta-
gem é que, nos processos de remontagem/recoloracéo, a
qualidade do esfregaco é prejudicada, isto &, pode-se ob-
ter esfregaco turvo, embacado e craquelado, impossibili-
tando areleitura das laminas.

Além disso, a auséncia de laminula pode promover a
perda da coloragéo celular ao longo do tempo, resultando
na diminuicdo da qualidade durante o periodo de arquiva-
mento.®® Para obter-se uma boa qualidade no processo de
montagem da lamina citolégica, deve-se evitar excesso de
meio de montagem e aparecimento de eventuais bolhas que
podem prejudicar a analise citolégica. Posteriormente, as
laminas devem ser retiradas com o auxilio de uma pinga,
pressionando-a contra a laminula. Por fim, a lamina com a
laminula aderida deve cobrir toda a superficie do esfregaco
para sua secagem adequada. Portanto, uma lamina bem
preparada é primordial para a analise e, consequentemente,
para a discusséo dos resultados.®

Balsamo do Canada é uma resina natural extraida da
Abies balsamea pinaceae. E um método de montagem de-
morado na secagem, que pode possibilitar o aparecimento
de pigmentos marrons no esfregaco citolégico (cornflakes),
dificultando a andlise. Desta forma, demonstra desvantagem
em relacédo ao meio Entellan, sendo este um meio de mon-
tagem rapida onde as laminas secam mais rapidas, possi-
bilitando a estabilidade de espécime para microscopia,
além de ser um bom meio para rotinas automatizadas. Con-
siderando sua composi¢ao, que contém tolueno, deve ser
usado com amostras livres de agua que tenham sido trans-
formadas com xilol nas montagens anteriores. Assim, é im-
portante que as laminas citolégicas sequem adequadamente
para seguir com a montagem.®® Apoés essas etapas, as la-
minas devem ser encaminhadas para analise.

A citologia convencional € um método de facil execu-
¢éo, acessivel e, apesar das inUmeras limitagcdes ja discuti-
das, ainda tem sido largamente utilizada na pratica clinica
como ferramenta para prevencao, diagnoéstico e tratamento
do cancer do colo do Utero. Nas Ultimas décadas, houve uma
crescente preocupacao mundial das instituicdes de saude
em promover a melhoria continua da qualidade da assis-
téncia e a garantia da confiabilidade do resultado.®”
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Resumo

Objetivo: Descrever o perfil do eritrograma das anemias diagnosticadas em criangas de 0 a
10 anos em um laboratério de analises clinicas do municipio de Tupanciretd, RS. Métodos:
A coleta dos dados foi realizada de forma retrospectiva por meio da sele¢éo dos exames
laboratoriais das criangas e obedeceu aos seguintes critérios de inclusao: exames de crian-
¢as de 0 a 10 anos com hemoglobina <11 g/dL e realizados nos anos de 2014 e 2015.
Resultados: Do total de 730 exames realizados pelo laboratério em criangas de 0 a 10
anos, 16,7% apresentaram hemoglobina <11 g/dL, com idade média de 1,75 + 1,13 anos,
sendo 46,7 % do sexo masculino. Observou-se maior prevaléncia de anemias microciticas
hipocrémicas com anisocitose, sugestivas de anemia ferropénica. Nao houve diferenca es-
tatistica significativa nos valores do eritrograma quando estes foram estratificados por dife-
rentes valores de ferritina. Conclusao: Neste trabalho foi demonstrado um significativo
percentual de criangas com anemia no laboratério estudado. Assim, uma melhor identifica-
¢ao da anemia e de seus fatores relacionados contribui para o planejamento de prevencgéo,
controle e manejo das criangas que sdo acometidas por esta sindrome.

Palavras-chave
Anemia; Hemoglobina; Crianga

INTRODUCAO

Segundo a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS), a
anemia é caracterizada pela diminuicdo dos niveis de
hemoglobina abaixo de 12 g/dL em adultos e 11 g/dL em
criangas.!" A principal consequéncia clinica da anemia é um
quadro de hipéxia decorrente da reducédo da concentracao
de hemoglobina na circulacdo sanguinea.®

A anemia é um dos disturbios mais frequentes na in-
fancia. Apesar de ser encontrada com maior frequéncia em
paises em desenvolvimento, paises desenvolvidos também
apresentam prevaléncia significativa em criangas. Varios fa-
tores podem estar envolvidos na patogénese da anemia na
infancia, como doencas genéticas, infecgdes e deficiénci-
as nutricionais.®

A anemia ferropénica é a principal anemia carencial
da infancia. Dados epidemiol6gicos estimam que 20% a
25% das criangas no mundo sejam portadoras de anemia
por deficiéncia de ferro.*® Atualmente, sabe-se que o de-
senvolvimento de anemia ferropénica pode estar relaciona-
do as condigbes socioecondmicas da familia da crianca,
como baixa renda, muitas pessoas dividindo o mesmo lar e

baixa escolaridade dos pais.® A patogénese da anemia
ferropénica acontece em trés estagios, que contemplam o
esgotamento das reservas de ferro armazenadas na ferritina,
diminuicdo da saturagéo de transferrina, e, finalmente, a
anemia refletida por uma redugdo na hemoglobina com
aporte restrito de ferro a eritropoiese.”

O fator determinante do desenvolvimento de anemia
ferropénica em criangas é a necessidade aumentada de
ferro para o desenvolvimento corporal aliado a uma ingestéo
insuficiente deste mineral. Assim, o periodo do desmame
representa um momento critico para o desenvolvimento e
instalacdo de anemia ferropénica, pois neste periodo as
criangas deixam o aleitamento materno, rico em ferro, para
iniciar uma dieta que nem sempre é adequada nos niveis
nutricionais do ferro.®

Além disso, apenas a ingestéo de ferro ndo é um bom
indicador da sua adequacao nutricional, pois varios fatores
dietéticos e sistémicos podem influenciar sua biodis-
ponibilidade e absorg¢édo.® Esse fato representa um grave
problema na saude infantil, pois longos periodos de balan-
¢o negativo de ferro podem resultar na instalagéo da ane-
mia ferropénica.®
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Independentemente da causa, a ocorréncia de ane-
mia em criangas determina grandes prejuizos para seu de-
senvolvimento motor e cognitivo e para seu aproveitamento
escolar.®) Além disso, ha uma maior susceptibilidade a in-
fecgdes e reducdo da forca muscular, bem como aumento
do esforgo cardiaco e reducao da capacidade fisica. Desta
forma, a detecgéo dos fatores de risco é essencial para a
implementacao de programas para erradicar a anemia na
infancia, especialmente nos grupos onde a prevaléncia é
maior, como tentativa de diminuir o impacto negativo desta
condicéo patolégica na infancia.('*-1?

Considerando a importancia do impacto da anemia
em criangas, o objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil
do eritrograma dos casos de anemia em criangas de 0 a
10 anos que foram atendidas em um laboratério de anali-
ses clinicas no municipio de Tupancireta, noroeste do es-
tado do Rio Grande do Sul, Brasil, nos anos de 2014 e
2015.

MATERIAL E METODOS

A coleta dos dados foi realizada pot meio da selegéo
dos exames laboratoriais de criangcas em um laboratoério de
analises clinicas no municipio de Tupancireta, noroeste do
estado do Rio Grande do Sul, Brasil. Acoleta de dados obe-
deceu aos seguintes critérios de inclusdo: exames de cri-
ancas de 0 a 10 anos, hemoglobina <11 g/dL, exames rea-
lizados nos anos de 2014 e 2015. Dos exames que con-
templaram os critérios de incluséo citadas, foram coletados
os seguintes dados: idade, sexo, hemoglobina sérica,
hematocrito, contagem de eritrocitos, volume corpuscular
médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), con-
centracdo da hemoglobina corpuscular média (CHCM),
amplitude da distribuicdo dos eritrocitos (RDW) e concen-
tracéo de ferritina, quando estes dados estavam disponi-
veis no exame e cadastro do paciente.

A analise dos dados foi realizada no soffware estatisti-
co GraphPad Prism 5. As variaveis categoéricas foram ex-
pressas em frequéncia (n) e percentual (%) e variaveis nao
categoéricas foram expressas por média e desvio padrao. A
analise de distribuicdo dos dados foi realizada pelo teste
de Kolmogorov-Smirnov. Comparacéo entre variaveis quan-
titativas foram avaliadas pelo Teste T ou por Anova de uma
via e as correlacdes foram avaliadas pelo Teste de Correla-
¢éo de Pearson. Para todos testes foi considerado um in-
tervalo de confiangca de 95% (p<0,05).

Todos os procedimentos referentes a este trabalho
foram realizados de acordo com as diretrizes e normas
regulamentadoras de pesquisa envolvendo seres humanos
(Resolugéo 466/2012 do Conselho Nacional de Salde). A
execucao do estudo foi aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa envolvendo seres humanos da Universidade de
Cruz Alta sob o CAAE 54929716.5.0000.5322 e o nimero
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de parecer 1.536.703. O sigilo em torno da identidade dos
pacientes foi resguardado.

RESULTADOS

Durante os anos de 2014 e 2015, o laboratério de ana-
lises clinicas em questéo realizou 730 exames em criangas
de 0 a 10 anos. Deste total, 122 (16,7%) apresentaram
eritrograma com concentragao de hemoglobina inferior a 11
g/dL, sendo consideradas com anemia. Na Tabela 1 pode-
se observar as caracteristicas relativas a idade, sexo, tipo
de atendimento e concentracdo média de hemoglobina,
contagem de eritrécitos, hematécrito, HCM, VCM, CHCM e
RDW nas criangas com anemia. Na Tabela 2, pode-se ob-
servar que nao houve variacéo da concentracao de hemo-
globina diante das variaveis de idade, sexo e tipo de aten-
dimento das criancas no laboratério.

Tabela 1 - Caracteristicas gerais das criangas com anemia (n=122)

Variaveis VanrAes _de
referéncia#

Idade (anos), média (DP) 1,75+1,13

Sexo

Masculino, n (%) 57 (46,7)

Feminino, n (%) 65 (53,3)

Tipo de atendimento

Ambulatorial, n (%) 88 (72,2)

Hospitalar, n (%) 34 (27,8)

Hemoglobina sérica (g/dL

médiag(DP) (grdL), 95%1,15 1-137

ﬁzgtizg(eDrg)de eritrécitos (x10%/uL), 46+ 0,60 41-51

Hematécrito (%), média (DP) 30,0 + 2,64 33 -41

VCM (fL), média (DP) 68,7 + 10,2 74 - 86
HCM (pg), média (DP) 22,7 + 5,01 24-33
CHCM (%), média (DP) 30,4 + 2,84 31-36
RDW (%), média (DP) 1814+328  11,5-145

DP: Desvio Padrao, n: numero de casos, fL: fentolitros, pg:pictogramas, #De
acordo com Failace, 2009 '"

Tabela 2 - Niveis de hemoglobina estratificado por idade, sexo e tipo
de atendimento das criangas com anemia (n=122)

Hemoglobina (g/dL),

Variavel média (DP) P
Idade

<12 meses (n=36) 9,56 + 0,97

12 a 24 meses (n=41) 96111

>24 meses (n=43) 9,76 + 1,17 0,952*
Sexo

Masculino (n=57) 95+1,27

Feminino (n=65) 9,51 +1,04 0,981**
Tipo de atendimento

Ambulatorial (n=88) 9,39+1,17

Hospitalar (n=34) 9,82+ 1,01 0,135*

DP: Desvio Padrao, *Anova de uma via, **Teste T
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Na Tabela 3, pode-se observar a classificagédo labo-
ratorial das anemias. Das criangas com anemia analisadas,
o tipo de anemia mais frequente foi a microcitica e hipo-
crdomica, sendo que estas criancas apresentaram simulta-
neamente elevado nivel de anisocitose. As anemias micro-
citicas juntas corresponderam a 69,5% dos casos. Apenas
uma crianga apresentou anemia macrocitica.

Na Figura 1A observa-se que existe uma correlagéo
positiva significativa (r>= 0,4108; p<0,0001) entre a concen-
tracdo de hemoglobina e os valores de VCM quando anali-

sados apenas os casos de anemias microciticas. Além dis-
so0, na Figura 1B, observa-se uma correlagao negativa sig-
nificativa (r>=0,5547, p<0,001) entre os valores de RDW e
os valores de VCM.

De todos os eritrogramas analisados, apenas 42
possuiam solicitacdo do exame complementar ferritina.
Na Tabela 4, pode-se observar o perfil do eritrograma de
criangcas com anemia atendidas ambulatoriamente no la-
boratério de andlises clinicas (n=42) de acordo com trés
faixas de valores séricos de ferritina: valores menores que

Tabela 3 - Classificagdo laboratorial das anemias nas criangas atendidas (n=122)

Microcitica Microcitica Normocitica e i p Valores de
. e - L Macrocitica A

Hipocrémica Normocrémica Normocrémica Referéncia#
n (%) 71 (58,1) 14 (11,4) 39 (31,9) 1(0,8)
Hemoglobina (g/dL), média (DP) 8,98 + 1,22* 10,3+ 0,82 10,2+ 0,96 9,1 <0.001 11-13,7
VCM (fL), média (DP) 61,3 + 6,00* 69,2 + 5,54* 81,4 + 4,96* 101 <0.001 74 -86
HCM (pg), media (DP) 20,3 + 2,69* 28,0+ 3,78 271 +1,84 32,5 <0.001 24-33
RDW (%), media (DP) 18,49 + 2,83* 16,1 £ 2,07 15,0+ 1,72 14,9 <0.001 11,5-145

VCM: Volume Corpuscular Médio, fL: fentolitros, DP: Desvio Padrdo, n: nimero de casos, *Valores estatisticamente diferentes, anova de uma via

seguida de teste Tukey, #De acordo com Failace, 2009 ("
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Figura 1. (A) Correlagéo entre os niveis de hemoglobina e o VCM em criangas com anemia microcitica (n=100) atendidas. (B) Correlagdo entre os
valores de RDW e os valores de VCM em criangcas com anemia microcitica (n=100). VCM: Volume corpuscular médio, RDW: amplitude de distribuicdo

dos eritrécitos. fL: fentolitros, g/dL: gramas/decilitro

Tabela 4 - Perfil do eritrograma de acordo com a concentragao de ferritina em criangas com anemia (n=42)

Ferritina Ferritina Ferritina Valores de .

<7 ng/dL >7 e <50 ng/dL > 50 ng/dL referéncia# P
N (%) 7(16,2) 27 (62,7) 8 (18,6)
Idade (anos), média (DP) 1,14 (0,73) 1,71 (1,2) 1,78 (1,4 0,7217
Hemoglobina (g/dL), média (DP) 9,24+ 0,94 9,92+1,2 9,45+1,2 11-13,7 0,5658
VCM (fL), média (DP) 655+123 71,1 £ 6,63 73,66 + 13,3 74 -86 0,3644
HCM (pg), média (DP) 20,6 + 5,26 23,7+ 3,4 241+54 24 - 33 0,3343
CHCM (g/dL), média (DP) 31,1+6,8 30,7+ 3,12 32,3+1,77 31-36 0,3178
RDW (%), média (DP) 19,1 £3,72 172+29 18,1 £+ 4,03 11,5-145 0,7296

*Anova de uma via, n: nimero de casos, DP: desvio padrao, VCM: volume corpuscular médio, HCM: hemoglobina corpuscular média,
CHCM: concentragao da hemoglobina corpuscular média, RDW: amplitude de distribuicdo dos eritrécitos, fL: fentolitros, pg:
pictogramas, g/dL: gramas/decilitro, #De acordo com Failace, 2009 "
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7 ng/dL, grupo considerado como abaixo dos valores de
referéncia de ferritina para criancas, valores de ferritina
entre 7 e 50 ng/dL e maiores que 50 ng/dL, os quais séo
considerados valores normais de ferritina para criancas.
Apenas 16,2% das criangas tiveram dosagem diminuida de
ferritina, ou seja, estavam com deplecéo de estoque de fer-
ro instalada. Ainda, ndo houve diferenca estatistica nos va-
lores do eritrograma entre os trés grupos de valores de
ferritina.

DISCUSSAO

Neste trabalho foi avaliado o perfil do eritrograma de
anemias em criancas de 0 a 10 anos atendidas em um la-
boratério de andlises clinicas do municipio de Tupancireta,
do noroeste do estado do Rio Grande do Sul. Foi encontra-
da uma frequéncia de 16,7% de anemia nas criangas anali-
sadas, utilizando-se como parametro para diagnostico de
anemia a concentracé@o de hemoglobina <11 g/dL. Um estu-
do conduzido em Brasilia com criangas estudantes da 12
série do ensino fundamental encontrou prevaléncia de ane-
mia semelhante a este trabalho, 12,5%.("® Por outro lado,
em um estudo conduzido em criancas de 0 a 5 anos hospi-
talizadas em Tubaréo, a prevaléncia de anemia encontrada
foi de 31,2%.("

Apesar deste estudo ter considerado criangas de 0
a 10 anos, a média de idade das criangas com anemia foi
de 1,75 £1,13 anos, ou seja, a idade em que as criancas
fazem a transicdo entre o aleitamento materno e a alimen-
tacao convencional e estdo com um alto indice de prolife-
racao celular e de utilizacédo de ferro para as fungdes me-
tabolicas. Neste sentido, ap6s o nascimento, a crianga uti-
liza o ferro recebido da mae durante a gestacéo para su-
prir suas necessidades corporais. Subsequentemente, o
aleitamento materno possui papel fundamental na manu-
tencao das reservas de ferro do organismo infantil, pois
possui capacidade de absor¢do em torno de 50%, enquan-
to que o leite de vaca, muitas vezes utilizado para substi-
tuir o leite materno, possui absorcao de apenas 10% a 20%
do ferro, favorecendo a instalagcdo da anemia. A substitui-
¢ao do leite materno por alimentos carentes em ferro tam-
bém é um fator determinante para o desenvolvimento da
anemia.("5®

Corroborando estes dados, recente estudo que anali-
sou a ocorréncia de anemia em criangas americanas, mos-
trou a maior prevaléncia (13,5%) de anemia em criancas de
1 a2 anos."" Ainda, uma revisédo de estudos conduzidos no
Brasil entre 1996 e 2007 reportou uma prevaléncia de 53%
de anemia em criangas com 6 a 59 meses de idade, sendo
a prevaléncia mais alta entre criangas de 24 meses.(1519)

A distribuicdo dos casos de anemia foi semelhante
entre criangas do sexo masculino e feminino, no entanto,
houve maior frequéncia de anemia em criangas atendidas
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ambulatoriamente. Este resultado pode representar um
viés encontrado devido a maior parte dos exames realiza-
dos no laboratério ser de origem ambulatorial. Apesar da
diferenca na frequéncia de anemia entre os pacientes
ambulatoriais e aqueles em internagao hospitalar, néo hou-
ve diferenca na média da concentracdo de hemoglobina
entre os dois grupos.

Em relacdo a classificagao laboratorial das anemias,
a anemia mais frequente foi a microcitica hipocrémica. A
anemia microcitica hipocrémica é uma consequéncia da de-
ficiéncia de hemoglobina para formacgéo adequada dos
eritrécitos, gerando células de tamanho menor. A deficién-
cia de hemoglobina ocorre principalmente por caréncias
nutricionais (anemia ferropénica) ou por defeitos genéticos
associados a produgéo das cadeias globinicas. Além dis-
so, eventualmente, a anemia da doenca cronica pode cau-
sar microcitose por prejudicar a disponibilidade de ferro a
eritropoiese.('"1®

Juntamente com microcitose e hipocromia, foi obser-
vado um aumento da anisocitose, caracteristicas tipicas da
anemia ferropénica.'>'Y Estudo conduzido em criangas de
0 a 5 anos em um hospital de Tubardo também revelou uma
maior prevaléncia de anemias microciticas (55,9%).('Y Em
relagdo as anemias macrociticas, tanto nosso estudo como
o de Carvalho (2010) encontraram uma baxia prevaléncia,
0,8% e 0,6%, respectivamente. Este dado sugere que, em-
bora a deficiéncia nutricional do ferro seja determinante na
anemia em criancas, a deficiéncia nutricional da vitamina
B12 e acido folico ndo parece ter um papel importante na
anemia infantil, visto que a macrocitose néo é um achado
comum nesta faixa etéria.

Além do hemograma, outros exames podem ser reali-
zados na triagem laboratorial das anemias. A dosagem de
ferritina € um importante marcador para deteccéo da queda
dos niveis de ferro no organismo, pois é a proteina respon-
savel pelo seu armazenamento e estoque, sendo indispen-
savel em momentos de caréncia do mineral.('"® Embora seja
0 exame mais sensivel para detectar a deplecdo dos niveis
de ferro no organismo, sendo o primeiro marcador a dimi-
nuir na anemia ferropénica, a ferritina pode estar com niveis
elevados durante um processo inflamatério ou infeccioso,
principalmente sob o estimulo de interleucinas 1 e 6. Desta
forma, sugere-se que o metabolismo do ferro seja avaliado
através da saturagdo de ferro.??

Quando foi analisado o perfil do eritrograma estrati-
ficado por diferentes valores de ferritina, observou-se que
apenas sete (16,2%) das criancgas tiveram a dosagem de
ferritina abaixo do valores de referéncia. Além disso, ndao
houve diferenca nos parametros do eritrograma entre os
grupos com diferentes concentracdes de ferritina. Apesar
de nenhuma destas criancas com solicitacdo de ferritina
estar hospitalizada, é possivel que possam estar com al-
gum mecanismo inflamatoério que esteja influenciando a do-
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sagem de ferritina. Varios estudos tém sugerido que a
ferritina, isoladamente, ndo é um marcador ideal do meta-
bolismo do ferro, devido as interferéncias analiticas que
pode sofrer. Assim, sugere-se a utilizacdo da ferritina
concomitante de outros marcadores, como saturacéo de
ferro, capacidade total de ligagdo ao ferro, receptores de
transferrina, entre outros.®)

CONCLUSAO

Neste trabalho, houve um predominio de anemias com
classificacdo laboratorial compativel com anemia ferro-
pénica, ou seja, apresentando microcitose, hipocromia e
anisocitose. No entanto, poucas criangas mostraram valo-
res de ferritina diminuidos, evidenciando a necessidade de
exames como saturacdo de ferro para avaliar de maneira
mais eficaz o perfil férrico. Além disso, a identificacao efici-
ente das anemias e de seus fatores relacionados pode con-
tribuir de maneira efetiva para o planejamento de preven-
¢éo, controle e manejo das criangas que s@o acometidas
por esta sindrome. Além disso, a prevencdo da anemia
ferropénica e da deficiéncia de ferro deve ser planejada
priorizando-se a educacéao nutricional e condigdes ambi-
entais satisfatorias.

Abstract

Objective: Describe the erythrogram profile of anemia diagnosed in
children aged 0 to 10 years in a clinical laboratory from Tupancireta, RS.
Methods: Data collection was carried out retrospectively through the
selection of laboratory tests of children followed the inclusion criteria:
tests of children aged 0 to 10 years with hemoglobin <11 g/dL and
performed in the 2014 and 2015 years. Results: Of the 730 tests carried
out by the laboratory in children aged 0 to 10 years, 16.7% had hemoglobin
<11 g/dL, with an average age of 1.75 + 1.13 years and 46.7% was
male. There was a higher prevalence of hypochromic microcytic anemia
with anisocytosis, suggestive of iron deficiency anemia. There was no
significant difference in erythrocyte values when they were stratified by
different ferritin levels. Conclusion: In this work, a significant percentage
of children with anemia was demonstrated in the studied laboratory. Thus,
a better identification of anemia and its related factors contribute to the
planning of prevention, control and management of children who are
affected by this syndrome.
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Investigagcao da ocorréncia de infecgcao respiratéria aguda
causada pelo virus sincicial respiratério (RSV) pela técnica da PCR

Occurrence investigation of acute respiratory infection caused by respiratory syncytial
virus (RSV) using the PCR technique

ff 1
Fernanda Carolina Pedrosa Resumo

Objetivo: O Virus Sincicial Respiratério (RSV) € um dos principais agentes virais causado-
res de infec¢des graves do trato respiratério em lactentes e criangas. Métodos: Investigou-
se a ocorréncia da infec¢éo respiratéria aguda causada pelo RSV em pacientes sintomati-
cos nos atendimentos de servigo de assisténcia primaria a saude publica na cidade de
Guarapuava, PR. Foram coletadas 144 amostras de secrecéo nasal dos pacientes incluidos
de todas as faixas etarias, entre o ano de 2013 e 2014. Resultados: A idade média dos
pacientes do estudo foi de 35,17 anos e a mediana de 31 anos, variando com o minimo de
1 ano e o maximo de 82 anos de idade. Conclusao: Foram concluidas as andlises de dados
dos pacientes e padronizagdes da metodologia RT-PCR através de cepas controles de RSV.
A metodologia RT-PCR padronizada foi aplicada has amostras, no entanto, ndo foram detec-
tados casos de infec¢ao respiratéria por RSV em pacientes com sintomas respiratérios na
cidade de Guarapuava, PR.

Palavras-chave

Vacinas; Virus Sinciciais Respiratérios; PCR

INTRODUCAO

O RSV é considerado um dos principais agentes
virais causadores de infecgdes graves do trato respirato-
rio em lactentes e criangas no mundo todo. A infeccao
por RSV resulta em vaérios sintomas, que vao desde
gripais comuns até mais graves, como a bronquiolite e
pneumonia.

A bronquiolite é a complicacédo clinica mais comum
causada pelo RSV e esta associada a eventos respiratori-
os mais graves.? Pessoas de todas as faixas etarias po-
dem ser infectadas pelo RSV.®

Atransmissdo por RSV ocorre por contato direto atra-
vés de secrecdo respiratéria e em aerossois contaminados.
A transmissdo em hospitais pediatricos deve ser controla-
da, principalmente em criangas com fatores de risco para
doencga grave.®9 A propagacéo do virus é favorecida tam-
bém em ambientes fechados, como creches ou escolas."®

As manifestagdes clinicas das infecgdes respiratorias
causadas por RSV s@o dependentes da idade do individuo
e de uma exposicéo prévia do virus.®

O virus sincicial respiratério (RSV) esta classificado
no género Pneumovirus, da ordem Mononegavirales, da
familia Paramyxoviridae e subfamilia Pneumovirinae, fita
simples, contendo 15.222 nucleotideos."'90 RSV tem um
genoma viral com 10 genes de RNA mensageiro (mRNA)
que codificam 11 proteinas."" Isolados de RSV sao dividi-
dos em dois grupos de caracteristicas antigénicas e genéti-
cas:AeB.19

Aincidéncia anual global da infecgéo por RSV em cri-
ancas menores de 5 anos foi estimada em 34 milhdes de
casos por ano, com pelo menos 10% de episédios que re-
presentam infec¢des graves que necessitam de internagéo
hospitalar.('?

Ha aproximadamente 160 mil mortes causadas por
RSV no mundo a cada ano, principalmente no mundo em
desenvolvimento, onde o acesso aos cuidados de apoio a
saude é limitado.(™

Estudos mostram que o RSV causa cerca de 33,8 mi-
Ihdes de casos infecgéo do trato respiratério inferior e 3,3
milhdes desses casos sd@o graves para internagcdes anu-
ais," causando, pelo menos, 66 mil a 199 mil mortes de

"Farmacéutica. Mestre em ciéncias farmacéuticas — Universidade Estadual do Centro-Oeste (Unicentro) — Guarapuava, PR, Brasil.

Instituigdo: Universidade Estadual do Centro-Oeste (Unicentro) — Guarapuava, PR, Brasil.

Suporte Financeiro: Fundagéo Araucaria
Artigo recebido em 17/05/2016

Artigo aprovado em 05/09/2016
DOI: 10.21877/2448-3877.201600509

146

RBAC. 2017;49(2):146-51



Investigagéo da ocorréncia de infecgéo respiratéria aguda causada pelo virus sincicial respiratério (RSV) pela técnica da PCR

criancas menores de 5 anos de idade no mundo todo devi-
do a complicac¢des.(

No Brasil, um estudo de Alvarez et al., com 5.304 cri-
ancas menores de 1 ano, mostrou que 113 (2,1%) foram
hospitalizadas por BVA. Entre as criancas hospitalizadas
por RSV, 2,7% foram internados na unidade de terapia in-
tensiva (UTI), 1,5% necessitaram de assisténcia de ventila-
¢do e 0,2% foram a 6bito.(™®

Na cidade de Sao Paulo, um estudo prospectivo de
Calegari et al. revelou que 62,7% das criangas hospitaliza-
das tinham infecgéo no trato respiratoério inferior, dentre os
quais 56,4% tinham um virus como agente etiol6gico, sen-
do que o RSV foi identificado em 52,4% dos casos.®

Em paises de clima temperado, as epidemias RSV
ocorrem anualmente nos meses de inverno, e , em climas
tropicais, o padrao varia de acordo com a maioria dos lo-
cais na literatura. No Brasil, o RSV predomina particular-
mente nos meses de abril a agosto/setembro de cada ano.("®)

Areacgéo em cadeia da polymerase (PCR) tem se tor-
nado um teste muito utilizado, pois proporciona uma eleva-
da sensibilidade e especificidade.!"” A transcricao reversa
seguida de reagcdo em cadeia da polymerase (RT-PCR)
apresenta sensibilidade igual ou superior ao da cultura de
células, ou ensaios de deteccdo de antigenos. Com base
no método de PCR, a andlise molecular e filogenética de
virus isolado pode ser efetuada, permitindo a classificacao
em grupos e subgrupos.!'” Essa técnica permite a detecgéo
de quantidades minimas de RNA e a caracterizagdo dos
grupos antigénicos do virus, fornecendo resultados rapidos.
Variagdes na metodologia, como a multiplex RT-PCR, pode-
se detectar e subtipar conjuntamente diferentes virus em uma
mesma amostra clinica coletada de paciente com suspeita
de infecgao respiratoria.(®

Independente do método de escolha, a realizagéo do
diagnéstico das infecgdes causados por RSV é de grande
importancia na obtencédo de dados epidemiolégicos, Uteis
no desenvolvimento de programas de controle de preven-
cdo dessas doencas, além de orientar condutas terapéuti-
cas adequadas para reducdo no nimero de prescriges
desnecessarias de antibiéticos.("®

O objetivo deste estudo foi a padronizacéo e otimizagao
de metodologia molecular para detecgéo de virus sincicial
respiratério por RT-PCR; detectar a ocorréncia de virus
sincicial respiratério em pacientes com sintomas de infec-
cao respiratoria aguda na cidade de Guarapuava, Parana e
descrever a apresentacéo clinica e possiveis fatores de risco
dos pacientes com infeccao respiratéria aguda.

MATERIAL E METODOS
Foram incluidos no estudo pacientes de todas as fai-

xas etérias atendidos nos servigos de assisténcia primaria
a saude darede publica, como postos de saude, no munici-
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pio de Guarapuava, Parana. A inclusdo dos individuos no
estudo ocorreu a partir do contato com pacientes que se
dirigiram com sintomas de gripe ou resfriado ao posto de
salde e que concordaram em participar do estudo, sendo
entrevistados e coletando amostras de secregéo nasal ou
nasofaringea. A coleta das amostras foi realizada durante
os anos de 2013 e 2014, havendo a procura de pacientes
durante o ano todo pelos pesquisadores. O presente estu-
do foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa com se-
res humanos da Unicentro (156852/2013).

Cada paciente incluido no estudo teve uma amostra
de secrec¢ao nasal coletada através da inser¢éo de um swab
rayon estéril, cerca de 2 cm a 3 cm, em uma das narinas,
fazendo movimentos circulares. Apo6s esse procedimento,
as amostras frescas foram acondicionadas em um tubo
falcon estéril contendo solucéo fisiolégica a 0,9% e devida-
mente identificadas. Essas foram transportadas sob refri-
geracao até o laboratério de Virologia e Biologia Molecular
da Unicentro. Em seguida, essas amostras foram levadas
até uma cabine de fluxo e centrifugadas em vértex, coloca-
das em microtubos eppendorf de 1 500 uL e armazenadas
sob congelamento a -70°C até o momento da extracdo do
acido nucleico. Amostras de cepas controles de RSV foram
cedidas do Laboratério de Virologia Clinica da Universida-
de Federal de Sao Paulo (Unifesp).

A extracéo foi realizada utilizando-se o Kit comercial
"QIAamp viral RNA" (Qiagen GmBH, Alemanha), conforme
as instrugdes do fabricante. Em seguida, o RNA viral extra-
ido foi utilizado nas reacdes de RT-PCR.

Para cada amostra foi gerado o cDNA (acido desoxirri-
bonucléico complementar) pela mistura de 10 yL de RNA
extraido das amostras respiratérias e 1 pL da solucdo do
iniciador randémico a 200 ng/uL (Random Primer, Invitrogen,
EUA), colocado em um microtubo de 200 yL e aquecido a
80°C por dez minutos, com posterior resfriamento a 4°C,
por cinco minutos. Logo apés, foi adicionado a mistura de
reagentes para a transcrigéo reversa, constituida por agua
de grau molecular (equipamento MiliQ, Millipore, EUA),
MgCI2 (Invitrogen, EUA), tampao concentrado cinco vezes
(250 mM Tris-HCI, pH 8,3, 375 mM KCI, 15 mM MgCl,),
desoxinucleotideos trifosfato (ANTPs) dATP, dTTP, dCTP,
dGTP, enzima transcriptase reversa "Moloney Murine
Leukemia Virus" (MMLV-RT) (Invitrogen, EUA) e inibidor de
RNase (Invitrogen, EUA) para obtencao de um volume final
de 25 pL. Apés a homogeneizacgéo, a sintese do cDNA foi
realizada em termociclador Multigene TC 9600G (Labnet
Laboratory, EUA) a 42°C durante 60 minutos, seguida de
70°C por 15 minutos. Apés este procedimento, as amos-
tras foram submetidas a ciclos da PCR para amplificacédo
do virus sincicial respiratério em microtubos de 200 pL.

Para a detecc¢do do Virus sincicial respiratério foi rea-
lizada areacéo de PCR, que utilizou os primers que amplificam
um fragmento de 838 pares de base utilizando os iniciadores:
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RSVAB forward: GTCTTACAGCCGTGATTAGG na posicédo
do gene N, RSVAB reverse: GGGCTTTCTTTGGTTACTTC
na posi¢cédo do gene P, ambos no sentido (5'-3'); o gene N
apresenta 1.203 nucleotideos e o gene P 914 nucleotideos.
Os iniciadores oligonucleotidicos desenhados para amplifi-
car RSV foram colocados nas regides N e P do genoma,
porque essas sao altamente conservadas e séo regiées do
genoma RSV que permitem subtipos de estirpes de RSV
para RSV A e tipo B.("®

Foram utilizados, para areacgao de amplificacéo, 5 uL
de cDNA e 20 pL da mistura de reagentes, contendo cada
reagente devidamente padronizado; dentre eles estdo a agua
de grau molecular (obtida de filtro MiliQ-Millipore, EUA),
MgCl, (Invitrogen, EUA), tampé&o para esta reagao concen-
trado dez vezes (200 mM Tris-HCI, pH 8.4, 500 mM KCI),
dNTPs (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), primers foward e
reverse, enzima Taq DNA polymerase recombinante (Invi-
trogen, EUA), com volume final da reacédo de 25 pL.

A amplificacéo foi realizada em termociclador Multi-
gene TC 9600 G (Labnet Laboratory, EUA) e as amostras
foram submetidas a uma etapa de desnaturacdo de 95°C
por cinco minutos; foram realizados quarenta ciclos de am-
plificacéo de repetidas variagdes de temperatura: 94°C por
30 segundos; 54°C por 45 segundos; e 72°C por um minuto,
seguido de uma extensao final de 72°C por sete minutos.
Em seguida, o produto desta amplificagéo foi submetido a
eletroforese em gel de agarose 1,2%, por uma hora, a 140
volts (V).

Para a detecgédo do Virus sincicial respiratério tam-
bém foi realizada a amplificacdo através da reagcédo com o
PCR SuperMix® (Invitrogen, Brasil), que € um mix de
reagente prontos contendo Mg2+, dNTPs e Taq DNA
polymerase recombinante em concentracdes suficientes
para permitir a amplificacao do virus durante a PCR.

Para esta reacdo de amplificacdo foram utilizados
os mesmos primers descritos anteriormente, acrescidos
de 5 uL de cDNA e 20 uL dos componentes da reacao, de-
monstrado na Tabela 3, contendo agua de grau molecular
(obtida de filtro MiliQ-Millipore, EUA),PCR SuperMix®
(Invitrogen, Brasil), Primers Foward e Reverse, com volume
final da reacdo de 25 pL.

Apods ahomogeneizagdo em vortex, a amplificagao foi
realizada em termociclador Multigene TC 9600 G (Labnet
Laboratory, EUA) e as amostras foram submetidas a uma
etapa de desnaturacdo de 95°C por cinco minutos; foram
realizados quarenta ciclos de amplificacéo de repetidas va-
riacdes de temperatura: 94°C por trinta segundos; 54°C por
45 segundos; e 72°C por um minuto, seguido de uma exten-
séao final de 72°C por sete minutos. Em seguida, o produto
desta amplificacao foi submetido a eletroforese em gel de
agarose 1,2%, por uma hora a 140 volts (V).

Apo6s a amplificagdo, as amostras foram submetidas
a eletroforese em gel de agarose a 1,2%, diluido em tam-
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pao Tris/borato/EDTA - TBE (Tris 0,089M; acido borico
0,0089M; EDTA 0,002M pH 8,0), que continha 0,5 ug/mL de
brometo de etidio (Invitrogen, EUA). Um volume de 7,5 pL
do produto amplificado foi misturado com 2,5 uL da solu-
¢do de corante azul de bromofenol, xileno cianol 0,25% e
glicerol 0,25% em 30% de agua destilada e aplicado a
cada espaco correspondente para corrida. Para cada
eletroforese foi reservada o primeiro espacgo para aplica-
¢do do padréao de peso molecular de 100pb a 1ug/pL que
correspondia a 4pL do marcador (DNA Ladder, Invitrogen,
EUA) com 2,5 L da solugéo de corante azul de bromofenol,
xileno cianol 0,25% e glicerol 0,25% em 30% de agua des-
tilada.

A corrida em cuba horizontal de eletroforese foi reali-
zada utilizando-se como tampéo de corrida TBE 0,5X (Tris
1 M; acido boérico 0,9 M; EDTA 0,00 M pH 8,4) a uma volta-
gem de 140 V por sessenta minutos. A andlise do gel foi
realizada através da visualizagdo em transiluminador de luz
ultravioleta Alphamager HP (Protein Simple, EUA) utilizan-
do-se o software Alphaview versao 3.4.

Para otimizacéo da técnica de PCR foram utilizadas
cepas controles de RSV e controle negativo (agua de grau
molecular); assim sendo foram realizadas algumas varia-
¢des nos componentes da reacgéo, por meio de diluigcdes
variadas das cepas controles, a fim de melhorar o rendi-
mento da reagdo com base na intensidade do brilho das
bandas ap6s a amplificacdo do material genético, sem o
aparecimento de bandas inespecificas.

Foram realizados diluigdes das cepas controles antes
da extragdo de acido nucleico: 10, 102, 10 e 10 para
obtencdo do parametro do limite de detecgéo. Esta analise
foi realizada pela intensidade do brilho das bandas de 838
pares de base, sem a observacao de bandas inespecificas.

Durante a PCR, foram realizadas variagdes da tem-
peratura de anelamento dos primes em termociclador, sen-
do estas de 52,5°C; 52,9°C; 54°C e 55,1°C. Concentra-
¢oes de MgCl, também foram testadas: 3,0 mM; 3,5 mMe
4,0 mM na diluigédo de RSV a 102 para RT-PCR. Aenzima
Tag DNA polimerase foi testada nas concentragdes finais
de 1 U/uL; 2 U/uL e 3 U/uL com RSV na diluigao (10?) na
tentativa de melhorar o rendimento na reacéao.

Os iniciadores forward- GTCTTACAGCCGTGATTAGG
e reverse GGGCTTTCTTTGGTTACTTC foram testados para
cepas controles de virus Influenza e Rinovirus cedidas gen-
tilmente pelo laboratério da UNIFESP em Séao Paulo.

Ametodologia RT-PCR utilizando o PCR SuperMix®
devidamente padronizada foi aplicada nas amostras res-
piratérias inclusas nesse estudo para detecgdo de RSV.

RESULTADOS

Durante o estudo foram coletadas 144 amostras de
secrec¢ao nasofaringea de pacientes com sintomas respira-
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torios de todas as faixas etarias de idade, provenientes do
servico de atendimento a salde publica da cidade de
Guarapuava, PR. Levando-se em consideragé@o o género
dos individuos participantes do estudo, pode-se dizer que
35 (24,31%) eram do sexo masculino e 109 (75,69%) do
feminino.

A idade média dos pacientes incluidos no estudo foi
de 35,17 anos e a mediana de 31 anos, variando com o
minimo de um ano e o maximo de 82 anos de idade. Houve
predominio de pacientes adultos participantes do estudo,
de 18 a 59 anos, quando comparado a criangas, jovens e
idosos.

O total de amostras incluidas no estudo foi de 144, sen-
do que 15 foram coletadas de pacientes com sintomas de
infecgao respiratéria atendidos durante o ano de 2013 e 129
durante o ano de 2014. Meses com maior niimero de amos-
tras coletadas foi agosto, seguido de maio, julho e setem-
bro do ano de 2014.

A média de tempo do inicio dos sintomas respiratori-
os apresentados pelos pacientes incluidos no estudo foi de
6,46 dias e a mediana de quatro dias, variando com o mini-
mo de um dia e o maximo de trinta dias. Sintomas mais
caracteristicos da infecgao viral aguda nesse estudo foram
coriza e tosse.

Os pacientes foram questionados quanto a vacinacao
contra o virus Influenza H1N1, H3N2 e Influenza B, conside-
rando o periodo de um ano prévio a sua inclusao no estudo.
Quarenta e seis (31,94%) foram vacinados e 98 (68,06%)
pacientes ndo receberam a vacina para os trés tipos do vi-
rus Influenza.

O resultado do limite de detecgéao para a cepa controle
de RSV, onde a maior diluigdo de RSV detectada foi 1072.
Dentre as diferentes temperaturas testadas para o anela-
mento dos primers, a que apresentou melhor resultado foi a
temperatura de 54°C. A concentracdo de MgCFP que apre-
sentou maior rendimento a reacao foi de 3,5 mM na dilui¢céo
de RSV (10?).

A concentracédo de enzima que apresentou maior ren-
dimento areacao foi a de 1 U/uL na diluigdo de RSV (10%). O
par de primers utilizado na padronizagé@o da reacdo de RT-
PCR mostrou-se especifico para o RSV quando testado frente
a cepas controles de outro virus, levando em consideracao
gue nao houve a amplificacdo de outros virus nos resultados
obtidos por meio de andlises em gel de agarose a 1,2%
visualizado em transiluminador de luz ultravioleta Alphamager
HP (Protein Simple, EUA) utilizando-se o software Alphaview
versdo 3.4.

Por uma questéo de praticidade, foi avaliada a possi-
bilidade de se realizar a RT-PCR utilizando-se o kit PCR
SuperMix®, que é um mix de reagente prontos contendo
Mg2*, dNTPs e Taq DNA polymerase recombinante em con-
centragdes suficientes para permitir a amplificacdo do virus
durante a PCR.
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Houve a padronizacdo do reagente PCR SuperMix®
(Invitrogen, Brasil), testando-se diferentes volumes do
reagente no produto da transcrigao reversa (Life Technologies
Corporation, 2010). O volume padronizado do reagente PCR
SuperMix® para a deteccédo da cepa controle de RSV,
visualizado em gel de agarose a 1,2%, foide 10,5 pL.

No resultado do limite de deteccédo para a cepa con-
trole de RSV utilizou-se o reagente PCR SuperMix®, onde
podemos observar que a maior diluicdo de RSV detectada
nesta reacgéo foi 102,

Dentre as diferentes temperaturas testadas para o
anelamento dos primers, a que resultou em maior eficién-
cia da reacgao foi a temperatura de 54°C na cepa diluida de
RSV a 102

A metodologia RT-PCR utilizando o reagente PCR
SuperMix® devidamente padronizada foi aplicada nas
amostras respiratorias inclusas no estudo. No entanto, o
resultado das 144 amostras desse estudo apresentaram-
se negativas para o RSV.

DISCUSSAO

Existe a necessidade de uma analise sistematica mais
ampla do impacto da infec¢éo por RSV tanto em criangas
como em adultos. O impacto na salide de infeccao por RSV
em criangas esta muito melhor documentada do que o im-
pacto sobre os adultos; sendo assim, o presente estudo foi
realizado em local de atendimento primario de saude na
comunidade da cidade de Guarapuava, Parana e resultou
em investigacdo de IRAs predominantemente de pacientes
adultos jovens.

Em relagdo a sazonalidade das IRAs, pode-se obser-
var que os meses nos quais houve um maior nimero de
amostras coletadas foi de abril a setembro nos dois anos
avaliados. Estudos mostram que, nas regides tropicais, as
epidemias pelo RSV iniciam no outono e véao até a prima-
vera. No Brasil, 0 RSV predomina nas estagdes de outono
e inverno, particularmente nos meses de abril a agosto/se-
tembro de cada ano.?” Uma limitagédo do presente estudo
foi a inclusé@o de pacientes nos meses de abril a setembro
somente durante dois anos, visto que um estudo epidemio-
I6gico demandaria um tempo maior de coletas e por perio-
do de pelo menos trés anos.

O tempo de inicio dos sintomas respiratérios apresen-
tados pelos pacientes incluidos no estudo teve como medi-
ana quatro dias, o que caracteriza, de modo geral, os qua-
dros clinicos, como de infecgéo aguda, devido ao curto tem-
po de inicio dos sintomas,?" sendo que os mais frequentes
foram a coriza com 138 (95,83%) e tosse com 107 (74,31%).
Esses resultados estédo de acordo com os estudos de
Pecchini et al.,?® mostrando que os sintomas clinicos pre-
dominantes na infecg¢do respiratéria de seu estudo foram
coriza com 93,2% e tosse com 58,2% dos pacientes.
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Nesse estudo foi questionado aos pacientes quanto
avacinagéo contra o virus Influenza H1N1, H3N2 e Influenza
B, devido a hipétese de que, quando as coberturas vacinais
contra a influenza estdo adequadas, poderia ocorrer um
aumento da circulagéo de outros virus de tropismo respi-
ratorio. No Brasil, o sistema de vigilancia sentinela de qua-
dros respiratérios indicou, além do virus da influenzaAe B
(14,7%), uma importante circulagdo de RSV (26,7%),
adenovirus (17%) e parainfluenza (16,3%), entre os anos
de 2000 e 2003.? Pode-se dizer que a quantidade de
pacientes vacinados, 46 (31,94%), é alta, visto que o gru-
po etario predominante no estudo nédo é considerado gru-
po prioritario para vacinagao contra os trés tipos de virus
Influenza.

Nesse estudo utilizou-se a técnica de RT-PCR, que
se tornou amplamente utilizada para tal finalidade pela sua
capacidade de detectar pequenas quantidades de cépias
de material genético, além de detectar particulas armaze-
nadas por longo periodo de tempo. Existem estudos que
demonstram uma maior capacidade de detecc¢édo por RT-
PCR para RSV em amostras de secrecgéo nasal. O estudo
de Reis et al.'” mostrou que 316 amostras de secregdo
nasofaringea de criancas com até 2 anos de idade foram
processadas para deteccdo do RSV, utilizando trés técni-
cas diferentes, demonstrando que a PCR foi a técnica mais
sensivel, proporcionando resultados positivos em 35/316
(11,1%) das amostras, seguido por imunofluorescéncia di-
reta 25/316 (7,9%) e isolamento viral 20/315 (6,3%).

Ha uma clara tendéncia para a utilizacao de técnicas
que permitem o diagnéstico precoce da infecgao pelo RSV,
o diagnéstico precoce é vantajoso porque permite a imple-
mentacédo de medidas para limitar a propagacao do virus,
como em hospitais ou casas de repouso, e aimplementagéo
precoce da terapia antiviral. A escolha de uma técnica é de
extrema importancia para o diagnoéstico rapido e sensivel
de RSV.("

No presente estudo, a RT-PCR foi a metodologia es-
colhida para garantir uma detecc¢ao viral com alta sensibili-
dade e especificidade. ART-PCR funciona muito bem com
a maioria dos alvos de RNA, mas geralmente sédo neces-
sarios ajustes nos parametros da reagéo, a fim de melho-
rar a especificidade e aumentar o rendimento. Segundo
Connel,?*nao existe um Unico protocolo que seja adequa-
do para todas as situagdes, incluindo laboratério, reagentes
e recursos humanos; assim, para cada nova experiéncia é
necessario realizar a otimizacdo da reacgéo. A otimizacao
da metodologia RT-PCR realizada no estudo foi fundamen-
tada em protocolos previamente descritos, a qual visou au-
mentar o rendimento da reagé@o com a finalidade de garan-
tir o maior limite de detecgcdo em cada reacéo realizada por
meio de alteragbes nas concentrages de MgCl,, enzimas,
temperaturas de anelamento dos primers, reagente PCR
SuperMix® e interpretacdo dos resultados obtidos pela

150

visualizag@o em eletroforese dos produtos da amplificacao
sem o aparecimentos de bandas inespecificas.*

Houve a padronizagdo dos componentes da reagéo
separadamente e na padronizagéo da técnica utilizando o
PCR SuperMix® de reagentes pdde-se observar que as
duas formas séo sensiveis e especificas frente ao controle
positivo e negativo de RSV; sendo assim, optou-se pela téc-
nica de PCR utilizando-se o PCR SuperMix® de reagentes
devido a otimizagéo de tempo e praticidade, visto que fo-
ram varias amostras analisadas. Em todos os procedimen-
tos da reacdo RT-PCR aplicada nas amostras inclusas no
estudo foi utilizado um controle positivo e um negativo, para
confirmacéo da técnica na avaliagdo das amostras analisa-
das.

A grande maioria dos estudos com o RSV é realiza-
da em ambientes hospitalares e poucos estudos avaliam
a circulagao desse agente etiolégico na comunidade. A
auséncia de positividade nas amostras investigadas pode
representar uma limitacdo do estudo relacionada com a
inclusao dos pacientes, que nao foi sistematica e ocorreu
durante um curto periodo de tempo. Devido a possibilida-
de de variagdo sazonal na circulacdo de RSV seriam re-
comendados estudos por periodo minimo de trés anos para
demonstrarem uma sazonalidade viral mais fidedigna.®®

Este foi o primeiro estudo realizado em atendimento
de servigo primario de saude publica de casos com doen-
¢as respiratérias agudas na cidade de Guarapuava, PR,
no qual foi avaliada a etiologia de RSV, que podera servir
como base para estabelecer estratégias de diagnéstico,
prevencéao da doencga e também para medidas de contro-
le. Porém, é necessaria a continuidade de estudos sobre
este virus, com um maior nimero de amostras e por um
periodo mais prolongado de tempo das coletas, podendo-
se obter maiores informacdes sobre a sua etiologia e
epidemiologia nessa regido, demonstrando assim a de-
terminacéao da verdadeira importancia do RSV nas infec-
¢Oes respiratérias.

CONCLUSAO

Foi concluida a padronizacéo e otimizagao da técnica
de RT-PCR para detecgdo de RSV no laboratério de
Virologia e Biologia Molecular da Unicentro com éxito. No
entanto, ndo foram detectados casos de infecgéo respirato-
ria por RSV em pacientes com sintomas respiratérios na
cidade de Guarapuava, PR.

Abstract

Objective: Respiratory syncytial virus (RSV) is one of the main viral
agents causing serious respiratory tract infections in infants and children.
Methods: Investigated the occurrence of acute respiratory infection
caused by RSV in symptomatic patients in primary care service calls to
public health in the city of Guarapuava, PR. One hundred and forty four
were collected samples of nasal secretion, included patients of all age
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groups, between the year of 2013 and 2014. Results: In the results the
average age of patients in the study was of 35.17 years and the median
of 31 years, varying with the minimum of 1 year and a maximum of 82
years of age. Conclusion: Data analyses were completed of patients
and standardization of RT-PCR methodology through controls of RSV
strains. Standard RT-PCR methodology was applied in the samples,
however, were not detected cases of respiratory infection by RSV in
patients with respiratory symptoms in the city of Guarapuava, PR.
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Vaccines; Respiratory Syncytial Virus; PCR
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INTRODUCAO

Resumo

Objetivo: O cancer de colo do Utero se desenvolve a partir de lesdes precursoras, as quais
tém potencialidade para progresséo se nao forem detectadas e tratadas precocemente. A
Organizacdo Mundial de Saude recomenda o desenvolvimento de programas de controle
dessa doenga através de medidas de prevengao como o exame citoldgico. O objetivo deste
estudo foi analisar as taxas de prevaléncia de atipias graves, como leséo intraepitelial de
alto grau (HSIL) e carcinoma (CA). Métodos: No periodo de um ano foram levantados laudos
citolégicos de cérvice uterina pelo método de Papanicolaou de pacientes atendidas pelo
SUS na cidade de Anapolis, GO, utilizando-se os dados de dominio publico contidos no
SISCOLO. Resultados: Os resultados apontam que a prevaléncia geral das amostras
satisfatorias foi de 99,5% (17493/17573). Desses, 0,2% (30/17493) apresentavam resulta-
dos de atipias graves. Entre os resultados positivos, o diagndstico de lesdo grave apresen-
tou 0,17% de prevaléncia, sendo 0,13% de HSIL e 0,04% de CA. A taxa de atipias graves
encontrada foi de 1,715 a cada 1.000 diagnésticos (IC 95%; 1,178 - 2,417). Conclusao: Os
resultados subestimam a taxa esperada pelo Ministério da Saude (superior a 0,4%). Estes
dados podem refletir a influéncia de fatores que interferem a rastreabilidade do cancer de
colo uterino.

Palavras-chave
Colo uterino; Neoplasias; Prevaléncias

nina por meio do exame citolégico do colo do utero, tam-
bém conhecido como exame de Papanicolaou, tém sido uma

O cancer do colo do utero é a segunda neoplasia ma-
ligna mais incidente entre as brasileiras representando 15%
do total dos canceres feminino; em geral, ela comeca a par-
tir de 30 anos, aumentando seu risco rapidamente até atin-
gir o pico etario entre 50 e 60. Esse cancer foi responsavel
pelo ébito de 265 mil mulheres em 2012, sendo que 87%
dos obitos ocorreram em paises em desenvolvimento."

Para aregiéo centro-oeste, no ano de 2014, estimou-
se que o cancer do colo do utero fiqgue em segundo lugar
entre os mais ocorridos em mulheres, com taxa bruta de
22,19/100 mil habitantes, totalizando 1.640 novos casos.("

A doenca se desenvolve a partir de lesdes precurso-
ras, as quais tém potencialidade para progressédo se nao
sdo detectadas e tratadas precocemente. Os programas de
rastreamento ou screening sistematico da populacao femi-

das estratégias publicas mais efetivas, seguras e de baixo
custo para deteccgao precoce deste cancer.?

Na rede publica de saude, verifica-se que apenas 15%
das mulheres que possuem mais de 20 anos de idade rea-
lizam o exame de Papanicolaou; diante da importancia do
diagnoéstico, esta frequéncia ndo é considerada satisfa-
toria.®A identificacdo de lesdes precursoras por citologia
pode impedir a progressédo da doenca por meio de proce-
dimentos terapéuticos simples, como o teste de Papa-
nicolaou e vigilancia continua.® A implementagao de pro-
gramas de rastreio bem organizados diminui substancial-
mente a incidéncia de cancer cervical.®

A infeccdo persistente por Papilomavirus humano
(HPV) é o principal fator causal do cancer de colo uterino,
sendo que os genoétipos HPV16 e HPV18 sdo encontrados
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em aproximadamente 70% dos casos.® Em 2010, Bernard
et al.®) apresentaram uma expanséo da classificacdo da
familia Papillomaviridae, que contém 29 géneros formados
por 189 genétipos sendo que, de 120 isolados em seres
humanos, cerca de 40 infectam o trato genital.

Vérios outros fatores influenciam o efeito do virus HPV
na carcinogénese do colo uterino. Fatores como tabagis-
mo, uso de contraceptivos orais, alta paridade, imunossu-
pressao, multiplos parceiros e doengas sexualmente trans-
missiveis séo classificados como fatores de risco.”

Os padrdes para a prevencao do cancer de colo
uterino na Europa estdo baseados na vacinagéo contra HPV
em adolescentes antes do inicio da atividade sexual, segui-
do pelo rastreamento em todas as mulheres a partir de 21
anos de idade.®¥

A Organizagdo Mundial de Saide (OMS) recomenda
a todos os paises o desenvolvimento de programas de con-
trole de cancer de colo uterino para reduzir a incidéncia e
mortalidade associada a esta doenga. No entanto, o suces-
so de planejamento, implementacgéo e avaliagédo de progra-
mas de controle do cancer necessitam da disponibilidade
de dados epidemiolégicos sobre a frequéncia e a distribui-
¢do em cada regiao fornecido por um registro de base
populacional do cancer.('?

A estratégia recomendada pelo Ministério da Saude é
arealizacao de exame citolégico em mulheres na faixa etaria
de 25 a 64 anos. Para a efetividade do programa de controle
do cancer de colo uterino, é necessario garantir a organiza-
¢ao, a integralidade e a qualidade dos servigos e agdes da
linha de cuidado, bem como o tratamento e o seguimento
das pacientes.(” No Sistema Unico de Satde (SUS), as acées
de prevencgdo e controle desse tipo de cancer sao
estruturadas nas Unidades de Atencdo Bésica de Saude
(UABS) e na incorporacao organizada dos laboratorios de
citopatologia, histopatologia e hospitais especializados.""

Essas a¢des sdo monitoradas pelo sistema de infor-
macdes sobre o cancer do colo do utero (SISCOLO), que
ainda nao permite identificacédo do nimero de mulheres exa-
minadas, apenas a quantidade de exames realizados e
dados sobre resultados de colposcopia e biépsia. Estas
circunstancias dificultam o conhecimento preciso de taxas
de captacéo e cobertura, essenciais ao acompanhamento
das agées planejadas.('?"¥

A deteccéo de HPV tem sido utilizada como um mar-
cador para presenca de virus em lesdes cervicais, mas nao
€ indicativo de infecgdo produtiva ou leséo cervical. Os si-
nais clinicos e citolégicos, portanto, continuam a ser os mé-
todos mais comuns utilizados para identificar lesdes pré-
cancerosas.!"

O diagnéstico citopatolégico de leséo de alto grau ndo
podendo excluir microinvasdo ou carcinoma epidermoide
invasor é infrequente. No Brasil, no ano de 2010, foi regis-
trada prevaléncia de 0,025% e 0,02% dos exames citopato-
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I6gicos considerados satisfatorios e em 0,95% e 0,75% dos
exames alterados, respectivamente.(™®

O objetivo do estudo foi analisar as taxas de preva-
Iéncia de atipias graves como lesao intraepitelial de alto grau
(HSIL) e carcinoma escamoso (CA) em pacientes usuarias
do SUS na cidade de Anapolis, GO.

MATERIAL E METODOS

Este estudo trata de um corte transversal realizado por
analises retrospectivas dos dados referentes aos laudos
citolégicos de cérvice uterina, por meio de consultas ao ban-
co de dados do Departamento de Informatica do SUS e de
Informacées de Controle do Cancer do Colo de Utero
(SISCOLO/ versao 4.0). Essas informagdes sdao de domi-
nio publico e estdo disponiveis no site:http://www.
saude.df.gov.br/outros-links/sistema-de-informacoes-do-
cancer-siscan.html.

O periodo da pesquisa foi de fevereiro de 2013 a fe-
vereiro de 2014, totalizando um ano. Foram inclusos todos
os registros nos quais constavam as seguintes informacdes:
adequabilidade do material, diagnéstico benigno (sem
atipias), lesao intraepitelial escamosa de alto grau (HSIL),
lesédo intraepitelial escamosa de baixo grau (LSIL) e células
escamosas atipicas (ACS), que séo divididas em duas clas-
ses: ASC-US (células escamosas atipicas de significado
indeterminado) e ASC-H (células escamosas atipicas), ndo
podendo excluir HSIL, carcinoma de células escamosas in-
vasor. Essas informacdes estao distribuidas em tabelas no
decorrer do trabalho. Os dados de prevaléncia e taxa bruta
do diagnostico de HSIL e carcinoma invasor foram analisa-
dos pelo programa estatistico OPENEPI versédo 3.03.

RESULTADOS

No total de um ano, na cidade de Anéapolis, GO foram
realizados 17.573 exames de citologia de cérvice uterina
pelo SUS, sendo que 17.493 (99,5%) foram classificados
como satisfatérios e 80 foram classificados como insatis-
fatérios para avaliagédo oncética (0,5%), por algum dos se-
guintes motivos: artefatos de dessecamento, superposicao
celular, material acelular, presenca de sangue, pi6citos en-
tre outros (Tabela 1).

Dos resultados satisfatérios, 17.133 (97,9%) apresen-
tavam diagnésticos dentro dos limites da normalidade ou
de reac@o benigna compativel com inflamacéao, sendo clas-
sificados como sem atipia. O diagnéstico de atipia de me-
nor gravidade foi observado em 330 casos (ASC-US e LSIL)
e 30 foram classificados como atipia grave (HSIL e CA) (Ta-
bela 2).

O diagnostico de lesdes classificadas como atipia gra-
ve esteve presente em 0,2% dos diagnésticos totais, subdi-
vidindo em 76,6% de HSIL e 23,4% de CA.

153



Lemos ARM, Silva MS, Segati KD

Tabela 1: Distribuicdo da adequabilidade da amostra dos exames citopa@olégicos
realizados na cidade de Anapolis em pacientes atendidas pelo Sistema Unico de

Saude no ano de 2013 a 2014.

Més Satisfatério % Insatisfatdrio % N° exames
fev/13 1703 99,8 2 0,2 1705
mar/13 1733 99,8 3 0,2 1736
abr/13 1853 99,6 7 0,4 1860
mai/13 1023 100 0 0 1023
jun/13 1858 99,6 7 0,4 1865
jur13 1285 99,8 2 0,2 1287
ago/13 1596 99,3 10 0,7 1606
set/13 1556 100 0 0 1556
out/13 694 99 7 1 701
nov/13 1341 99,3 9 0,7 1350
dez/13 792 98,8 9 1,2 801
jan/14 800 100 0 0 800
fev/14 1259 98,1 24 1,9 1283
Anual 17493 99,5 80 0,5 17573
Tabela 2 - Distribuicdo dos diagnésticos dos exames citopatolégicos DISCUSSAO

realizados na cidade de Anapolis em pacientes atendidas pelo
Sistema Unico de Saude no ano de 2013 a 2014

Diagndstico Casos %
Sem atipia 17.133 97,9
Atipia de menor gravidade 330 1,9
Atipia grave 30 0,2
Total 17.493 100

A taxa bruta para os exames compativeis com HSIL foi
de 0,13%, o que corresponde a 1,3% diagnoésticos de HSIL
para cada mil exames realizados. A taxa de diagnoéstico de
carcinoma de células escamosas encontrada foi de 0,040%,
correspondendo a 0,4% para cada mil diagnoésticos. Para
as atipias graves, a taxa bruta foi de 0,17% e 1,7% para
cada mil andlises realizadas (Tabela 3).

Tabela 3 - Taxa de prevaléncia leséo intraepitelial escamosa de alto
grau e carcinoma escamoso em mulheres atendidas pelo SUS na
cidade de Anapolis-GO no ano de 2013 a 2014

Diagndstico Casos 'é'axa Tgxa por 1000 Inter\_/alo de
ruta/Anual diagnésticos  Confian¢a (95%)
HSIL 23 0,1314 1,315 0,8537- 1,9432
CA 7 0,040 0,4002 0,175 - 0,7916
Atipia grave 30 0,1714 1,715 1,178 - 2,417

HSIL: Leséo intraepitelial de alto grau; CA: Carcinoma de células
escamosas.
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Para a Organizacado Mundial de Saude (OMS), uma
cobertura de 80% do exame entre mulheres de 35 a 59
anos seria suficiente para causar impacto nos indicado-
res de mortalidade que pode ser observado apés quatro
anos de implementacéo das acdes de detecgao precoce.
De acordo com o IBGE, a populagéo total da cidade de
Anapolis é de 361.991 habitantes, sendo que 171.357 séo
mulheres.("® Para a realizagdo de um calculo simples so-
bre a cobertura do programa de rastreio em Anapolis fo-
ram utilizados 75% das mulheres, ja que 25% nao estao
na idade preconizada pelo Ministério da Saude, totalizando
13,6% de taxa de cobertura.

O Programa Nacional de controle do cancer do colo
do utero (Viva Mulher) recomenda que o exame deve ser
dirigido nos servicos de saude as mulheres de 25 a 64
anos, e que, apos dois exames normais seguidos, podera
ser realizado a cada trés anos.("

As lesdes do epitélio do colo uterino passam por di-
versas etapas antes de se tornarem um carcinoma
invasivo. A detecgéo precoce permite medidas terapéuti-
cas simples e curaveis na maioria dos casos; no estudo
foi observada a positividade de lesé@o grave de 0,17%, sen-
do 0,13% de HSIL e 0,04 de CA. Esses resultados foram
menores do que o estimado na publicacdo das Diretrizes
Brasileiras para o Rastreamento do Cancer do Colo do
Utero, que, no ano de 2010, apresentou uma incidéncia de
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HSIL de 0,25% de todos os exames realizados e 9,7% de
todos os exames alterados.V Cerca de 70% a 75% das
pacientes com laudo citol6gico de HSIL apresentaram con-
firmacgéao histopatolégica do grau de doenca e 1% a 2%
receberam diagnéstico histopatolégico de carcinoma in-
vasor.1"19

A logistica do rastreamento e algumas dificuldades
do acesso a saude, bem como do cotidiano das mulhe-
res residentes na cidade, podem influir nos resultados su-
bestimados.

No ano de 2012, em estudo realizado em um grupo
de mulheres e adolescentes no estado de Roraima, foram
descritos resultados sugestivos de lesdes intraepiteliais em
965 (3,6%) das 26.726, e a incidéncia de HSIL foi de
1,03%.29

Na cidade de Uba, MG, foram analisados 6.358 exa-
mes no periodo de janeiro de 2011 a maio de 2011. Des-
tes, 98,46% apresentaram resultados dentro dos limites
da normalidade e 0,17% apresentaram resultados refe-
rentes a HSIL e nenhum resultado de CA.?"

Em um Servigo de Saude Publica do municipio de
Santa Rosa, RS, no ano de 2007, foi realizado um estudo
com 5.524 mulheres; destas, 1,43% (79/5.524) apresen-
taram citologias atipicas e 0,14% foram definidas como
HSIL.?? Esses resultados foram similares aos encontra-
dos no presente estudo.

Um estudo descritivo realizado na Faculdade de Far-
macia da Universidade Federal de Goias (UFG), em
12.208 mulheres, foram encontrados resultados de lesées
de média gravidade ASC-H/HSIL em 2,43% dos esfre-
gacos analisados. Ja as lesdes mais graves AGC/adeno-
carcinoma in situ totalizaram 0,20%, e as lesGes gravis-
simas CA/ adenocarcinoma invasor ndo obtiveram resul-
tados.?®

Em relacdo as mulheres com resultados citopa-
tolégicos classificados como ASC-H/HSIL, 127 (42,76%)
repetiram o exame citopatolégico desnecessariamente,
uma vez que todas deveriam ter sido encaminhadas
imediatamente para o exame colposcopico. Essa condu-
ta acarretou atraso na confirmacédo do diagnéstico e,
consequentemente, do tratamento, de acordo com o pre-
conizado pelo MS, além de gastos desnecessarios com
arealizacao da citopatologia de seguimento.®

Silva (2012), no municipio de Moreno, PE, por
meio de consultas ao banco de dados do Departamento
de Informatica do SUS-DATASUS e de Informacdes de
Controle do Cancer do Colo de Utero (SISCOLO/verséo
4.0), no periodo de janeiro de 2010 a janeiro de 2011,
observou que dos 5.548 exames satisfatérios, o nimero
de citologias negativas para malignidade foi de 99,10%;
0,90% casos tiveram citologia alterada, sendo que, des-
tes, cinco foram diagnosticados como HSIL e dois com
lesd@o de alto grau ndo podendo excluir microinvaséo.
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Outro estudo realizado na cidade de Anépolis, no
periodo de julho de 2008 a julho de 2009, com 4.821 mu-
Iheres atendidas pela Unidade de Acdes e Saude de Mu-
lheres e do Adolescente, encontrou cem casos de
citologias com diagnésticos alterados. Do total geral, 18
amostras foram classificadas como HSIL, representando
0,3% e 0,06% de CA.»

Os dados encontrados na mesma cidade ap6s cin-
co anos indicaram aumento na incidéncia de lesGes gra-
ves, bem como aumento das amostras classificadas como
insatisfatérias. A utilizacédo de diferentes técnicas na pre-
paracdo das laminas do exame de Papanicolaou e a uti-
lizacdo de diferentes instrumentos para a coleta do
esfregaco podem gerar fatores de confusédo, que reper-
cutirdo na sensibilidade e especificidade do exame. Por-
tanto, a coleta do esfregaco, fixacédo, coloragdo e mani-
pulacéo laboratorial, bem como a competéncia do exa-
minador, podem influenciar no resultado do laudo, e,
consequentemente, na conduta a ser tomada.®®

Buffon et al.?”) analisaram lesdes intraepiteliais esca-
mosas em 11.077 exames citologicos realizados em um
laboratorio privado de Porto Alegre, sendo que 97,21%
foram citologias negativas para malignidade e 2,79%
apresentaram diagnésticos alterados. Em relacdo aos
casos alterados deste estudo, 0,17% foram casos de HSIL
e nao houve carcinoma de células escamosas.

Vale et al.("® observaram que, ao longo de sete anos,
cerca de 64% dos exames foram considerados em ex-
cesso por ndo seguirem as normas recomendadas. Por-
tanto, é preciso diminuir o nimero de procedimentos em
excesso e aperfeicoar os recursos disponiveis, porém
isso ndo significa redugdo do niumero de coletas do exa-
me citopatolégico, mas sim o desenvolvimento de estra-
tégias para que as mulheres com maior risco de desen-
volverem cancer e as que tém pouca frequéncia de reali-
zacao de exames de prevencao tenham acesso ao siste-
ma.

Sabe-se que a prevaléncia das lesdes precursoras
do cancer do colo uterino varia com a idade da mulher,
sua histoéria natural e, também, com o resultado da inter-
vencdo das acgdes preventivas. Portanto, informacdes
sobre a variagédo das taxas de prevaléncia destas lesdes
sdo importantes para o planejamento de a¢des preventi-
vas e para servir de base na avaliacdo dos seguintes
rastreamentos do cancer do colo uterino.®)

CONCLUSAO

No presente estudo, os resultados de HSIL e CA fo-
ram menores que o esperado pelo MS —0,025% e 0,02%
dos exames citopatolégicos considerados satisfatérios
e em 0,95% e 0,75% dos exames alterados. Varios fato-
res podem estar relacionados aos resultados. Deste
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modo, o estudo reforga a importancia da prevencéao do
cancer do colo do utero e a esquematizacao de progra-
mas de rastreamento organizados para a populagéo es-
tudada.

Abstract

Objective: The cervical cancer of the uterus develops from precursor
lesions, which have the potential to progress if not detected and treated
early. The World Health Organization recommends the development of
the disease control programs through preventive measures such as
cytological examination. The aim of this study was to analyze the
prevalence of severe atypia rates as high grade squamous intraepithelial
lesions (HSIL) and carcinoma (CA). Methods: Within a year were raised
cytologic reports of uterine cervix by Papanicolaou method of patients
attended by SUS in the city of Anapolis-GO, using public domain data
contained in SISCOLO. Results: The results showed that the overall
prevalence of satisfactory samples was 99.5% (17493/17573). Of these,
0.2% (30/17493) presented results of severe atypia. Among the positive
diagnosis of serious injury showed 0.17% prevalence, and 0.13% of
HSIL and 0.04% Ca. The severe atypia rate was found to be 1,715 to
1,000 diagnoses (95% Cl 1.178 to 2.417). The results understate the
rate expected by the Ministry of Health (more than 0,4%). These data
may reflect the influence of factors that affect the traceability of cervical
cancer. Conclusion: The severe atypia rate was found to be 1,715 to
1000 diagnoses (95% CI 1.178 to 2.417). The results understate the
rate expected by the Ministry of Health (more than 0,4%). These data
may reflect the influence of factors that affect the traceability of cervical
cancer.
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Uterine cervix; Neoplasms; Prevalence
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INTRODUCAO

Resumo

Objetivo: Analisar os resultados dos exames de hemocultura obtidos de laboratério de
referéncia em analises clinicas na cidade de Caxias do Sul, RS como forma de reconhe-
cer os micro-organismos isolados com maior frequéncia nas amostras positivas de
hemoculturas, bem como descrever o perfil de resisténcia dos mesmos. Métodos: Reali-
zou-se um estudo transversal, retrospectivo e analitico. Em um banco de dados de um
laboratério na cidade de Caxias do Sul, RS observaram-se resultados de hemocultura, no
periodo de janeiro de 2012 a agosto de 2013, realizadas em pacientes internados em um
hospital. O estudo foi baseado em resultados de hemoculturas positivas, sendo excluidas
as negativas. Dos micro-organismos isolados, foram avaliados a prevaléncia e o perfil de
resisténcia aos antimicrobianos. Resultados: Foram avaliados 2.832 resultados de
hemoculturas, sendo que 2.584 (91,2%) apresentaram-se negativos, enquanto que 248
(8,8%) foram positivos para algum patégeno. Das hemoculturas positivas, 140 (56,4%)
foram isoladas de pacientes do sexo masculino e 108 (43,5%) do sexo feminino. Em
relagéo ao setor de internagéo, o mais acometido foi a Unidade de Tratamento Intensivo
(UTI) adulto, com ocorréncia de 91 amostras positivas (36,6%). O acesso de coleta com
maior prevaléncia de amostras positivas foi o acesso periférico, com ocorréncia de 202
amostras (81,4%). Os micro-organismos do grupo das bactérias Gram positivas apresen-
taram maior resisténcia aos antibiéticos penicilina, ciprofloxacina e clindamicina. As bac-
térias Gram negativas apresentaram maior resisténcia aos antimicrobianos ceftazidima,
ampicilina e sulfametoxazol e trimetoprim. Conclusao: Este estudo permitiu o conheci-
mento do perfil de resisténcia dos micro-organismos analisados e a prevaléncia destes
em pacientes internados

Palavras-chave
Bacteremia; Farmacorresisténcia bacteriana; Infecgéo hospitalar

A bacteremia é detectada pela realizagédo de exames
laboratoriais chamados hemoculturas, um importante recur-

O sangue circulante nos organismos vivos é estéril, mas
diante de algumas doencas infecciosas pode haver o apa-
recimento de micro-organismos na corrente sanguinea,
ocorrendo assim o processo chamado de bacteremia.(¥? A
maioria das bactérias que penetram na corrente sanguinea
é rapidamente removida pelos leucécitos, no entanto, algu-
mas vezes, a quantidade de bactérias presentes é muito
elevada, impossibilitando a sua facil remocao, ocorrendo
entdo a septicemia. Essa septicemia pode produzir sinto-
mas graves e evoluir para uma condicgédo letal denominada
choque séptico.?

so diagnostico para determinacdo dos patégenos circu-
lantes."® O exame de hemocultura visa a detecgao de micro-
organismos viaveis na corrente sanguinea. A invaséo da
corrente sanguinea representa uma das mais importantes
complicagdes do processo infeccioso, sendo geralmente
grave, trazendo potencial risco de 6bito. Isto torna a
hemocultura um exame de significativo valor na detecgao
de infeccao, possibilitando a identificagcdo do agente etiolo-
gico e seu posterior tratamento especifico.5

Os fatores criticos com relagédo ao exame de hem-
cultura incluem: o tipo de coleta, ressaltando a importancia

'Bacharel em Biomedicina. Faculdade da Serra Gaticha (FSG) — Caxias do Sul, RS, Brasil.
2Analista Cientifica. Mestrado em Biotecnologia. Universidade de Caxias do Sul (UCS) — Caxias do Sul, RS, Brasil.
Mestrado em Biotecnologia. Universidade de Caxias do Sul (UCS) — Caxias do Sul, RS, Brasil.

Instituigdo: Faculdade da Serra Galicha (FSG) — Caxias do Sul, RS, Brasil.
Suporte Financeiro: Financiamento préprio. Ndo houve suporte financeiro.

Artigo recebido em 29/04/2016

Artigo aprovado em 22/09/2016
DOI: 10.21877/2448-3877.201600503

158

RBAC. 2017;49(2):158-63



Perfil de resultados de hemoculturas positivas e fatores associados

de assepsia adequada, o nimero de frascos coletados, o
momento em que a coleta foi realizada, se possivel antes
do uso de antimicrobianos, o volume de sangue a ser culti-
vado, a quantidade e a composi¢cao do meio de cultura e a
interpretacéo dos resultados.® As consequéncias médicas
e econdmicas das hemoculturas falso-positivas resultam em
hospitalizagdes prolongadas, estudos diagnésticos adicio-
nais, remocao de cateteres sem necessidade e administra-
c¢ado inapropriada de agentes antimicrobianos.® E impres-
cindivel que os profissionais responsaveis pela coleta de
sangue estejam cientes da finalidade da hemocultura, pois
varios fatores indesejaveis podem permear a coleta de san-
gue e interferir, de forma direta ou indireta, no resultado do
exame.7)

A maioria dos micro-organismos isolados séo: Bacilos
Gram negativos, leveduras, estreptococos beta hemoliticos,
Streptococcus pneumoniae, Enterococcus sp. e Staphylo-
coccus sp. Os isolados mais problematicos séo os estafilo-
cocos coagulase negativa, pois além de serem espécies
gue causam cada vez mais bacteremia verdadeira, também
fazem parte da microbiota da pele.® A conduta ideal para
uma suspeita de bacteremia por Staphylococcus sp.
coagulase negativa é incluir mais de uma amostra de
hemocultura antes do inicio do tratamento antimicrobiano,
evitando o emprego indiscriminado de antibiéticos.®%8

Sendo assim, este estudo tem como objetivo analisar
os resultados dos exames de hemocultura obtidos de um
laboratoério de referéncia em analises clinicas na cidade de
Caxias do Sul, RS, como forma de reconhecer os micro-
organismos isolados com maior frequéncia nessas amos-
tras, bem como descrever o perfil de resisténcia microbiana
dos micro-organismos isolados.

MATERIAL E METODOS

Esse estudo se caracteriza como transversal, retros-
pectivo e analitico. Os dados foram obtidos de prontuarios
laboratoriais de exames de hemocultura realizados em pa-
cientes internados em um hospital, na cidade de Caxias do
Sul, RS, no periodo de janeiro de 2012 a agosto de 2013,
sendo o numero amostral por conveniéncia.

Todos os resultados de pacientes com hemocultura
desse periodo que apresentaram resultado positivo foram
selecionados e separados por género (feminino e masculi-
no). Verificou-se qual era o patégeno responsavel pela in-
feccao bacteriana e o perfil de resisténcia de agentes anti-
microbianos. Os pacientes com resultado negativo para
hemocultura foram excluidos do estudo.

Em relagéo ao setor de internacdo. as amostras fo-
ram agrupadas nos seguintes segmentos: hemodialise, pron-
to atendimento, setores (leitos de internagéo), Unidade de
Tratamento Intensivo (UTI) adulto e neonatal. Os acessos de
coleta de hemoculturas foram classificados da seguinte
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maneira: acesso periférico, central, cateter de dialise, cate-
ter de Shylei e fistula.

Os resultados obtidos foram analisados estatistica-
mente pelo teste de g-quadrado, com niveis de significancia
de p <0,05. O software utilizado para a analise estatistica
sera o SPSS 20.0 para Windows.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica Circulo
Operario Caxiense Faculdade da Serra Gatucha em 06
de maio de 2014, com parecer nimero 636.669 (relatoria
05/05/2014).

RESULTADOS

No periodo compreendido entre janeiro de 2012 e
agosto de 2013 foram analisadas 2.832 amostras de
hemoculturas, de pacientes hospitalizados, em banco de da-
dos de um laboratoério de analises clinicas de Caxias do Sul,
RS. Desse total, foram incluidas 248 amostras (8,8%) posi-
tivas e excluidas 2.584 amostras (91,2%) por apresentarem
resultados negativos. Dentre as amostras positivas, 140
(56,4%) eram do sexo masculino e 108 (43,5%) do sexo
feminino.

Os micro-organismos do género Staphylococcus sp.
foram responsaveis pela maioria das infecgdes bacterianas,
identificado em 150 (56,6%) amostras de hemocultura po-
sitivas. Na Figura 1 estdo apresentados todos os micro-or-
ganismos isolados e analisados, onde se observa: maior
frequéncia de amostras positivas de hemoculturas por
Staphylococcus coagulase negativa (45,6%), seguida de
Pseudomonas sp. (20,2%), Staphylococcus aureus
(14,9%), Escherichia coli (12,5%), Klebsiella sp. (6,0%) e
Proteus sp. (0,8%). Na infecgdo por Staphylococcus sp.
(coagulase negativa) foi verificada maior prevaléncia em
mulheres em relagéo aos homens (p < 0,006).

0,
6% 0.8% Staphylococcus sp.

(coagulase negativa)

12,5% Staphylococcus aureus
i Il Pseudomonas sp.
I[fi 45,6%
H Escherichia coli
2029 fit Klebsiella sp.
B Proteus sp.

14,9%

Figura 1. Percentual de micro-organismos isolados em hemoculturas
positivas de pacientes internados.

O setor mais acometido foi a UTI adulto, com 91 ca-
sos (36,6%). Correlacionando os micro-organismos isola-
dos com os respectivos setores de internacdo tém-se resul-
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tados estatisticamente significantes, conforme mostrados
na Tabela 1. AUTI neonatal foi o setor com menor ocorrén-
cia de hemoculturas positivas com somente dois casos
(0,8%), nao apresentando valores estatisticamente signi-
ficantes para os micro-organismos isolados.

O acesso periférico foi o que mais apresentou hemo-
culturas positivas, com 202 casos (81,4%), seguido do
acesso central com 41 casos (16,5%).

A correlagdo dos micro-organismos isolados com os
respectivos acessos de coleta pode ser observada na Ta-
bela 2. A Tabela 3 apresenta a prevaléncia de resisténcia
microbiana apresentada pelos micro-organismos Staphy-
lococcus sp. (coagulase negativa) e Staphylococcus aureus,
ambos do grupo das bactérias Gram positivas. O perfil de
resisténcia bacteriana do grupo das bactérias Gram nega-
tivas esta representado na Tabela 4.

Tabela 1 - Correlagdo de resultados estatisticamente significativos com setores de

internacgao.
Setor Microrganismo p (valor)
Hemodidlise Pseudomonas sp. 0,001
Pronto atendimento Staphylococcus sp. (coagulase negativa) 0,031
Staphylococcus aureus 0,029
Escherichia coli 0,001
Setores Staphylococcus sp. (coagulase negativa) 0,001
(leitos de internagao) Staphylococcus aureus 0,001
Pseudomonas sp. 0,001
Escherichia coli 0,001
Klebsiella sp. 0,044
UTI adulto Staphylococcus sp. (coagulase negativa) 0,001
Pseudomonas sp. 0,001
Pseudomonas sp. 0,032
Klebsiella sp. 0,002

UTI - Unidade Intensiva de Tratamento

Resultados estatisticamente significativos pelo teste de g-quadrado (< 70,05).

Tabela 2 - Correlagdo de resultados estatisticamente significativos
com acessos de coleta

Tabela 4 - Perfil de resisténcia das bactérias Gram negativas aos
antimicrobianos testados

Acesso de coleta Microrganismo p (valor) Microrganismo Antibiético %
Hemodidlise Pseudomonas sp. 0,001 Pseudomonas sp. CAZ 68
Periférico Klebsiella sp. 0,027 Escherichia coli AMP 77,4
Central Klebsiella sp. 0,012 Klebsiella sp. AMP 100
Cateter de dialise Staphylococcus aureus 0,017 Proteus sp. Sulfa 100
Cateter de Shylei Escherichia coli 0,008 CAZ: ceftazidima; AMP: ampicilina; Sulfa: sulfametoxanol
Fistula Pseudomonas sp. 0,001

Resultados estatisticamente significativos pelo teste de g-quadrado
(< ?0,05).

Tabela 3 - Perfil de resisténcia das bactérias Gram positivas aos
antimicrobianos testados.

Staphylococcus sp. Staphylococcus
(coagulase negativa) aureus
N=113 N =37
Antibidticos n® % n° %
PEN 110 97,3 33 89,1
GEN 61 53,9 2 1,7
ERI 81 71,6 12 32,4
CLI 76 67,2 35 94,5
SUT 74 65,4 2 32,4
OXA 66 58,4 6 16,2
CIP 85 75,2 7 18,9
APS 63 55,7 6 16,2

N: nimero de amostras; n°: quantidade de amostras resistentes;
PEN: penicilina; GEN: gentamicina; ERI: eritromicina;

CLI: clindamicina; SUT: sulfametoxazol; OXA: oxacilina;

CIP: ciprofloxacina, APS: ampicilina.
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DISCUSSAO

As infecgdes da corrente sanguinea (ICS) estéo entre
as mais frequentes no ambiente hospitalar e representam
uma grave complicagdo do processo infeccioso nos paci-
entes criticos, sendo associadas a elevadas taxas de mor-
talidade e prolongamento do tempo de hospitalizacéo, o que
torna a hemocultura um exame de significativo valor preditivo
de infecgdo,® pois visa a detecgdo de micro-organismos
viaveis na corrente sanguinea.(?

As bactérias Gram positivas, principalmente do gé-
nero Staphylococcus, vém causando muito transtorno, sen-
do responsaveis por infecgdes na corrente sanguinea, o
que representa uma importante causa de mortalidade e
aumento significativo nos custos hospitalares.("” Conhecer
os micro-organismos mais frequentes e o seu perfil de sus-
ceptibilidade é essencial ao direcionamento apropriado da
terapia antimicrobiana para os pacientes com infeccéo de
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corrente sanguinea, contribuindo assim para a reducéo da
mortalidade.(?

Em um estudo realizado por Magalhaes et al. foram
analisadas 735 hemoculturas de interesse clinico, das quais
160 (22%) foram positivas para o crescimento bacteriano e
575 (78%) foram negativas.!"® Os resultados obtidos em
nosso estudo sdo compativeis: do total de 2.832 amostras
de hemoculturas, de pacientes internados, 2.584 (91,2%)
amostras tiveram resultado negativo, enquanto que 248
(8,8%) foram consideradas positivas para algum patoégeno,
demonstrando pequeno nimero de positividade. A sensibi-
lidade das hemoculturas é variavel de acordo com praticas
institucionais de hospitais e laboratérios, e é baixa em pa-
cientes que ja estdo em uso de antimicrobianos.

No presente estudo, a incidéncia de hemoculturas po-
sitivas analisadas foi de 56,4% para o sexo masculino e de
43,5% para o sexo feminino. Corroborando com esse resul-
tado, estd um estudo realizado no periodo de seis meses,
onde foram analisados os resultados de exames de hemo-
culturas de 170 pacientes hospitalizados, internados em UTI,
sendo a positividade de hemoculturas maior no sexo mas-
culino (27,3%) em relagé@o ao sexo feminino (19,1%).('%

Durante a ultima década, consideravel progresso na
classificagdo sistematica dos estafilococos tem permitido
aos clinicos se inteirar da variedade de ECN presentes em
amostras clinicas e, assim, considera-los como agentes
etiologicos de uma série de processos infecciosos.('® A
confirmacao da incidéncia de Staphylococcus sp. (coagu-
lase negativa) pode ser observada ao longo deste estudo,
no qual houve a prevaléncia de 46,5% deste micro-organis-
mo nas amostras de hemocultura positivas analisadas. Nos
resultados obtidos por um estudo realizado em Goiania,'®
os dados referentes a frequéncia de bactérias Gram positi-
vas apresentam Staphylococcus sp. (coagulase negativa)
0 micro-organismo mais prevalente (23,50%), seguido de
Staphylococcus aureus (21,15%), Enterococcus sp.
(5,29%), Streptococcus sp. (1,76%) e Leuconostoc sp.
(0,60%).

Resultados do nosso estudo revelam que 36,6% das
amostras de hemocultura positivas foram detectadas no
setor da UTl adulto. Este topico pode ser explicado segun-
do o estudo que relaciona o fato de que pacientes interna-
dos em instituicdes de saude estdo expostos a uma am-
pla variedade de micro-organismos patogénicos, princi-
palmente em UTI, onde o uso de antimicrobianos potentes
e de largo espectro é aregra e os procedimentos invasivos
é rotina."”

Neste estudo houve uma prevaléncia dos acessos
periféricos de coleta de hemoculturas (81,4%) em compa-
racao aos resultados positivos nos acessos centrais
(16,5%), o que demonstra um bom manejo desses catete-
res pelos profissionais de cuidado a saude. O cateter veno-
so central (CVC) é uma importante porta de entrada para

RBAC. 2017;49(2):158-63

gue micro-organismos possam atingir a corrente sanguinea,
causando entéo a bacteremia, fator que também se relacio-
na a permanéncia prolongada nas UTls, elevando ainda
mais a morbimortalidade desses pacientes.("®'® Quando ha
bacteremia, os agentes mais frequentemente isolados sédo
Pseudomonas aeruginosa''’'® e Staphylococcus sp.
coagulase negativa.('® Na ponta do CVC, a bactéria mais
encontrada é o Sfaphylococcus sp. (coagulase negativa),
sendo que o segundo agente mais prevalente é o Staphy-
lococcus aureus.(1®2

Em relacé@o ao perfil de susceptibilidade antimicro-
biana dos cocos Gram positivos, um estudo constatou que
todos os isolados caracterizados como Staphylococcus
aureus e 83,3% dos Staphylococcus sp. (coagulase nega-
tivos) foram resistentes a ampicilina. Observou-se uma ele-
vada taxa de resisténcia a oxacilina (66,7%) entre estes iso-
lados.?? Os resultados obtidos neste estudo mostram o perfil
de Staphylococcus sp. (coagulase negativa) e Staphylo-
coccus aureus, onde ambos apresentaram maior resistén-
cia a penicilina, seguida da clindamicina.

As cepas de MRSA (Staphylococcus aureus resistente
a meticilina) séo resistentes as cefalosporinas. Quanto ao
tratamento, devem se utilizar drogas mais potentes, como a
vancomicina. Porém, raras cepas conseguiram desenvol-
ver resisténcia a vancomicina, o que se torna preocupante
pelo fato dessa droga ser usada como ultima opgéo para
tratamento.® Os principais fatores relacionados com are-
sisténcia intermediaria a vancomicina tém sido o tempo de
tratamento prolongado e o seu uso em larga escala; porém,
outros fatores, como o desenvolvimento de tolerancia, a con-
centracao sérica da droga alcangada durante o tratamento
e a resposta imunolégica do paciente podem favorecer o
surgimento de cepas resistentes a vancomicina.?*?" A tole-
rancia aos antimicrobianos é definida como a capacidade
da bactéria mostrar-se sensivel a concentragéo inibitéria
minima, ou seja, ndo sofrer acdo da concentracdo bacte-
ricida minima habitual.?4?%30 Simplificando, a bactéria tor-
na-se incapaz de multiplicar-se, mas ainda pode permane-
cer viavel no sitio de infeccao.

No estudo em questdo, a vancomicina foi testada em
cepas de estafilococos que apresentaram resisténcia ao
antimicrobiano oxacilina. A vancomicina foi testada em 64
amostras de estafilococos, ou seja, 42,6% das amostras
totais dos micro-organismos Gram positivos. Os resultados
mostraram que a vancomicina apresentou-se eficiente em
todas as amostras testadas. O antibiético vancomicina in-
terfere no funcionamento celular das bactérias, que acabam
enfraquecidas e eliminadas do organismo, diminuindo sin-
tomas como dor, inflamacao e irritagdo causada pelas in-
fecgdes bacterianas.

Entre as enterobactérias, Ledo et al®®concluiram que
a maior taxa de resisténcia observada foi para ampicilina
(100%), seguida pelo sulfametoxazol trimetoprim (70%) e
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piperacilinatazobactam (60%). Todos os isolados foram
sensiveis as carbapenemas. No presente estudo, as entero-
bactérias apresentaram maior resisténcia aos antibioticos
ampicilina (88,7%), cefalotina (69%) e sulfametoxazol-
trimetoprim (65,8%). Em outro estudo, foram isolados os
seguintes micro-organismos: Staphylococcus epidermidis,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e
Staphylococcus aureus e todas as bactérias Gram-positi-
vas foram sensiveis a daptomicina.®"

CONCLUSOES

Com este estudo é possivel concluir que a bactéria
mais frequentemente isolada em infecgdes da corrente san-
guinea em pacientes hospitalizados é o Staphylococcus
sp. (coagulase negativa), seguida de Pseudomonas sp.,
Staphylococcus aureus e, das enterobactérias,
Escherichia coli, Klebsiella sp. e Proteus sp. As bactéri-
as Gram positivas estédo entre os principais patégenos iso-
lados, inclusive apresentando a maior taxa de resisténcia
aos antimicrobianos. A resisténcia das cepas isoladas re-
velou-se alta diante dos antibi6éticos mais utilizados no tra-
tamento de infec¢des da corrente sanguinea. Essa cres-
cente resisténcia torna-se um dos principais problemas de
saude, afetando paises do mundo todo. Isso ocorre princi-
palmente em consequéncia da administragcao inadequada
dos antibidticos.

Os resultados obtidos demonstram a importancia do
uso adequado e racional de antibiéticos, indicados por pro-
fissionais especializados, ap6s a posterior identificacédo
bacteriana e resultado do antibiograma. O conhecimento
dos patogenos responsaveis por infec¢des da corrente san-
guinea, assim como a correta identificacdo do seu perfil
de resisténcia sdo de importancia relevante, pois auxiliam
na orientacao do paciente assim como no acompanhamen-
to terapéutico por parte do médico responsavel, além de
contribuir para o conhecimento dos padrdes de resisténci-
as locais.

Este estudo teve como referéncia analises de resulta-
dos de hemoculturas positivas provenientes de pacientes
internados. Porém, informacdes clinicas dos pacientes nao
foram possiveis de serem obtidas. Mesmo com essas limi-
tacdes, pode-se chegar aos objetivos propostos de identifi-
car a prevaléncia dos micro-organismos isolados em hemo-
culturas de pacientes internados, além de estabelecer a
frequéncia desses patégenos nos acessos de coleta e nos
setores de internacéo.

Abstract

Objective: Analyze the results of blood culture tests obtained from
reference laboratory for clinical analysis in the city of Caxias do Sul/RS,
as a way to recognize the microorganisms isolated most frequently in
positive samples of blood cultures and describe microbial resistance
profile isolated microorganisms. Methods: We conducted a cross-
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sectional, retrospective and analytical study. In a laboratory database in
the city of Caxias do Sul / RS was observed results of blood culture,
from January 2012 to August 2013, performed in patients admitted to a
hospital. It was based on results from positive blood cultures, and the
negative deleted. The isolated microorganisms were evaluated the
prevalence and antimicrobial resistance profile. Results: 2.832 results
were evaluated of blood cultures, of which 2.584 (91.2%) had to be
negative, whereas 248 (8.8%) were positive for a pathogen. Among the
positive blood cultures, 140 (56,4%) were from male patients, while 108
(43,5%) were from female patients. In regard to the hospital sections,
the most affected one was the UT/ adult, with 91 samples (36,6%). The
access port for blood collection with most positive cultures was the
peripheral access (202 samples, or 81,4% of the samples). The Gram
positive bacteria showed high resistance to the following antibiotics:
penicillin, ciprofloxacin and clindamycin. On the other hand, the Gram
negative bacteria showed high resistance to ceftazidime, ampicillin,
sulfamethoxazole and trimethoprim. Conclusion: This study brings about
the knowledge of blood cultures and its associated factors.

Keywords
Bacteremia; Drug resistance, Bacterial; Cross infection
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INTRODUCAO

Resumo

Objetivos: Avaliar a qualidade do processo laboratorial por meio da padronizagao e melhorias
nos servigos de salde localizados na cidade do Rio de Janeiro e contribuir para os laboraté-
rios nao certificados em sistemas da qualidade e/ou acreditados a adquirir um programa de
implantacéo. Métodos: Este estudo descritivo foi desenvolvido por meio de pesquisa biblio-
grafica onde foram identificados artigos na literatura pertinente relacionados ao tema pro-
posto. Resultados: Os percentuais dos laboratérios credenciados nos sistemas de padro-
nizagéo da qualidade no Rio de Janeiro foram: 21 (6,37%) dos laboratérios clinicos utilizam
o Sistema Nacional de Acreditagédo — DICQ; 07 (2,12%), o Programa de Acreditagéo de
Laboratérios Clinicos — PALC; 274 (83,03%), o Programa Nacional de Controle de Qualidade
— PNCQ e 115 (34,84%) o Programa de Exceléncia de Laboratérios Médicos (PELM)/
Controllab. E, nos hospitais, 19 (82,60%), o sistema da Organizagao Nacional de Acreditagdo
(ONA). Conclusao: A abordagem proposta de padronizagao complementar ao sistema de
gestéo da qualidade (SGQ) devera ser utilizada nos laboratérios de anélises clinicas, sua
aplicacao, implantacédo de fases, utilizagao das ferramentas da qualidade, mostrando-se
valida e Util para uma avaliagéo, alinhando melhorias continuas nos processos de gestdo em
medicina laboratorial.

Palavras-chave
Acreditagao; Gestao de Qualidade; Controle de Qualidade; Melhoria de Qualidade

trando dificuldades na integracdo dos processos de gestédo
da qualidade, sendo obrigadas a estabelecer sistemas in-

Nos servicos de saude, especificamente em medici-
na laboratorial, os laboratérios de analises clinicas contri-
buem em evidéncias dos testes laboratoriais, nas avalia-
¢bes, tomada de deciséo clinica, no diagnéstico, preven-
¢do e liberagdo dos resultados.("

Faz-se imprescindivel a obtencéo de resultados confia-
veis, precisos e controlados por 6rgéo de inspecao, vigilan-
cia sanitaria, para atender aos clientes, sejam médicos ou
os pacientes, a fim de garantir a sua satisfagéo.?

Desta maneira, o laboratério de analises clinicas, como
servico de salide, se presta da mesma forma a atender seus
clientes com rapidez, seguranga, eficiéncia e eficacia.®

Com as exigéncias do mercado, renovacédo de con-
tratos e gastos no orcamento, as empresas estédo encon-

ternos de gestdo para atender as peculiaridades do merca-
do e exigéncias da vigilancia sanitaria.®.

Sendo assim, os laboratérios clinicos vém aprimoran-
do o sistema de gestdo da qualidade com o uso de proce-
dimentos padronizados, condizentes com regulamentagdes
técnicas e boas praticas de laboratério, podendo garantir a
confiabilidade dos resultados com o minimo de erros e in-
terferéncias e a integridade das pessoas, instalacdes e
equipamentos.®

Além disso, a padronizagao deve ocorrer para o efeti-
vo sucesso do sistema de gestédo da qualidade em labora-
torios clinicos. No entanto, eles vém sendo inspecionados
frequentemente pelo 6rgéo de inspecéao sanitaria — Vigilan-
cia Sanitaria.®
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Sendo assim, o laboratério clinico inicia com a esco-
Ilha do modelo padréao, implantacéo, ajustes e treinamentos
necessarios para que ocorra notavel execucéo das ativida-
des estabelecidas. Depois que todo o sistema da qualida-
de estiver padronizado poderemos checar a sua importan-
cia para o bom desempenho das fungdes.

Constatou-se ainda que a implantagéo do sistema de
gestdo da qualidade em laboratério clinico requer o com-
prometimento da dire¢cdo quanto as mudangas necessarias
para tal iniciativa, pois sdo necessarios esforgos constan-
tes paraincorporar, em toda a equipe e niveis hierarquicos,
os conceitos da busca de melhoria continua.®

Observou-se que o processo de implantagédo ou
implementacao de um sistema de gestado da qualidade em
laboratérios de analises clinicas faz parte dos servicos de
saude na aquisicdo de resultados mais confiaveis, preci-
sos, exatos, eficientes, de qualidade.

Assim, aimplementacéo deste sistema nos laborato-
rios clinicos é de grande importancia, uma vez que possibi-
lita a rastreabilidade dos processos administrativos e anali-
ticos, contribuindo na obtengéo de resultados precisos, com
maior confiabilidade.

Este estudo tem por objetivo analisar alguns requisi-
tos do processo de implementacédo do sistema de gestéo
da qualidade, os principais sistemas de padronizagéo da
qualidade do Brasil, a quantidade de laboratérios filiados a
esses sistemas no estado do Rio de Janeiro, sua caréncia
e as principais etapas de implementacéo referente ao
tutorial do PNCQ Gestor.”

Dentro desta perspectiva, o PNCQ Gestor possui um
software de instalacgéo, aceito e adotado em todo os estados
do Brasil. E o referenciado pelo Sistema Nacional de
Acreditacéo — DICQ/SBAC, da Sociedade Brasileira de Ana-
lises Clinicas. Atualmente, vem crescendo e conta com 293
laboratoérios acreditados no Brasil. Aimplantagéo do sistema
brasileiro é voluntario, coordenado pelo DICQ e tem se mos-
trado uma importante iniciativa aos laboratérios clinicos.®

E importante salientar que o PNCQ™ coloca a dispo-
sicdo dos seus clientes e demais laboratérios clinicos do
pais exemplos de documentagéo necessaria para a implan-
tacdo de um sistema de gestdo da qualidade que identifica,
planeja e padroniza todos os processos que séo realizados
no laboratério clinico, assim como ferramentas adicionais
para o controle e avaliacdo de acordo com os requisitos
exigidos por normas de acreditagdo DICQ e ONA.®9

Sendo assim, a acreditagdo é o reconhecimento rea-
lizado por agéncia governamental, ou ndo, de que a organi-
zacao atende a requisitos predeterminados para a realiza-
cao de tarefas especificas. Nos laboratérios de analises cli-
nicas, a certificagéo tem o objetivo de criar ou melhorar os
padrées da pratica laboratorial, de modo a reduzir os riscos
de danos na prestacédo de servigos e aumentar a probabili-
dade de bons resultados.®

RBAC. 2017;49(2):164-9

No Brasil foram criados os programas de acreditagéo
brasileiros, como o Programa de Acreditacdo de Labora-
torios Clinicos (PALC) da Sociedade Brasileira de Patolo-
gia Clinica/Medicina Laboratorial (SBPC/ML), e o Depar-
tamento de Inspecdo e Credenciamento da Qualidade
(DICQ) da Sociedade Brasileira de Analises Clinicas
(SBAC). Além disso, surgiram, no Brasil, nas décadas de
1970-80, os programas de controle da qualidade em labo-
ratério clinico, como o Proficiéncia em Ensaios Labora-
toriais (PELM) e o Programa Nacional de Controle de Qua-
lidade (PNCQ). Esses sistemas séo utilizados para aten-
der as necessidades de ampla e melhor avaliagédo dos la-
boratérios clinicos.(10.1)

Com a qualidade melhorada, os desperdicios podem
ser evitados, reduzindo-se os custos e aumentando-se a
produtividade, e, com isso, havera melhora da compe-
titividade no mercado.("”

Este estudo tem por objetivo avaliar a qualidade do
processo laboratorial por meio da padronizacao e melho-
rias nos servigos de saude localizados na cidade do Rio
de Janeiro e contribuir para laboratérios nao certificados
em sistemas da qualidade e/ou acreditados num estudo
de implantacéo de fases do sistema de gestdo da quali-
dade.

REVISAO DA LITERATURA
Sistema de Gestido da Qualidade

O sistema de gestdo da qualidade, nas ultimas déca-
das, alcangou avangos de modernizagdao de metodologias
mais exatas e abrangentes, assim como a disponibilizacdo
de equipamentos modernos e sofisticados para o diagnés-
tico laboratorial, confirmando que os profissionais analistas
exercem uma atividade sanitaria importante e obrigando os
mesmos a uma atualizagao continua para exercer sua pro-
fissdo com a qualidade necessaria as exigéncias dos clien-
tes e da coletividade.”

Neste sentido, é necessario reafirmar que a formacgéao
e adequacao dos profissionais, sua atualizagéo cientifica e
seus conhecimentos de gestéo proporcionam uma constante
atualizacédo dos processos, fornecendo laudos precisos e
exatos para auxiliar o médico na obtengéo de diagnésticos
conclusivos para os seus pacientes.?

Observou-se que dentre varias vantagens de um sis-
tema de gestédo da qualidade existem beneficios que per-
mitem que a organizacao identifique e atenda todas as ne-
cessidades e expectativas esperadas pelos seus clientes e
de todas as partes envolvidas, como funcionarios, fornece-
dores, comunidade, para alcangar vantagens competitivas
em relacdo aos seus concorrentes, fazendo-a de modo efi-
ciente e eficaz, tornando provavel alcancar, sustentar e aper-
feicoar o desempenho organizacional.®
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MATERIAL E METODOS

O estudo aplicado caracteriza-se de forma descritiva,
desde que procure se referir ordenadamente a uma area
de interesse.”? No entanto, ainda pode ser definido como
sendo exploratério, uma vez que se procura entender, em
sua fase inicial, um elemento, para depois explanar suas
causas e consequéncias.(™

Este estudo foi desenvolvido no periodo de agosto a
setembro de 2016, referente as empresas de padroniza-
¢do dos sistemas de qualidade localizadas no Rio de Ja-
neiro. Para a avaliagdo da utilizagdo dos diversos siste-
mas de padronizacéo e a situagao da gestdo de qualida-
de nos laboratérios, realizamos a pesquisa com 330 La-
boratérios de Analises Clinicas da regido metropolitana do
Rio de Janeiro, dois sistemas de acreditacdo, dois pro-
gramas de controle da qualidade e 23 hospitais na cidade
do Rio de Janeiro. Os dados disponiveis desta pesquisa
ocorreram por contatos telefénicos, e-mail e visitas as uni-
dades de servigo.

Para selecao das informacdes foi realizado um levan-
tamento quantitativo dos laboratérios do Rio de janeiro, dos
orgaos de acreditacdo, do sistema de controle de qualida-
de PNCQ/Controllab e fases de implantacéo no sistema de
gestao da qualidade, na literatura, por meio de busca nas
bibliotecas SciELO, Lilacs, MedLine, Cochrane, IBECS e
PubMed, utilizando as seguintes palavras-chave: 6rgaos de
acreditacao no Brasil, programas de controle de qualidade
em laboratoérios clinicos, sistema de gestdo da qualidade,
sistemas de padronizacao, fases de implantagédo da quali-
dade.(7810.11.14-18) Neste sentido, as fases de implantagéo do
sistema de gestdo da qualidade foram selecionadas por
cinco autores (Quadro 1).

Quadro1 - Fases de implantagéo sinalizadas por autores.

SISTEMAS DE PADRONIZAGAO DA QUALIDADE

Existem hoje no Brasil quatro organismos que possu-
em requisitos especificos para a acreditagdo de um siste-
ma de gestdo da qualidade para os laboratérios clinicos:

DICQ - Sistema Nacional de Acreditacdo — é uma em-
presa técnico-cientifica, patrocinada pela SBAC (Socieda-
de Brasileira de Analises Clinicas), que tem por objetivo a
realizacéo de inspecgéo, de auditorias, credenciamento e
acreditacdo do sistema de qualidade dos laboratérios clini-
cos e de organizagdes que prestam servicos de saude, uti-
lizando critérios proprios.®

Apos a realizagéo de auditorias e avaliagcao do relato-
rio final, concede ao laboratério o Certificado de Creden-
ciamento ou Acreditagdo do Sistema de Qualidade, com
validade de um ano. Este sistema criou o PNCQ - Progra-
ma Nacional de Controle de Qualidade, o primeiro como
provedor de ensaios de proficiéncia e de consultoria para a
gestao da qualidade.

ONA — Organizacao Nacional de Acreditagédo: é uma
organizacao nao governamental, sem fins lucrativos, de di-
reito coletivo, que tem por objetivo a implantagéo de um pro-
cesso permanente de avaliacdo e de certificagdo de quali-
dade dos servigos de saude. Fornece cursos de capaci-
tacao, diagnéstico organizacional, avaliagcéo e certificacao
dentro do Sistema Brasileiro de Acreditacéo.®

PALC — Programa de Acreditagé@o de Laboratoérios Cli-
nicos, patrocinado pela Sociedade Brasileira de Patologia
Clinica e Medicina Laboratorial —- SBPC/MIL. Amesma So-
ciedade langou o Programa de Exceléncia de Laboratérios
Médicos (PELM)/Controllab.("®

Normas ISO: normas adotadas pelo INMETRO — Insti-
tuto Nacional de Metrologia, por meio da NIT-DICLA-035 e

Fernandes et al., 2012

Waclawovsky et al,. 2010 Souza et al., 2009

Vasconcelos et al., 2007 Kravchychyn et al., 2006

Requisitos Gerais do SG Planejamento e definicdo

Politica da qualidade Preparacéo- politica do

SG a ser seguida Internos

Detalhamento e
implementagéo -
estratégia

Planejamento

Implementacéo, Auditorias internas
treinamento,
documentagao e

controle

Implementacéo, Auditorias internas
treinamento,
documentagao e

controle
Controle da qualidade

Escopo e objetivos

Processos Operacionais

Estrutura operacional

Processos de Apoio
(contratados)

Processos de Apoio
(contratados)

Andlise critica pela direcdo Medigao, andlise e

Requisitos gerais Equipe gestora

comprometida

Politica do sistema de
gestéo

Mapeamento dos
Processos

Planejamento, equipe
gestora

Escopo e objetivos da
qualidade

Sistema de Gestédo da
Qualidade (SGQ)

Implementacéo e
operagao

Sistema de Gestédo da
Qualidade (SGQ)

Implementacéo e
operagao

Melhoria Gestédo de Recursos

Fonte: Elaborado pelo autor
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ISO 15189:2008.® Temos a ISO 9001, que pode ser aplica-
da a qualquer organizagéo, e a ISO 15189, que é especifica
para laboratoérios clinicos.

Todas estas entidades estabeleceram suas normas
com base nas Boas Praticas do Laboratério Clinico, ISO
15.189:2008 e RDC 302:2005 da ANVISA.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a avaliagéo da utilizacdo dos diversos sistemas
de padronizagéo e seguindo as exigéncias normativas so-
bre os requisitos de gestdo da qualidade nos laboratérios
clinicos, realizamos um estudo quantitativo aos referentes
laboratérios de andlises clinicas da regido do Rio de Janei-
ro. A pesquisa obteve um resultado de 330 laboratérios e
23 hospitais ativos em toda regido metropolitana. Estas
empresas fornecem aos seus associados ferramentas para
que possam cumprir a legislagéo vigente, assim como pro-
piciar oportunidades de melhorias continuas em busca da
qualidade dos seus laudos e em consequéncia diminuir os
riscos aos clientes e pacientes.

Obtivemos os seguintes resultados:

e 21 (6,37%) dos laboratérios clinicos utilizam o
DICQ.

* 7(2,12%) dos laboratérios clinicos utilizam o PALC.

e 274 (83,03%) dos laboratorios clinicos utilizam o
controle Interno e Externo do PNCQ.

* 115 (34,84%) dos laboratérios clinicos utilizam o
controle Interno e Externo do Programa de Exceléncia de
Laboratérios Médicos (PELM)/Controllab.

* 19 (82,6%) dos hospitais utilizam o sistema ONA.

Deduz-se assim que em torno de 26,36% dos labo-
ratorios clinicos utilizam mais de um sistema de padroni-
zacao.

Neste sentido, constatamos que a grande maioria
dos laboratérios tem a preocupacdo em manter um siste-
ma de controle de qualidade, seja apenas para os proce-
dimentos e ensaios, ou englobando todo o sistema
organizacional.

Dentro desta perspectiva, para a implantagédo dos re-
quisitos de qualquer sistema de gestdo da qualidade é ne-
cessaria a realizagdo de um modelo proposto com as fases
de implantacéo e vantagens.” A partir da coleta de dados
sdo apresentados no Quadro 1.

* Diagnostico e planejamento inicial: Inicia com o
compromisso da direcdo da empresa e a cooperacao ma-
nifestada por todos os membros da equipe que deve reali-
zar o diagnostico da situacdo atual do laboratério clinico,
para o planejamento de um modelo novo de implantagéo do
sistema.

* Formacdo de uma equipe de pessoas selecio-
nadas, com conhecimento do funcionamento da empresa,
para a preparagao da implantacéo do sistema de gestao.
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* Implantagdo da qualidade: A implantagdo de um
sistema de gestédo da qualidade em uma empresa deve ser
monitorizada para avaliar os seus aspectos positivos e ne-
gativos e também para orientar as pessoas e demonstrar o
interesse continuo da organizacéo pela qualidade.

* Mapeamento dos processos: as informacdes ini-
ciais foram mapeadas sobre os processos das atividades
realizadas, a fim de identificar e estabelecer as etapas
mais criticas de uma atividade, definindo assim suas en-
tradas e saidas. Com o resultado do mapeamento torna-
se mais facil a etapa posterior, a elaboragédo de procedi-
mentos e instrugdes de trabalho que tornam possivel o con-
trole das atividades, usando uma abordagem sistémica da
gestéo;

* Processos operacionais: nesta etapa séo inseridas
diretrizes das normas técnicas, especificagées e manuais
de treinamento para posterior verificagédo e realizagdo do
produto conforme o estipulado nas diretrizes;

* Planejamento da qualidade: etapa que contempla
as etapas anteriores de diagnéstico inicial e elaboracédo do
planejamento estratégico da organizagdo. Pressupde que
o processo de planejar envolva um novo modo de pensar,
questionamentos sobre o que sera realizado, como, quan-
do, quanto, para quem, por que, por quem e onde sera feito.

* Preparagcado da modelagem documental: é neces-
saria a existéncia de uma documentacédo basica para se
escrever tudo que se faz na empresa e ser levado para um
procedimento especifico com itenizagdo padronizada, com
a finalidade de demonstrar o estado atual da empresa e
detectar os requisitos que devem sofrer modificagdes, co-
nhecer as suas causas e implantar agdes corretivas ou pre-
ventivas. Esta modelagem deve ser realizada com a ade-
quacéo da peculiaridade de cada empresa evitando, se pos-
sivel, a descaracterizagao de cada laboratério clinico.

* Auditoria interna do sistema de gestdo da qualida-
de: necessaria para avaliar se o funcionamento planejado,
com o decorrer do tempo, estd em conformidade com os
requisitos especificados e se hd ou ndo necessidade de
implementacdo de acgles corretivas ou preventivas para
adequacao.

* Acdes corretivas: as ndo conformidades encontra-
das pelas auditorias geram o plano de agéo corretiva que
busca maneiras de solucionar os problemas encontrados;

* Auditorias externas para certificacédo: apos anali-
sados os sistemas, auditorias internas e a verificacdo da
eficacia das agdes propostas, é feita a auditoria externa por
organismos certificadores que ndo tenham vinculo a organi-
zacao que esta sendo auditada.

* Processo de acreditacédo: ap6s a implantacao do
sistema de gestdo da qualidade, o laboratério clinico pode
solicitar a um organismo de acreditacao, voluntariamente,
a acreditacdo do seu sistema de gestdo. Este processo
de acreditacao é definido e finalizado com uma auditoria
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externa, realizada por profissionais especialistas em anali-
ses clinicas e em sistema de gestdo da qualidade.

Portanto, seguindo as fases elaboradas pelo estudo
mostraremos abaixo que obtivemos importantes resultados
e possiveis mudangas na melhoria da qualidade de todos
os processos dentro da empresa ou organizacao: (I) Diag-
nostico e planejamento inicial; (Il) Formacéao da equipe; (Ill)
Implantagéo da qualidade; (IV) Mapeamento dos processos;
(V) Processos operacionais; (V1) Planejamento da qualida-
de; (VII) Preparagao da modelagem documental; (VII1) Audi-
toria interna do sistema de gestdo da qualidade; (IX) Acbes
corretivas; (X) Auditorias externas para certificacao; (XI)
Processo de acreditagao.

A implantagdo de um sistema da qualidade oferece
vantagens:

* Motivacéo de todo o pessoal do laboratorio clinico,
ja que passam a fazer parte de uma equipe ativa para as
decisdes de qualidade;

* Melhoria do sistema de gestéo do laboratério, como
conhecimento dos custos, aquisicdo de materiais, etc;

* Melhoria do sistema operativo do laboratoério, pela
da revisdo e atualizacdo dos procedimentos;

* Melhoria da relagédo com os fornecedores, médi-
cos e pacientes;

* Possibilidade de divulgagédo e melhoria daimagem
da empresa na comunidade e no mercado;

* Melhoria na avaliagdo e manutencgéao de equipamen-
tos e instrumentos;

* Manutencdo de registros possibilitando uma
rastreabilidade de todos os produtos fornecidos para os
usuarios.

CONCLUSAO

A abordagem proposta de padronizagdo complemen-
tar ao sistema de gestédo da qualidade (SGQ) devera ser
utilizada nos laboratérios de andlises clinicas, sua aplica-
¢éo, implantacdo de fases, utilizacdo das ferramentas da
qualidade, mostrando-se valida e atil para uma avaliagéo,
alinhando melhorias continuas nos processos de gestdo em
medicina laboratorial.

Neste sentido, conforme a avaliagdo, observou-se que
ha uma disparidade dos laboratérios participantes dos sis-
temas de controle de qualidade, ainda existindo laboratéri-
os ndo cadastrados em sistemas da qualidade na regido
Rio de Janeiro. Foi observado que os laboratérios encon-
tram maiores dificuldades no processo de implantagdo do
sistema de gestdo da qualidade em referéncia as normas
de acreditacdo, obtendo poucos laboratérios acreditados
na regido.

Verificou-se que, embora os laboratérios da cidade
apresentassem diferentes graus de implementagé@o em re-
lacédo ao sistema de gestédo da qualidade, nem todos ja ini-
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ciaram o processo, embora alguns com maiores dificulda-
des que outros, e caminham rumo aos beneficios que aim-
plantacdo desse sistema de gestdo gera para eles.

Pode-se ressaltar aimportéancia da sensibilizagéo da
direcéo do laboratério referente a politica da qualidade
para a efetiva implantacéo do sistema de gestdo. Com o
curso de capacitacdo, sobre a norma escolhida, a diregéao
dos laboratérios ndo mostrara mais dificuldades no enten-
dimento, na interpretagdo normativa e fara o envolvimento
de toda a equipe na implantacéo do sistema de gestédo da
qualidade.

Abstract

Objectives: In this work we evaluated the quality of the laboratory process
through standardization and improvements in health services located in
the city of Rio de Janeiro and its contribution to the acquisition of a
implantation program of quality or accreditation systems at not certified
laboratories. Methods: This descriptive a study that was developed
through bibliographic research where articles were identified in relevant
literature related to the proposed theme. Results: The percentages of
accredited laboratories in quality standardization systems in Rio de Janeiro
were: 21 (6.37%) of the clinical laboratories use the National Accreditation
System — DICQ; 07 (2.12%) use the Accreditation Program of Clinical
Laboratories — PALC; 274 (83.03%), the National Quality Control Program
(PNCQ) and 115 (34.84%) the Medical Laboratory Excellence Program
(PELM)/Controllab. Nineteen hospitals (82.60%) were accredited by the
National Accreditation System (ONA). Conclusion: The proposed
approach of standardization complementary to the quality management
system (QMS) should be used in clinical analysis laboratories, its
application, phase implementation and quality tools as valid approaches
for evaluation and continuous improvements in the management process
in laboratory medicine.
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Accreditation; Quality Management; Quality Control; Quality Improvement
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INTRODUCAO

Resumo

A obesidade tornou-se frequente em paises em desenvolvimento, acarretando em problemas
cardiovasculares e outras doencas metabdlicas. Entre as formas de combater a obesidade
estd a alimentagéo saudavel, principalmente com a insergéao de fibras. O objetivo da pesquisa
foi verificar se ocorreria redug@o na massa corpdrea de ratos suplementados com quitosana,
diminuigédo dos parametros lipidicos e glicémicos e verificar seu efeito em relagéo a microbiota
intestinal. Foram utilizados 16 ratos machos e 16 fémeas da linhagem Wistar, os quais foram
divididos em quatro grupos (n=4 machos e n=4 fémeas), C, CQ, H e HQ. O tratamento teve
duragéo de 71 dias. Houve redugéo na massa corporal dos grupos tratados com quitosana,
porém, nao significantes estatisticamente; no entanto, a ingestdo alimentar nos grupos trata-
dos com quitosana foi maior comparada a seus controles, os niveis de colesterol total,
triglicerideos e glicemia foram diminuidos em ratos suplementados com quitosana. A anélise
da microbiota intestinal demonstrou que a concentragao de Lactobacillus e Bifidobactetium,
embora nao tenha sido significativa estatisticamente, apresentou um aumento da concen-
tracéo destas bactérias em ratos suplementados com a fibra. De acordo com os resultados
obtidos no estudo, a quitosana age no controle da massa corpdrea, especialmente pela
acédo no metabolismo dos lipidios, atuando também como um prebiético, auxiliando no
aumento da concentragéo de probidticos, regulando as fungdes da microbiota intestinal.

Palavras-chave
Quitosana; Obesidade; Microbiota intestinal; Parametros lipidicos

duras trans. A diminuigdo do consumo de fontes vegetais
ricas em fibras também é um dos fatores.®

A obesidade tornou-se frequente na populacdo de
paises em desenvolvimento, independente da classe soci-
al, levando a ocorréncia de diabetes mellitus tipo 2 e doen-
¢as cardiovasculares. Entre as formas de combater a obe-
sidade, a alimentacdo saudavel com insercao de fibras fa-
vorece a perda e manutencdo da massa corpérea. As fi-
bras sédo de extrema importancia, pois podem atuar no con-
trole da absorgéao dos carboidratos e da glicemia bem como
na diminuicdo de triglicerideos e colesterol. Pode também
estar relacionada com o aumento da massa bacteriana de-
vido a fermentacao das fibras alimentares."

A prevaléncia de doencgas cronico-degenerativas e
cardiovasculares tem aumentado nos ultimos anos, e um dos
principais fatores que desencadeiam estes problemas é
devido ao excesso de gordura corporal, causado pelo
aumento de acucares simples e gorduras saturadas e gor-

Para a prevencéo e o tratamento das doencas créni-
co-degenerativas é necessaria a inclusédo de atividade fisi-
ca e mudangas na dieta. A quitosana é a forma desacetilada
da quitina, que é encontrada como constituinte do exoes-
queleto de artrépodes tais como caranguejo, camarao, la-
gosta e outros insetos.® Considerada como um alimento
funcional pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), ela auxilia na reducéao da absorcéo de gordura e
colesterol no corpo humano, sendo a gordura posteriormente
eliminada pelas fezes. Promove ainda o aumento do bolo
fecal e a frequéncia da defecacdo auxiliando como uma
medida preventiva contra cancer de célon.®

Diante do exposto, objetivou-se investigar os efeitos
da quitosana e a sua importancia em relagdo a diminuigéo
de massa corpérea e dos niveis de colesterol, glicemia, e
triglicerideos. Verificar também possiveis alteragdes na
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microbiota intestinal de ratos wistar que realizam a suple-
mentagédo com quitosana, para o equilibrio do organismo e
funcionamento intestinal adequado.

MATERIAL E METODOS

Protocolo de Analise

Foram utilizados 32 ratos (16 machos e 16 fémeas)
dalinhagem Wistar, provenientes do Biotério da Univali, SC.
Os animais recebidos tinham 45 dias e foram mantidos em
gaiolas com quatro animais cada, em ambiente com tem-
peratura controlada (21 + 2°C), com ciclo claro/escuro (12/
12 h), com livre acesso a comida e agua. Todos os protoco-
los e procedimentos experimentais relativos ao projeto fo-
ram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Unoesc, sob protocolo nimero 023/2015.

Os animais foram distribuidos em quatro grupos, con-
tendo oito animais cada, mantidos em aclimatacdo com di-
eta comercial por duas semanas; posteriormente recebe-
ram a administracdo das dietas definidas de acordo com
os grupos, sendo eles: grupo controle (C) — receberam ra-
c¢ao comercial (Nuvilab®) e agua durante todo o processo
experimental; grupo Controle + Quitosana (CQ) —recebe-
ram racdo comercial (Nuvilab®) com suplementacéo de
quitosana a 5% (m/m) e agua; grupo Hipercalérico (H) —
receberam racgao hipercaldrica (feita a partir de alimentos
hipercaléricos moidos e oferecidos em forma de péletes)
e agua e o grupo Hipercalorico + Quitosana (HQ) —racéo
hipercalérica com quitosana a 5% (m/m) e agua.

Ap6s o término do processo experimental, totalizando
71 dias, os ratos fizeram jejum de 12 horas e foram anes-
tesiados com ketamina/xilazina® na quantidade de 90 mg/kg
e 10 mg/kg de peso corporal respectivamente, decapita-
dos para a coleta de sangue, para avaliagcéo dos parametros
metabdlicos e dissecados para a retirada dos 6rgaos.

A racao utilizada para os grupos controle foi a racédo
comercial para ratos (Nuvilab® CR1). Nos grupos com
suplementacéo de quitosana, foram adicionados 5% (m/m)
de quitosana pura em pé aracéo, conforme AIN-93G.® Para
aracéo do grupo Controle + quitosana, a ragédo comercial foi
triturada, sendo acrescentada a ragao 5% (m/m) de quitosana,
juntamente com gelatina incolor (1g) e 4gua para aumentar a
coesao entre as particulas. Adieta hipercalérica apresentava
a composigao: 15 g de ragcao comercial, 10 g de amendoim
torrado, 10 g de chocolate ao leite, 5 g de biscoito maisena e
agua somente para juntar os ingredientes.

Os animais foram pesados com balanga semianalitica
digital uma vez por semana para verificar se estava ou nao
ocorrendo variagdo de massa corp6rea. Também eram
pesadas as ragdes depositadas e sobras, bem como era
medida a agua depositada e consumida.

A dosagem de glicemia foi realizada nos animais em
jejum (12-14 horas) no inicio do experimento (dia 0), 30 e 69
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(48 h antes da eutanasia), por meio do sistema de fitas
(monitor digital) glicosimetro G-TECH sistema NO CODE,
a partir de gota de sangue obtida através de um corte na
extremidade da cauda do animal.

Os animais permaneceram 12 horas em jejum, quan-
do foi realizada a coleta de sangue (tempo 0') e dosada sua
glicemia. Em seguida foi administrada, por via intra-
peritoneal, uma solugéo de glicose a 50% (m/v) na dose de
1,5 g de glicose/kg de massa corporal. A coleta de sangue
e as respectivas analises repetiram-se nos minutos trinta,
sessenta e cento e vinte. As concentragdes de glicose san-
guinea foram determinadas com o sistema de fitas (monitor
digital) glicosimetro G-TECH sistema NO CODE.

A analise do perfil lipidico foi realizada no ultimo dia
de experimento, sendo coletado o sangue dos animais ap6s
a eutanasia, por decapitacdo do animal. Os parametros
analisados foram: colesterol total, HDL, LDL e triglicerideos,
a partir de kits comerciais (Labtest).

Apos a eutanasia, os intestinos dos animais foram re-
tirados e realizada a coleta de 1 g de fezes contidas no in-
testino grosso de cada animal. Para o preparo dos meios,
pesaram-se 70 g de Agar MRS Lactobacillus (Acumedia) e
para preparar 1 litro do meio o agar foi dissolvido em agua
destilada. Também, utilizou-se o meio BMS Bifidobacterium
(Sigma), pesando-se 55,5 g de agar para 1 litro de meio,
com adigdo de 2,0 g de extrato de levedura por litro, sendo
ambos os meios autoclavados a 121°C por 15 minutos. A
adicdo do extrato de levedura como uma forma de suple-
mento para o crescimento de bifidobactérias foi proposta a
partir de estudo realizado.®

As fezes previamente pesadas de cada animal foram
dissolvidas em 9 mL de solucéo salina a 0,85% e a partir
desta dissolugao (10"") foram realizadas diluicées decimais
seriadas até 10, por meio da transferéncia de 1000 L da
diluicdo anterior para o tubo seguinte. Foram utilizados 100
ML de cada diluigdo e semeados por método pour plate em
placas de petri estéreis vazias, adicionando-se posterior-
mente aproximadamente 20 mL do meio (especifico para
cada bactéria) sobre a diluigdo e homogeneizado com mo-
vimentos circulares. As placas foram incubadas a 37°C du-
rante 48 horas (Lactobacilos) e 72 horas (Bifidobactérias)
em estufa com sistema de geracdo comercial de atmosfera
anaerobica (Anaerobac, Probac ®). Transcorrido o tempo
de incubacéao, foi realizada a contagem de Unidades For-
madoras de Col6nias (UFC/mL) de cada meio.

Apos a eutanasia, os 6rgaos pesados foram: figado,
rins, baco, intestino, cérebro e as gorduras (omental,
perigonadal/epididimal e retroperitoneal/perirrenal).

Avaliacao Estatistica

A avaliacao estatistica dos dados foi realizada no pro-
grama GraphPad Prism 5.01. O teste ANOVA de 1 via (one-
way ANOVA) com pos-teste Tukey foi utilizado para a com-
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paracao de dados entre os grupos. O nivel de significancia
adotado foi de 95% (p<0,05).

RESULTADOS

Durante o periodo experimental, foi acompanhada a
massa corporal semanal dos grupos até o final do experi-
mento. Como mostra o Grafico 01.

Durante todo o periodo experimental foi realizado o
acompanhamento do consumo alimentar e da ingestéao hidrica
dos animais, a partir das sobras dos mesmos (Grafico 2).
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Gréfico 1. Acompanhamento da massa corporal durante o periodo
expetimental. Ndo houve diferenca significativa. (p<0,05, n=32).
Fonte: Os autores, 2016.
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Gréfico 2. Ingestéo alimentar semanal e ingestéo hidrica. (*) diferenca
significativa por efeito da quitosana e (#) diferenca significativa por efeito
da dieta hipercalérica (p<0,05, n=32). Fonte: Os autores, 2016.
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Os resultados das andlises dos parametros lipidicos
e glicémicos encontram-se na Tabela 01.

A partir das fezes contidas no intestino grosso dos
animais, realizaram-se as analises microbiolégicas para
avaliar a concentracdo de Lactobacillus spp. e Bifidobac-
terium spp. Ambos os resultados encontram-se representa-
dos no Gréfico 3.

Tabela 1 - Andlises lipidicas e glicémicas. (*) diferenga significativa
por efeito da quitosana. (p<0,05, n=32)

(mg/dL) (¢} cQ H HQ
Glicemia- dia 0 92,62 89,25 86,25 90,88
Glicemia- dia 30 88,25 82,5 85 82,62
Glicemia- dia 69 95,5 86 95,87 88
Colesterol total 138,64 97,43 (%) 115,95 111,08
HDL-Colesterol 44 39 38,47 40,11 34,12
LDL-Colesterol 76,14 41,48 (%) 55,02 60,74
Triglicerideos 127,99 87,38 (¥) 144,30 104,99 (*)
Fonte: Os autores, 2016
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Griéfico 3. Concentragdo de Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp.
Né&o houve diferenca significativa. (p<0,05, n=32).

Em relacdo a massa dos 6rgaos nao foram observa-
das diferencas significativas entre os grupos. Somente em
relacdo as gorduras perigonadal/epididimal e retroperito-
neal/perirrenal.
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DISCUSSAO

O presente estudo visou estudar a ocorréncia de pos-
siveis alteragdes metabdlicas provenientes da alimentacéo,
buscando analisar a relagdo de possiveis beneficios da
suplementagcdo com quitosana em animais com dieta
normocalérica e principalmente avaliar os efeitos em dietas
hipercaléricas, analisando a resposta da suplementacéao
perante a dieta.

Diversos estudos tem apontado o efeito da quitosana
em reduzir as concentracdes de colesterol total, triglice-
rideos, LDL e aumento do HDL. Neste estudo foi possivel
verificar que os valores de colesterol total e triglicerideos
foram significativamente diminuidos nos grupos com suple-
mentacéo de quitosana (CQ e HQ), e o HDL foi aumentado
no grupo CQ; no entanto, a suplementacdo com quitosana
nao foi capaz de aumentar a concentracao de HDL no gru-
po HQ. Da mesma forma, o LDL foi diminuido no grupo CQ,
mas nao obteve o mesmo efeito no grupo HQ, diferente do
que foi abordado em estudo™ que analisou os efeitos da
suplementacdo de quitosana em ratos diabéticos, sendo
observada uma reducdo dos niveis de colesterol total,
triglicerideos, LDL e aumento de HDL. Por sua vez, Anandan
R. et. al.®) avaliaram a resposta de ratos wistar jovens (2-3
meses de idade) e ratos idosos (20-25 meses de idade)
quanto a suplementacéao de 2% (m/m) de quitosana e per-
ceberam que ambos obtiveram boa resposta em relagédo a
diminuicao dos niveis de colesterol total, LDL e aumento do
HDL. Segundo estudo de Anraku M et al.,®a suplementagéo
de quitosana também foi capaz de reduzir os niveis de
colesterol total, triglicerideos, LDL e aumentar os niveis de
HDL em ratos hipertensos, utilizados como modelo de
sindrome metabélica, apo6s quatro semanas.

Para a diminuigdo dos parametros lipidicos, a quito-
sana pode atuar como uma resina de troca idnica, ligando-
se a anions hidrofébicos, como os acidos biliares no intes-
tino, formando micelas, fazendo com que haja diminui¢do
na sua reabsorc¢éao, sendo excretadas nas fezes, o que re-
sulta em uma diminuicdo na absorcdo do colesterol e
triglicerideos.!"®") Confirmando tal teoria, em estudos reali-
zados, verificou-se que ratos Wistar que receberam suple-
mentacdo de quitosana apresentaram uma absorcédo de
colesterol diminuida em relagéo ao grupo controle, sendo
que a excregdo de gorduras a partir das fezes foi significa-
tivamente maior.(101213)

Em relagédo a massa corporal dos animais, os mes-
mos apresentaram médias similares no inicio do experimen-
to. No entanto, no decorrer do experimento, apresentaram
diferencas em relacdo ao ganho de massa. Os grupos com
suplementagéo de quitosana (CQ e HQ), embora néo te-
nham obtido diferencas significativas, apresentaram um
menor ganho de massa corporal em relagéo aos seus con-
troles. Em sua pesquisa, Geremias R(""verificou que os ra-
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tos suplementados com 5% (m/m) de quitosana apresenta-
ram reducdo em sua massa corporal quando comparados
com o controle e hiperlipidico. Diferente de Cherem &
Bramorski('¥ que, em sua pesquisa, ndo observaram dife-
rencas na reducé@o da massa corporal de ratos suplemen-
tados com quitosana e os grupos controle. Entretanto,
Trautwein E, et al.("™® verificaram que hamsters que consu-
miram dietas com 8% (m/m) de quitosana tiveram sua mas-
sa corporal diminuida significativamente; no entanto, ao uti-
lizar suplementagédo de 4% (m/m) de quitosana, a diminui-
¢ao da massa corporal nao foi tédo efetiva.

Os ratos que receberam suplementagcdo com quito-
sana (CQ e HQ) aumentaram o seu consumo alimentar ao
serem comparados com seus controles. O mesmo pode ser
observado em estudo realizado por Cherem & Bramorski('
ao adicionar a dieta hipercalérica de ratos Wistar 5% (m/m)
de quitosana de duas diferentes marcas comerciais; os gru-
pos com suplementacgéo da fibra ingeriram uma maior quan-
tidade de ragé@o quando comparado a seus controles. Tam-
bém, em seus estudos, Gallaher CM e Azuma K, et al.(1%1®)
observaram maior ingestdo alimentar nos grupos com
suplementacdo de quitosana. Alguns estudos realizados
observaram diminuicdo de leptina em animais que recebe-
ram suplementacao com quitosana, indicando, desta forma,
que houve diminuigdo na acumulacgéo de lipidios, o que le-
vou a um aumento na ingestao alimentar.”-'7-'9)

Em relagdo a ingestao hidrica, os grupos C e CQ apre-
sentaram maior ingest&o, diferente dos grupos H e HQ, o
gue demonstra que a quitosana ndo atuou no aumento da
ingestéo hidrica, sendo caracteristico de cada tipo de dieta.
Da mesma forma, Geremias R e Azuma K, et al. relataram
em seus estudos que a ingestao hidrica ndo se mostrou al-
terada durante o periodo experimental com quitosana e suas
associagdes.("10

Quanto a avaliagéo da concentragéo de Lactobacillus
e Bifidobacterium verificou-se um aumento destas bacté-
rias nos grupos que receberam a suplementagdo com
quitosana, sendo que a quitosana, por ser uma fibra, apre-
senta as caracteristicas de um prebiético, ndo sendo
hidrolisada nem absorvida na parte superior do trato
gastrointestinal, sendo posteriormente fermentada por
Lactobacilos e Bifidobactérias.? No entanto, percebe-se
que o grupo HQ apresentou um aumento em relagéo a con-
centracéo destas bactérias, o que indica o potencial pre-
biético da quitosana que, ao ser administrada com a dieta
hipercalérica, que contém chocolate em sua composicéao,
apresentou um maior efeito na microbiota intestinal; de
acordo com diversos estudos realizados, o chocolate atua
como um prebiodtico devido aos flavonoides que possui (de-
rivados do cacau), levando a um aumento na concentra-
¢ao de Lactobacillus e Bifidobacterium.?"2 Em relacdo a
glicemia e ao teste de tolerancia a glicose, os grupos com
suplementacdo de quitosana apresentaram uma tendén-
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cia a diminuicdo destes parametros ao serem compara-
dos com seus controles. Assim como encontrado em estu-
do de Chang HP et al.,/” que analisaram o efeito da
suplementacao de quitosana em ratos diabéticos, embora
nao tenham obtido resultados significantes estatisticamen-
te, houve uma tendéncia a diminuicdo de glicose e resis-
téncia a glicose ap6s sete semanas de tratamento.

Ao se analisar a massa dos 6rgaos nao foram encon-
tradas diferencas significativas. No entanto, ao se analisa-
rem as gorduras omental, perigonadal (epididimal) e retro-
peritoneal (perirrenal), verificou-se uma diminuicdo da mas-
sa nos grupos que receberam suplementacgéo de quitosana.
Em seus estudos, Zhang J, et al. e Zhang H, et al.(??% ob-
servaram que ratos que receberam suplementacao de 5%
(m/m) de quitosana apresentaram uma menor massa
epididimal e perirrenal em relagéo aos grupos controle, de-
monstrando a agdo da quitosana em reduzir a capacidade
de armazenamento de gorduras.

CONCLUSAO

A acdo da quitosana em relagédo aos parametros
glicémicos foi positiva, a glicemia em jejum e o teste de to-
lerancia a glicose demonstraram que a quitosana apresen-
tou uma tendéncia a diminuicao da glicemia.

O efeito da quitosana em relagdo aos parametros
lipidicos apresentou-se eficaz, ao diminuir significativamente
as concentragdes de colesterol total e triglicerideos.

Houve uma manutencéo da massa corpérea dos ani-
mais que receberam a suplementagé@o com quitosana, nao
apresentando, entretanto, reducgéo significativa da massa
corpérea. Faz-se necessaria a realizacdo de estudos com
a administracdo de quitosana com dietas com restricao
calérica e com adicéo de atividades fisicas, para verificar
seu efeito. A quitosana também nesta dose e neste periodo
experimental ndo induziu ao aumento da saciedade, levan-
do a um aumento da ingestao alimentar dos animais que
receberam a suplementacéo.

Em relacdo a microbiota intestinal, a quitosana apre-
sentou um efeito benéfico como prebiético, aumentando as
concentragdes de bactérias probiéticas. O grupo hiper-
calérico com quitosana apresentou uma maior concentra-
¢ao destas bactérias, demonstrando a agcéo do cacau pro-
veniente do chocolate presente na dieta hipercalérica, o qual,
ao ser administrado com a quitosana, aumentou seu poten-
cial prebiético.

Abstract

Obesity has become frequent in developing countries, resulting in
cardiovascular problems and other metabolic diseases. Among the ways
to combat obesity is a healthy diet including mainly fibers. The objective
was to verify if there would be a reduction in the body mass of rats
supplemented with chitosan, decreasing the lipid and glycemic
parameters and check their effect on the intestinal microflora. 16 female
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and 16 male mice from the Wistar lineage were used, which were divided
into four groups (n = 4 males and n = 4 females), C, CQ, H, HQ. The
treatment lasted 71 days. There was a reduction in body mass of groups
treated with chitosan, but not statistically significant, however, food intake
in the groups treated with chitosan was higher compared to their controls,
the total cholesterol levels, triglycerides and glucose levels were reduced
in mice supplemented with chitosan. The analysis of intestinal microbiota
showed that the concentration of Lactobacillus and Bifidobacterium
although not statistically significant, showed an increase in the
concentration of these bacteria in mice supplemented with fiber.
According to the results obtained in the study, chitosan acts in the control
of body mass, especially by the action in metabolism of lipids, also
acts as a prebiotic, aiding in increasing the concentration of probiotics,
regulating the functions of the intestinal microbiota.

Keywords
Chitosan; Obesity; Intestinal microbiota; Lipid parameters
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Comunicacao Breve/Short Communication

Prevaléncia de soropositividade para toxoplasmose em
gestantes atendidas em um laboratério de municipio do litoral

do estado do Parana

Seropositivity prevalence of toxoplasmosis in pregnant women attended in a laboratory
of the Parana state coastal municipality

Erildo Vicente Muller’
Jéssica Driélli Torquett?

INTRODUCAO

Resumo

Objetivo: Este trabalho teve como objetivo descrever a prevaléncia de soropositividade em
gestantes. Métodos: Trata-se de um estudo epidemiolégico transversal. A amostra foi de
407 gestantes que realizaram exame de pré-natal em um laboratério de analises clinicas do
municipio de Paranagua, PR no primeiro semestre do ano de 2013. Foram avaliados os
resultados sorolégicos para toxoplasmose IgG e IgM. As varidveis socioecondmicas estuda-
das foram: idade e escolaridade. Verificou-se também o trimestre gestacional de realizagéo
do exame. Os resultados foram descritos por meio de estatistica descritiva. Resultados:
Das gestantes avaliadas 35,3% apresentaram-se imunes a toxoplasmose, enquanto que
62,9% delas ndo apresentaram imunidade. Identificou-se também que 42,7% das gestantes
realizaram os primeiros exames do pré-natal no segundo trimestre gestacional, sendo a
média de idade de 35 anos e com ensino médio completo (36,1%); 44,5% das gestantes
com 35 anos ou mais apresentavam imunidade. Conclusao: Ressalta-se a importancia da
realizagao de testes sorolégicos para toxoplasmose em mulheres com idade fértil e gestan-
tes. E confirma-se a prerrogativa de que o avango da idade em mulheres pode ser um fator
protetor quando se fala de toxoplasmose congénita.

Palavras-chave
Prevaléncia; Gestantes; Toxoplasmose

dos taquizoitos (forma intracelular do parasita) no cérebro.
Nos bebés infectados congenitamente, a perda gradativa

A toxoplasmose é uma doenga que tem como agen-
te etiolégico um protozoario, o Toxoplasma gondii (T.
gondii), cuja descoberta é atribuida a Splendore, em
1908, em coelhos de laboratério em Sao Paulo e, tam-
bém, a Nicolle e Manceaux, no mesmo ano, na Tunisia,
em um roedor."

E uma infeccao notavelmente bem sucedida, aco-
mete cerca de 1/3 da populagdo mundial e aproximada-
mente 75% da populacgéo brasileira. Seus sintomas sao
autolimitados em pessoas saudaveis, porém, em indivi-
duos imunocomprometidos ou no feto, pode causar da-
nos irreparaveis e risco de morte.(??

Em pacientes imunossuprimidos, a principal conse-
quéncia da toxoplasmose é a encefalite fatal, que ocorre
devido a uma reacéo inflamatoéria causada pela presenca

da audicdo e da visdo sdo inevitaveis, podendo iniciar-se
meses ou anos ap6s o nascimento, gerando custos altos
ao sistema de saude. Incontestavelmente, esses agravos
representam hoje um importante dreno dos recursos da sau-
de publica em todo o mundo.®

O homem se infecta pelo T. gondii ingerindo seus
oocistos que podem estar presentes nas fezes dos felinos
(hospedeiros definitivos), nos alimentos crus, bebidas e
aguas contaminadas. Como o parasita ndo completa seu
ciclo de vida no intestino humano, este ultimo representa
o hospedeiro intermediario dessa espécie.®

Com ainfecgéo, a resposta imune é desencadeada,
e, para isso, células como os macro6fagos e os linfocitos
sdo recrutadas; além disso, outras reagdes anti-
parasitarias sao induzidas, promovendo a ativacédo de
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células serial killer, mas muitas vezes essa reagédo nao é
suficiente para impedir o agravamento da patologia, sen-
do necessaria a utilizacdo de drogas especificas.®

Passada a fase aguda da doencga, muitas vezes sem
sintoma algum, o individuo adquire imunidade, muito im-
portante no caso das mulheres, que, uma vez imunes, nao
contaminam seus fetos em uma futura gestacéo e nao ad-
quirem a patologia ao longo da gravidez. Assim, a trans-
missao vertical ocorre na primo gestag¢éao (quando a méae
ainda nao possui imunidade) e tende a ser menor quan-
do a mulher contrai a doenca no primeiro trimestre de ges-
tacéo.

Sabe-se que a taxa de transmisséo ao feto durante
a primo infecgéo é de 25%, 54% e 65% no primeiro, se-
gundo e terceiro trimestres, respectivamente. O diagnés-
tico da infecgcédo e/ou imunidade materna é feito por meio
do perfil sorolégico, que exige testes de IgG e IgM.™

O marcador sorolégico mais utilizado é o anticorpo
antitoxoplasma da classe IgM, uma imunoglobulina com
estrutura pentamétrica que esta presente na fase aguda
da doenca. Porém, muitos protocolos ja determinam que,
além da dosagem de IgM, sejam realizadas também do-
sagens de avidez a IgG, uma imunoglobulina que repre-
senta imunidade e tem a capacidade de ultrapassar a bar-
reira placentaria, configurando imunidade também ao feto.
A dosagem dessa ultima passou a ser exigida a fim de
minimizar a ocorréncia de falsos positivos, como aconte-
ce quando se dosa apenas IgM.?

As recomendacdes para a triagem da doenca dife-
rem de acordo com o pais ou regido porque a distribui-
cdo geografica do patégeno é variavel e o orgcamento da
rede publica também; porém, para as gestantes, é im-
prescindivel que sejam realizados testes sorol6gicos men-
salmente ou trimestralmente, a fim de se verificar a
soroconversao, evitando-se assim a transmissao vertical
e futuros prejuizos a salide do feto; além disso, a deteccao
precoce significa menores custos com a medicacao pa-
rasitaria, que é relativamente onerosa.®

Assim, o objetivo deste estudo foi verificar o per-
fil epidemiolégico para toxoplasmose em gestantes,
identificando infecgdes pregressas ou agudas em tal
populacéo e a faixa etaria média das gestantes soropo-
sitivas.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo epidemiol6gico com deline-
amento do tipo transversal. Utilizou-se uma amostra de
conveniéncia de 407 gestantes que realizaram exame de
pré-natal em um laboratério de andlises clinicas do muni-
cipio de Paranagua no primeiro semestre do ano de 2013.
Os soros foram testados para toxoplasmose IgG e
toxoplasmose IgM pelo método CMIA (Imunoensaio de

RBAC. 2017;49(2):176-80

Microparticulas por Quimioluminescéncia) com tecnologia
Architec- Abbot. Considerou-se IgG reagente quando a
concentracao foi superior a 3UI/mL e ndo reagente quan-
do a dosagem de anticorpos foi inferior a 1,6Ul/mL. A
dosagem de IgM foi considerada reagente para resulta-
dos superiores a 0.60 e ndo reagente quando inferior a
0.50. Valores situados entre 1,6Ul/mL e 3,0Ul/mL para IgG
e entre 0.50 e 0.60 para IgM foram considerados
inconclusivos (segundo Manual do Fabricante - Abbot
Laboratérios do Brasil Ltda - Architec Toxo IgG e Architec
Toxo IgM. Junho, 2008).

As mulheres envolvidas no estudo foram considera-
das soropositivas para toxoplasmose quando apresen-
taram IgG reagente, com resultado negativo para IgM.
Quando apresentaram IgG e IgM néao reagente, foram
consideradas susceptiveis a infecgédo, e quando apresen-
taram IgM reagente com IgG néo reagente foram consi-
deradas em fase aguda da doenca.

Neste estudo, quando as pacientes apresentaram
IgG e IgM reagente nao foi possivel diferenciar infec-
¢do aguda e cronica, por isso estas foram excluidas
do estudo. As variaveis socioecondmicas estudadas
foram idade e escolaridade, por serem esses dados
disponiveis nos mapas de trabalho, sendo também ve-
rificado o trimestre gestacional de realizagdo do exa-
me. Os resultados foram descritos por meio de estatis-
tica descritiva.

RESULTADOS

Verificaram-se os resultados de exames sorolégicos
para toxoplasmose em 407 gestantes com idade média
de 30 anos (+ 15 anos); destas, 70% eram oriundas de
planos de saude e 30% realizaram o exame pelo sistema
de pagamento particular.

Analisando-se os resultados sorolégicos, observou-
se que a prevaléncia de infeccéo ativa foi de 1,7% (n=07);
62,9% (n=256) ndao demonstraram infecgdo aguda ou
pregressa e 35,3% (n=144) apresentaram imunidade para
ainfecgéo.

Em relacdo ao trimestre gestacional em que se en-
contravam no momento da realizagcdo do exame, obser-
vou-se que 143 gestantes (35,3%) realizaram os exames
no primeiro trimestre gestacional, 175 mulheres (42,7%)
realizaram os exames no segundo trimestre e 89 (22%)
realizaram os exames no terceiro trimestre.

Em relacdo a escolaridade, verificou-se que a mai-
oria delas, 36,1% (n=66), completou o segundo grau. Os
dados dessa variavel sdo apresentados na Figura 1.

Em relagcédo a idade média das gestantes soropo-
sitivas, no atual estudo detectou-se uma prevaléncia de
imunidade nas pacientes com idade acima de 35 anos,
como mostra a Figura 2.
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Figura 1. Distribuicdo das gestantes sopositivas para toxoplasmose, de acordo com a escolaridade.
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Figura 2. Distribuicdo percentual por faixa etdria das gestantes sopositivas para toxoplasmose.

DISCUSSAO

A toxoplasmose se apresenta como uma infeccéo de
ampla distribuicdo geografica e a transmiss@o congénita
pode ocorrer quando a mulher adquire a primo infecgao
durante o periodo gestacional, acarretando varias compli-
cacdes ao feto; assim sendo, o diagnoéstico precoce é de
grande importancia. Como 90% dos casos sdo assinto-
maticos ou oligossintomaticos, os métodos sorolégicos sédo
os mais comumente usados no diagnéstico para gestantes
e mulheres em idade fértil; além disso, é de extrema impor-
tancia que os marcadores sorolégicos diferenciem infeccédo
latente de recente. Atriagem sorolégica deve compreender
a pesquisa de anticorpos IgG e IgM contra Toxoplasma
gondii para que se possa diferenciar infeccdo aguda ou
pregressa.®10

Os anticorpos do tipo IgM séo utilizados para verificar
a presenca de infecgdo recente enquanto que a detecgao
de IgG indica infeccao pregressa. No diagnostico sorolégico,
as imunoglobulinas da classe IgM, especificos, sado geral-
mente os primeiros anticorpos a serem detectados. Ja os
anticorpos IgG aparecem mais tarde, elevam-se bastante
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durante a fase aguda e, depois, diminuem gradualmente até
titulos baixos, que persistem, na maioria dos casos, ao lon-
go da vida do individuo.""

Apesar da deteccdo de anticorpos IgM especificos
ser o teste mais utilizado para o diagnéstico da infecgéo
aguda, estes podem permanecer detectaveis por um lon-
go periodo; assim, é indispensavel o pareamento de re-
sultados sorolégicos IgM e IgG para confirmar a doenca
aguda.(™?

Sabe-se a importancia do diagnéstico precoce des-
ta infeccdo, uma vez que a transmissao vertical resulta em
ma formacao fetal e sequelas. Reis et al.,("® em estudo re-
alizado no municipio de Porto Alegre, RS, afirmaram que
os riscos de transmissdo materno-fetal e de gravidade das
sequelas estdo intimamente relacionados com a idade
gestacional em que a soroconversdo materna ocorre.

No presente trabalho, foi avaliado o periodo gesta-
cional em que se encontrava a paciente no momento da
realizacao dos primeiros exames do pré-natal, e verificou-
se que os resultados da presente pesquisa sdo semelhan-
tes aqueles observados por Pessanha et al.("¥'no Rio de
Janeiro.
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Prevaléncia de soropositividade para toxoplasmose em gestantes atendidas em um laboratério de

municipio do litoral do estado do Parand, 2013

Na presente pesquisa né@o foi observada correlagéo
entre o grau de escolaridade das gestantes e a prevaléncia
de soropositividade para toxoplasmose.

Em relagdo a soropositividade, contrariando dados na-
cionais que mostram uma soropositividade aproximada de
60% para as mulheres em idade fértil ("5 o presente traba-
Ilho encontrou apenas 35,3% de gestantes soropositivas,
62,9% delas nunca haviam sido infectadas e 1,7% estava
em processo agudo da infec¢do, corroborando com os re-
sultados da pesquisa de Detanico e Basso,'” onde os au-
tores descrevem uma prevaléncia de apenas 36,8% das
gestantes soropositivas para toxoplasmose em mulheres
com idade fértil em Caxias do Sul, RS. Os resultados da
pesquisa destes autores mostram a susceptibilidade deste
grupo em contrair a infecgao durante o periodo gestacional,
e, apesar dos grupos avaliados serem diferentes, porque
um grupo esta gestando e outro esta apto a gestar, refletem
uma mesma populacao com alto percentual de individuos
susceptiveis a contrair toxoplasmose. Porém, Reis et al.,(™®
em estudo realizado em um hospital publico de Porto Ale-
gre, verificaram percentuais semelhantes aqueles descritos
em estatisticas nacionais. Os autores verificaram uma
soropositividade de 58% das gestantes estudadas, 38%
delas ndo apresentaram infecgéo pregressa e 0,18% apre-
sentaram infeccdo aguda.

Apesar do baixo nimero de gestantes soropositivas,
observou-se no presente trabalho maior percentual de
soropositividade em mulheres com idade superior a 25 anos.
Das 144 gestantes imunes, 44,5% (n=64) possuiam mais
de 35 anos, 41,6% (n=60) possuiam entre 25 e 35 anos e
apenas 13,9% (n=20) possuiam menos de 25 anos. Estes
dados sugerem que um tempo de exposigdo maior (devido
a idade) pode contribuir para que a primo infeccao ocorra
antes da gestacéo, evitando a infecg@o congénita e futuras
complicagdes ao feto. Tal achado é corroborado com os
resultados de Detanico e Basso,'” que encontraram uma
maior prevaléncia de soropositividade em mulheres com
idade entre 37-49 anos. Segundo Costa Junior e Monteiro ("
a soropositividade nessa faixa etaria pode ser explicada
em parte pela maior exposicao a fatores ambientais e pos-
sibilidade de serem infectadas. Ambas as pesquisas mos-
tram que a idade é um fator protetor para as gestantes e
seus fetos, visto que um tempo maior de exposicao possi-
bilita que as pacientes se infectem pelo T.gondii e desen-
volvam imunidade, e, na maioria das vezes, esse processo
ocorre sem complicagdes e com poucos sintomas; por isso,
a maior importancia clinica esta na transmisséo placentaria
com infeccédo fetal.

CONCLUSAO

Conclui-se por meio desse estudo que a maioria das
gestantes envolvidas que participaram do estudo eram sus-
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ceptiveis a contrair a infecgédo durante a gestacéo. Assim, é
importante ressaltar aimportancia de gestantes realizarem
periodicamente testes sorol6gicos para toxoplasmose, a fim
de se obter um diagnéstico precoce, evitando complicagées
a ela e ao feto. E essencial também que as mulheres em
idade fértil realizem testes sorolégicos para toxoplasmose,
pois a auséncia de imunidade para a infeccao determinara
um maior e mais especifico monitoramento desta paciente
em relagdo a infecgéo.

Abstract

Objective: This study aimed to describe the prevalence of seropositivity
in pregnant women. Methods: Cross-sectional epidemiological study.
The sample studied was composed of 407 pregnant women who had
received prenatal care in a laboratory of clinical analyzes in the
municipality of Paranagud, PR in the first semester of 2013. Serological
results for toxoplasmosis IgG and IgM were evaluated. Socioeconomic
variables were: age and education. The gestational age was also checked.
Results: The gestational age was also checked. The results were
described using descriptive statistics. 35.3% of the pregnant women
showed themselves immune to toxoplasmosis, while 62.9% of them had
no immunity. The study identified that 42.7 % of pregnant women received
prenatal care in the second trimester; the mean age was 35 years and
high school graduates (36.1%); 44.5 % of pregnant women with 35 years
old or more had immunity. Conclusion: The importance of serological
tests for toxoplasmosis in women of childbearing age and pregnant women
is noteworthy. And it was confirmed that the advantage of advancing age
in women may be a protective factor when speaking of congenital
toxoplasmosis.
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Prevalence; Pregnant women; Toxoplasmosis
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Analise da temperatura, do tempo e da relagao sangue/
anticoagulante no hemograma
Analysis of temperature, time and blood/anticoagulant ratio in the complete blood count
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INTRODUCAO

O hemograma é o mais frequente exame laboratorial

Resumo

Objetivo: Verificar o impacto da fase pré-analitica na avaliagéo quantitativa do hemograma,
no dia-a-dia do laboratério clinico, como: a temperatura de armazenamento e o efeito do
anticoagulante de acordo com o tempo de estocagem apés coleta. Métodos: Foram coletadas
60 amostras bioldgicas de sangue venoso, sendo distribuidas em dois tubos de EDTA K2
respeitando a relagédo sangue/anticoagulante e dois tubos com alteragéo nesta relagéo.
Estas amostras foram armazenadas de diferentes formas: em temperatura ambiente (25°C)
e em temperatura de 4°C. Posteriormente, as amostras foram analisadas em contador
hematolégico, em diferentes tempos de estocagem 2, 5, 12 e 24 horas apds a coleta.
Resultados: Verificou-se que, durante as 24 horas de estocagem, a maioria dos parametros
nao apresentou alteragéo significativa, com excegéo do percentual de células médias. Além
disso, observou-se que as amostras armazenadas sob refrigeracéao apresentam valores
mais estaveis, com excegéao de alguns parametros, como: percentual de granulécitos, VPM
e PDW, que apresentaram oscilagdes quando armazenados a 4°C, principalmente para as
amostras com alteragao da relagédo sangue/anticoagulante. Conclusao: O presente estudo
demonstrou que os fatores pré-analiticos podem afetar a variabilidade dos parametros quan-
titativos do hemograma, devendo-se respeitar a correta relagdo sangue/anticoagulante e
evitar o processamento da amostra apds longos periodos de estocagem.

Palavras-chave
Contagem de células sanguineas; Hemograma; Preservagdo

por um periodo de tempo definido, dentro de limites especi-
ficos, quando armazenada em condi¢des definidas.®
Porém, na pratica laboratorial existem algumas situa-

solicitado atualmente na pratica clinica,” sendo decisivo
para o diagnéstico, acompanhamento e tratamento de di-
versos disturbios hematolégicos; contanto que, a qualidade
durante todo o processo do teste seja garantida.® Desta
forma, é necessario que os resultados hematol6gicos se-
jam exatos e precisos para assegurar a interpretacao dos
resultados no momento da decisédo clinica pelo médico.®

Porém, muitos fatores pré-analiticos podem afetar a
variabilidade dos resultados laboratoriais, como: a estabili-
dade da amostra (temperatura de armazenamento e o tem-
po de estocagem) e os efeitos dos anticoagulantes.®

A estabilidade da amostra biol6gica pode ser defini-
da como a capacidade da manutencgéo do resultado inicial,

¢des que promovem atraso no processamento do hemo-
grama, contribuindo para modificagdes na estabilidade da
amostra, como: as amostras de sangue enviadas para la-
boratérios de referéncia distantes do local da coleta, a ana-
lise ndo realizada por algum problema técnico ou a solicita-
¢do de uma nova amostra necessaria para verificar o resul-
tado do teste.®

Como frequentemente os laboratérios recebem amos-
tras armazenadas em temperatura ambiente e com um ex-
pressivo intervalo de tempo apo6s a coleta, isto pode repre-
sentar erro pré-analitico bastante comum,® pois quando as
amostras chegam com atraso significativo e em péssimas
condi¢des de armazenamento, os valores obtidos podem
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estar errados, comprometendo a confiabilidade, preciséo e
exatidao do resultado hematolégico.®

Com relagéo aos efeitos do anticoagulante, o EDTA K2
(acido etilenodiamino tetra-acético dipotassico) é recomenda-
do como o anticoagulante de escolha para coleta das amos-
tras na realizagdo do hemograma.” Quando esta presente
na concentracdo de 1,5 a 2,2 mg/mL de sangue, ndo apre-
senta efeito expressivo sobre os parametros do hemograma.®

Porém, quando a quantidade de sangue colocada no
tubo de EDTA néo é respeitada e/ou quando o tempo de
estocagem da amostra biolégica torna-se prolongado po-
dem produzir alteragées significativas nos resultados; des-
ta forma, torna-se necessario o minimo de cuidado com a
relagdo sangue/anticoagulante.®7°)

Portanto, o objetivo do presente estudo é verificar o
impacto da fase pré-analitica na avaliagcdo quantitativa do
hemograma, como: a temperatura de armazenamento e o
efeito do anticoagulante de acordo com o tempo de
estocagem apos coleta.

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas sessenta amostras biologicas de san-
gue venoso de individuos ed ambos os sexos, com idade
superior a 18 anos, sendo excluidos do estudo fumantes,
individuos com doenca infecciosa, inflamatoéria ou clinica
para qualquer patologia, uso de qualquer medicamento que
pudesse alterar os resultados hematol6gicos e exercicio fi-
sico realizado antes da coleta de sangue.

As amostras foram coletadas conforme procedimento
padrao, com agulha e seringa estéreis. O sangue total cole-
tado foi distribuido em quatro tubos com anticoagulante EDTA
K2, sendo que dois tubos respeitavam a correta relagéo san-
gue/anticoagulante, com ainsergéo de 2 mL de sangue em
cada tubo, e dois tubos apresentavam alteracéo da propor-
¢éo sangue/anticoagulante, com ainclus@o de 1 mL de san-
gue em cada tubo. Estas amostras foram armazenadas de
diferentes formas: em temperatura ambiente (25°C) e em
temperatura de 4°C.

Por conseguinte, as amostras foram divididas em qua-
tro grupos para analise: 1) Temperatura Ambiente, 2) Tem-
peratura Ambiente com Alteragéo Sangue/Anticoagulante,
3) Refrigerado a 4°C e 4) Refrigerado a 4°C com Alteracao
Sangue/Anticoagulante.

Posteriormente, as amostras foram analisadas em con-
tador hematol6gico Hemacounter 60-RT 7600® (Hemogram,
Brasil) em diferentes tempos de estocagem 2, 5, 12 e 24
horas apés a coleta. Os parametros hematol6gicos anali-
sados foram: i) Eritrograma: contagem de eritrécitos,
hemoglobina, hematécrito, Volume Corpuscular Médio
(VCM), Hemoglobina Corpuscular Média (HCM), Concen-
tragdo Hemoglobinica Corpuscular Média (CHCM) e Ampli-
tude de Distribuicao Eritrocitaria (Red Cell Distribution
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Width - RDW); ii) Leucograma: contagem de leucécitos to-
tais e a porcentagem de trés subpopulacgdes - linfocito, cé-
lulas de tamanho médio (incluindo monécitos, baséfilos e
eosinoéfilos) e granulécitos e iii) Plaquetograma: contagem
de plaquetas, Volume Médio de Plaquetas (VPM) e Ampli-
tude de Distribuicdo Plaquetaria (Platelets Distribution
Width - PDW).

Na andlise estatistica foi realizado o teste de Shapiro-
Wilk para verificar a normalidade dos dados. Todos os
parametros demonstraram distribuicdo normal. Portanto, os
resultados foram apresentados como média e, para com-
paracgéo entre as médias dos parametros hematolégicos de
acordo com os tempos 2, 5, 12 e 24 horas apoés a coleta,
para os quatro grupos do estudo, foi utilizada a analise de
variancia (ANOVA) seguida do pés-teste de Tukey. Em to-
das as analises, o nivel de significancia foi pré-fixado em
dep<0,05.0s dados foram analisados pelo programa esta-
tistico SPSS 17® (Chicago, EUA).

Etica

Os voluntéarios que permitiram a utilizacdo das amos-
tras biol6gicas para realizacdo desta pesquisa foram devi-
damente informados sobre os métodos e objetivos deste
estudo e, apds concordarem, assinaram um termo de con-
sentimento livre e esclarecido. Este estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual de
Ponta Grossa (UEPG), parecer N° 1.339.496. Esta pesquisa
foirealizada em conformidade com a Declaracédo de Helsinki.

RESULTADOS

Os parametros analisados no eritrograma estéo repre-
sentados na Figura 1. A média da contagem de eritrécitos
apresentou um perfil de oscilagdo semelhante para a maio-
ria das amostras. Os valores médios permaneceram homo-
géneos para ambas as formas de armazenamento (tempe-
ratura ambiente e refrigerado a 4°C); assim como, para re-
lagdo sangue/anticoagulante, com alteragdées minimas de
4,89 a 4,98 milhdes de eritrécitos/uL apos 24 horas de
estocagem (Figura 1 - A).

Com relagdo as médias da dosagem de hemo-
globina, as amostras armazenadas em temperatura ambi-
ente com alteracéo na relagé@o sangue/anticoagulante apre-
sentaram um aumento progressivo minimo durante as 24
horas (0,24 g/dL), enquanto que as demais amostras mos-
traram oscilagdes entre as médias de hemoglobina com
relacdo aos tempos de estocagem; porém, mantiveram
seus valores médios homogéneos, com variacgdes inferio-
res a 0,14 g/dL durante as 24 horas (Figura 1 - B).

Na analise do hematécrito verificou-se que, durante as
24 horas de estocagem, as amostras armazenadas em tem-
peratura ambiente sem e com alteracao narelagéo sangue/
anticoagulante demostraram aumento do valor médio dos
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resultados de 0,98% e 1,25%, respectivamente, enquanto
que as amostras refrigeradas a 4°C, independente da rela-
¢ao sangue/anticoagulante, ndo demonstraram grandes os-
cilagdes nos resultados (Figura 1 - C).

Para a analise do VCM observaram-se dois perfis, o
primeiro representado pelas amostras armazenadas em
temperatura ambiente e o segundo, representado pelas
amostras refrigeradas a 4°C, independente da relacao san-
gue/anticoagulante. O primeiro perfil, em até 24 horas ap6s
a coleta, apresentou um aumento do valor médio dos resul-
tados de 1,37 fL e 1,60 fL para as amostras sem e com
alteracdo narelagao sangue/anticoagulante, respectivamen-
te. O segundo perfil ndo obteve grandes oscilagcdes nos re-
sultados em até 24 horas apo6s a coleta (Figura 1 - D).

Nos resultados do HCM observou-se que a amostra
armazenada em temperatura ambiente com alteragcéo nare-
lagcdo sangue/anticoagulante apresentou uma elevagao apés
5 horas e decréscimo em até 12 horas; porém, estas osci-
lacdes foram infimas, enquanto que as outras amostras apre-
sentaram um perfil de oscilagdo semelhante as das médi-
as. Contudo, as amostras mantiveram seus valores médios
homogéneos para as diferentes formas de armazenamento,
independente da relagdo sangue/anticoagulante, com dife-

rencas menores que 0,24 pg, durante as 24 horas de
estocagem (Figura 1 - E).

Nos valores de CHCM observou-se, apés 24 horas de
estocagem, queda das médias de 0,61% e 0,47% para os
dois grupos de amostras armazenadas em temperatura ambi-
ente sem e com alteragédo da relagéo sangue/anticoagulante,
respectivamente. As amostras refrigeradas, independente da
relacdo sangue/anticoagulante, mantiveram o mesmo perfil,
com aumento ap6s 5 horas, uma pequena queda em 12 horas
e aumento em 24 horas; porém, estas oscilacdes foram infi-
mas e os valores médios de CHCM permaneceram homogé-
neos durante as 24 horas de estocagem (Figura 1 - F).

Para as médias analisadas para o RDW, as amostras
armazenadas em temperatura ambiente apresentaram um
aumento gradativo infimo de 0,30 durante as 24 horas ap6s
a coleta; ja as amostras refrigeradas nao apresentaram uma
variagao nos valores e se mantiveram préximas a 12,85 (Fi-
gura1-G).

No entanto, apesar das oscilagées de médias obser-
vadas em todos os parametros do eritrograma analisados,
nao houve diferenca estatistica para ambas as temperatu-
ras de armazenamento e diferentes relacées sangue/
anticoagulante de acordo com o tempo de estocagem.
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Figura 1. Perfil médio dos pardmetros do eritrograma conforme a relagcdo sangue/anticoagulante, temperatura e tempo de estocagem. VCM, Volume
Corpuscular Médio; HCM, Hemoglobina Corpuscular Média; CHCM, Concentracdo Hemoglobinica Corpuscular média; RDW, Amplitude de Distribuigédo

das Hemaécias.

Os resultados do leucograma estéo representados
na Figura 2. Analisando os leucécitos totais observa-se que
as amostras armazenadas em temperatura ambiente com
alteracdo da relagdo sangue/anticoagulante apresentam
maior variacao que as demais amostras. Porém, exibiram
uma variacao das médias menor que 400 células/pL du-
rante as 24 horas de armazenamento. As demais amos-
tras mantiveram um perfil semelhante, com valores médi-
os homogéneos entre 6.500 e 6.700 leucocitos/pL durante
as 24 horas de armazenamento. Desta forma, nao foi ob-
servada diferenca estatistica para contagem de leucécitos
totais (Figura 2 - A).

Os linfocitos apresentaram uma queda em cinco ho-
ras de 0,95% (34,57% para 33,62%) e um aumento em 24
horas de 1,49% (33,47% para 34,96%) para as amostras
armazenadas em temperatura ambiente sem alteracédo da
relacdo sangue/anticoagulante. Para as demais amostras,
observou-se uma oscilagdo das médias durante as 24 ho-
ras; porém, nao houve uma variagdo de média superior a
0,5 do percentual de linfécitos.

Apesar das oscilagdes observadas, nao houve dife-
renca estatistica para este parametro do leucograma (Figu-
ra2-B).

Com relagéo ao percentual das células de tamanho
médio (incluindo monécitos, basoéfilos e eosinéfilos), os va-
lores médios das amostras em temperatura ambiente sem
ou com alteracao da relagdo sangue/anticoagulante apre-
sentaram aumento significativo de 8,34% para 11,00%
(p=0,008) e 8,89% para 11,81% (p=0,022), respectivamen-
te. Porém, as amostras armazenadas refrigeradas a 4°C
com alteracédo da relacdo sangue/anticoagulante, demos-
traram uma diminuigéo significativa das médias de 11,61%
em duas horas para 8,71% em 24 horas (p=0,029), enquan-
to que as armazenadas também a 4°C, sem alteracédo da
relagédo sangue/anticoagulante, permaneceram com valores
médios homogéneos durante as 24 horas apo6s a coleta (Fi-
gura2-C).

Nos valores médios para o percentual de granulécitos,
todas as amostras mantiveram infima variacdo em até 12
horas ap6s a coleta. Porém, em 24 horas as amostras refri-
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geradas com alteragéo da relagdo sangue/anticoagulante
tiveram um aumento de 2,67% (54,86% para 57,53%), en-
guanto que as demais amostras apresentaram uma queda
das médias: em temperatura ambiente, sem alteracédo da
relacdo sangue/anticoagulante, de 14,02% (57,66 para
43,64); em temperatura ambiente, com alteracéo da rela-
¢éo sangue/anticoagulante, de 12,89% (56,82 para 43,93)
e refrigeradas a 4°C, sem alteracdo da relagdo sangue/
anticoagulante, de 4,67% (56,03% para 52,36%). Porém,
nao houve diferenca estatistica para o percentual de granu-
l6citos (Figura 2 - D).

Os resultados do plaquetograma estéo representa-
dos na Figura 3. Amédia da contagem de plaquetas apre-
sentou aumento apds 24 horas para todas as amostras,
com alteragao mais evidente de 216.000/mm? em duas ho-
ras para 240.000/mm? em 24 horas para as amostras ar-
mazenadas em temperatura ambiente com correta relagcao
sangue/anticoagulante; porém, os valores médios perma-
neceram homogéneos para todas as amostras analisadas
(Figura 3 -A).

A média dos resultados de VPM para as amostras
refrigeradas a 4°C com alteragdo sangue/anticoagulante
apresentou oscilagées mais evidentes com diminuigado de
0,5fL em cinco horas e aumento progressivo de 0,88 fL em
24 horas de estocagem, enquanto que as demais amostras
ndo apresentaram grandes variagées, mantendo seus valo-
res médios homogéneos em 24 horas apo6s a coleta (Figu-
ra3-B).

A média dos valores de PDW acompanharam o mes-
mo perfil do VPM para as amostras refrigeradas a 4°C e
com alteragcéo sangue/anticoagulante, observando-se que-
da no tempo de cinco horas de 0,80, em seguida aumento
progressivo de 1,52 em 24 horas de estocagem. Entretan-
to, as demais amostras n@o apresentaram ampla alteracéo
nos resultados (Figura 3 - C).

Embora tenham se observado variagdes entre as
diferentes formas, temperaturas e tempo de arma-
zenamento de armazenamento, ndo foram encontradas
diferencas significativas para os parametros analisa-
dos.

RBAC. 2017;49(2):181-8



Analise da temperatura, do tempo e da relagao sangue/anticoagulante no hemograma

—+—Temperatura Ambiente
Temperatura Ambiente Alteragdo Sangue/Anticoagulante
—+—Refrigerado a 4°C
—Refrigerado a 4°C Alteragdo Sangue/Anticooagulante
7000 A 35.50
o B
E 6200 35.00
3 ®
34.50
8 6600 S 8
P 34.00
& 6400 3 :
o Z 33.50
-
g 6200 33.00
>
& 6000 32.50
2HORAS  5HORAS 12HORAS 24 HORAS
- - - - 2HORAS 5HORAS  12HORAS 24 HORAS
14.00 ¢ 70.00 o
® 12, .
> 12.00 , « 60.00 - . ——
< 10.00 @ 50,00 T
-El 8.00 40.00 e
= 3
g 2 5 30.00
5 400 Z 20.00
-4
g 20 © 10.00
0.00 0.00
2HORAS  SHORAS  12HORAS 24 HORAS 2 HORAS 5HORAS  12HORAS 24 HORAS

Figura 2. Perfil médio dos pardmetros do leucograma, conforme a relacdo sangue/anticoagulante, temperatura e tempo de estocagem.
*diferenca estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 3. Perfil médio dos pardmetros do plaquetograma, conforme a relagdo sangue/anticoagulante, temperatura e tempo de estocagem.
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DISCUSSAO

No presente estudo observaram-se oscilagdes nos
valores de média para os parametros analisados do eritro-
grama, leucograma e plaquetograma, principalmente para
as amostras armazenadas em temperatura ambiente, as-
sim como para as amostras com alteragéo da relagdo san-
gue/anticoagulante, independente da forma de arma-
zenamento.

Os resultados encontrados concordam com informa-
¢des prévias, mostrando que as amostras armazenadas a
4°C apresentam menores oscilagdes em comparagao com
as armazenadas a temperatura ambiente.(?®

Entretanto, na maioria dos parametros analisados, as
alteracdes nao foram estatisticamente significativas, suge-
rindo que as pequenas oscilagcdes encontradas podem ter
ocorrido devido a variabilidade do equipamento hemato-
l6gico.(1

Com relagéo os parametros analisados no eritrograma,
a contagem de eritrécitos e a dosagem de hemoglobina
mantiveram-se estaveis durante as 24 horas de estocagem,
condizendo com um estudo anterior desenvolvido por
Dalanhol et al.,"" que também nao encontraram diferenca
estatistica no periodo de 72 horas ap6s a coleta, enquanto
que o hematocrito e 0 VCM apresentaram aumento nos re-
sultados das amostras armazenadas em temperatura am-
biente, independente da alteragéo sangue/anticoagulante.
Esse aumento pode ser explicado devido ao inchago dos
eritrécitos quando as amostras sdo armazenadas em tem-
peratura ambiente, ap6s um periodo de 12 horas, levando a
um aumento do VCM e, consequentemente, do hema-
tocrito.®"™ Porém, quando estas amostras sdo armazena-
das sob refrigeracdo a 4°C estes parametros apresentam
uma estabilidade aceitavel " estando de acordo com os
resultados obtidos pelo presente estudo, que nédo apresen-
taram grandes oscilagdes para as amostras refrigeradas.

Assim como a contagem de eritrcitos e a dosagem
de hemoglobina, os valores de HCM apresentaram-se es-
taveis durante as 24 horas ap6s a coleta. Segundo o estudo
desenvolvido por Baca et al.,® que analisou o efeito do tem-
po de estocagem em temperatura ambiente durante quatro
dias, o HCM se manteve estavel durante toda a duracéo do
estudo, ao contrario do CHCM, que comecgou a apresentar
queda dos resultados depois do primeiro dia apos a coleta
de sangue venoso. Assim como, no presente estudo, onde
os valores de CHCM apresentaram uma queda, entretanto
inferior a 1%, nos resultados das amostras armazenadas
em temperatura ambiente com e sem alteragdo da relagéo
sangue/anticoagulante ap6s 24 horas de estocagem, esta
queda ocorreu devido ao longo periodo de estocagem,'
enquanto que, para a média dos valores de RDW, as amos-
tras armazenadas em temperatura ambiente com e sem al-
teracéo darelagdo sangue/anticoagulante apresentaram um
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aumento infimo durante as 24 horas apés a coleta. Entre-
tanto, no estudo realizado por Dalanhol et al.,'"" as amos-
tras armazenadas em temperatura ambiente apresentaram
aumento significativo apds as 12 horas de estocagem.

No que diz respeito ao efeito do anticoagulante, EDTA
K2 é recomendado como o anticoagulante de escolha;®
porém, quando a relagdo sangue/anticoagulante nao é res-
peitada, pode produzir alteragdes, principalmente morfolo-
gicas, das células sanguineas, pois excesso de EDTA induz
a modificagées da membrana celular.®

Ao ser adicionada uma quantidade inferior de amos-
tra que o necessario ocorre um excesso de anticoagulante,
que pode causar a desidratacéo dos eritrécitos, levando a
uma diminui¢cdo do volume corpuscular e seus parametros
derivados, além de causar microcitose e diminuicdo da
hemoglobina.™® Estas alteragdes ndo foram observadas no
presente estudo, porém, em alguns casos, quando se utili-
zam diferentes formas de EDTA, existe uma dificuldade em
comparar os resultados, principalmente quando n&o é con-
siderada a correta relagado sangue/anticoagulante."®

Por exemplo, a utilizagdo do EDTA K3 (acido etileno-
diamino tetra-acético tripotassico) pode diluir as amostras,
principalmente as com alteragéo da relacdo sangue/anti-
coagulante com menor volume de sangue; ainda, os eritro-
citos podem contrair-se por consequéncia do efeito osmo-
tico, resultando em diminuicao consideravel do hematécrito
em 2% a 3% nas primeiras quatro horas de estocagem,'?
enquanto que a utilizacdo do EDTA K2 néao evidencia impli-
cacbes com relagédo a diluigdo das amostras.('” Além dis-
so0, as amostras, quando coletadas em EDTA, devem apre-
sentar uma oscilagéo de + 5% dos resultados com relacéo
aos valores iniciais durante 24 horas de estocagem.('?

Com relagé@o aos parametros analisados no leuco-
grama, os leucécitos totais mantiveram-se estaveis em 24
horas apés a coleta de sangue venoso, como demonstran-
do também por um estudo desenvolvido por Edlund et al.,(™®
que avaliou o efeito do tempo de estocagem de oitenta amos-
tras de sangue em temperatura ambiente no tempo zero,
12,24,48, 72 e 145 horas ap6s a coleta. No entanto, outros
estudos demonstram a estabilidade da contagem total de
leucécitos por um periodo superior de tempo, até 72 horas
apo6s a coleta, para ambas as formas de armazenamento:
temperatura ambiente e refrigerado a 4°C.556.1419)

Para contagem diferencial automatizada, o percentual
de linfécitos do presente estudo apresentou oscilagdo mais
evidente nas amostras armazenadas em temperatura am-
biente, porém, sem diferenca significativa entre os resulta-
dos. Assim como o percentual de granulécitos, que se man-
teve estavel até 12 horas e apresentou oscilagdes apenas
em 24 horas apds a coleta de sangue venoso, demonstran-
do uma diminuigdo mais evidente nos resultados das amos-
tras armazenadas em temperatura ambiente; contudo, sem
apresentar diferenca significativa.
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Entretanto, diferencas significativas foram observadas
apenas para o percentual das células de tamanho médio
(incluindo monécitos, basofilos e eosinoéfilos), com aumento
significativo para amostras em temperatura ambiente e di-
minuicao significativa para as amostras armazenadas refri-
geradas a 4°C com alteracdo da relagdo sangue/anti-
coagulante, apresentando estabilidade apenas para as
amostras refrigeradas a 4°C sem alteragdo da relacdo san-
gue/anticoagulante de acordo com o tempo de estocagem.

Os resultados encontrados no presente estudo para
contagem diferencial automatizada concordam com infor-
macoes relatadas em outras pesquisas, as quais demons-
traram que a contagem diferencial automatizada é estavel a
4°C durante pelo menos 24 horas, com diferencas signifi-
cativas em funcédo do tipo celular como: a contagem de
mono6citos com tendéncia a aumentar, a contagem de
eosino6filos e linfocitos com tendéncia a diminuir ao longo
do tempo, enquanto que a contagem de neutréfilos é esta-
vel até 72 horas apés a coleta.(314.16)

No entanto, o estudo desenvolvido por Joshi et al.,®
em 2015, demonstrou que a estabilidade da contagem di-
ferencial automatizada mantém-se até 72 horas para as
amostras em temperatura ambiente e refrigeradas a 4°C,
onde as contagens de neutréfilos e linfécitos permanecem
praticamente inalteradas ao longo do tempo, com a exce-
¢éo para contagem de mondcitos em temperatura ambien-
te. O mesmo estudo demonstrou que as alteragées na con-
tagem de monécitos ndo foram significativas em 24 horas
apos a coleta de sangue venoso em temperatura ambiente;
porém, além deste tempo de estocagem, os resultados tor-
naram-se progressivamente menores.® Em contraste, os re-
sultados demonstraram estabilidade para contagem de
mondcitos quando as amostras foram armazenadas a 4°C,
em até 72 horas,® como observado pelo presente estudo
para o percentual de células médias, que incluiu os moné-
citos em até 24 horas apés a coleta.

Em relagédo ao EDTA, estudos demonstram que as
contagens de neutréfilos e monécitos demonstram ser mais
sensiveis, enquanto que a contagem de linfocitos apresen-
tam-se mais estaveis,(') de acordo com o observado no
presente estudo. Quando ocorre um excesso de anti-
coagulante, a contagem de leucécitos pode diminuir quan-
do a amostra é estocada em temperatura ambiente e quan-
do refrigeradas lentamente, como observado nas amostras
armazenadas em temperatura ambiente com alteracédo da
relacao sangue/anticoagulante desta pesquisa.®

Uma possivel explicacdo para as oscilagdes na con-
tagem diferencial automatizada pode ser que, quando as
amostras, coletas com EDTA, permanecem estocadas du-
rante um longo periodo de tempo, podem exibir alteracées
morfolégicas: os neutréfilos podem apresentar alteracdes
no seu nucleo, corando-se de forma menos homogénea que
em amostras frescas, podendo tornar-se picnético e apre-
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sentar figuras de cariorréxis, além de margens celulares ir-
regulares e menos definidas, e vacuolos no citoplasma. O
mesmo ocorre para os mondcitos e linfécitos, apresentan-
do pequenos vacuolos citoplasmaticos e lobulacao irregu-
lar do nucleo.™

Com relagdo aos parametros analisados para o
plaguetograma, a contagem de plaquetas apresentou um
pequeno aumento durante as 24 horas de estudo; porém,
as médias permaneceram estaveis para todas as amos-
tras analisadas, contradizendo com o estudo realizado por
Joshi et al.,® que indicou uma diminuigdo na contagem de
plaguetas tanto nas amostras estocadas em temperatura
ambiente, quanto nas refrigeradas a 4°C.

Para as amostras estocadas sob refrigeracdo a 4°C
com alteracé@o sangue/anticoagulante, os dados obtidos para
VPM e PDW apresentaram uma queda em cinco horas e
uma elevacdo em 12 horas, concordando com informacgées
previas que evidenciam em individuos saudaveis uma rela-
¢ao direta entre VPM e PDW.("% Entretanto, um estudo de-
senvolvido por Daves et al. (2015)? observou, apés 24 ho-
ras, um aumento significativo para o VPM a temperatura am-
biente e refrigerado a 4°C.

Além disso, imediatamente apés a exposicdo ao
EDTA ocorre modificagéo da morfologia plaquetaria, da for-
ma eliptica para a forma esférica com pseudépodes.("® Ou-
tra implicacdo importante da exposicdo ao EDTA para o
parametro VPM é a alteracdo da permeabilidade da mem-
brana citoplasmatica, induzindo intumescéncia progressiva
e diminuicdo da densidade éptica, com consequente au-
mento do VPM com o tempo de estocagem apo6s coleta,
quando determinado por impedancia.\"®

CONCLUSAO

Neste estudo, foi verificado que a maioria dos para-
metros do hemograma sao mais estaveis quando refrigera-
dos a 4°C do que em temperatura ambiente. Além disso, a
correta relagéo sangue/anticoagulante, independente da for-
ma de armazenamento, fornece menos oscilagdes quanti-
tativas para os parametros hematol6gicos analisados. En-
tretanto, alguns parametros, como: percentual de células mé-
dias e granul6citos, VPM e PDW, apresentaram oscilagdes
quando armazenados a 4°C, principalmente para as amos-
tras com alteracéo da relagdo sangue/anticoagulante.

Portanto, o presente estudo demonstrou que fatores
pré-analiticos, como a temperatura de armazenamento e o
tempo de estocagem, podem afetar a variabilidade dos
parametros quantitativos do hemograma, no dia-a-dia do
laboratério clinico, podendo produzir resultados equivoca-
dos. Deste modo, deve-se respeitar a correta relagéo san-
gue anticoagulante e evitar o processamento do hemograma
ap6s longos periodos de estocagem, independente da tem-
peratura. Além disso, devem ser consideradas variagdes
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que podem ocorrer com as diferentes marcas de tubos de
EDTA e com a metodologia utilizada pelo equipamento
hematologico; portanto, cada laboratério deve verificar a
estabilidade da amostra biol6gica de acordo com as ca-
racteristicas da sua rotina laboratorial.
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Abstract

Objective: To assess the impact of the pre-analytical phase in the
quantitative CBC evaluation, day-to-day clinical laboratory, such as storage
temperature and effect of anticoagulant, according to the storage time
after collection. Methods: Sixty biological samples of venous blood have
been collected and distributed in two EDTA K2 tubes respecting the
blood/anticoagulant relation and two tubes with change in this
relationship. These samples were stored in different ways: at room
temperature (25°C) and at 4°C. Subsequently, samples were analyzed
for hematologic counter in different storage times of 2, 5, 12 and 24
hours after collection. Results: It was verified that during the 24 hours of
storage most parameters showed no significant alteration, except
percentage of medium-sized cells (including monocytes, basophils and
eosinophils). Moreover, it was observed that stored refrigerated samples
exhibit more stable values, except for some parameters such as the
percentage of granulocytes, MPV and PDW, which showed oscillations
when stored at 4°C, especially for samples with abnormal blood/
anticoagulant relation. Conclusion: This study showed that pre-analytical
factors could affect the variability of the quantitative complete blood
count parameters. The correct blood/anticoagulant ratio should be
respected, and the processing of the sample afterlong periods of storage.
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Blood cell; Blood count; Preservation
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Resumo

A interdisciplinaridade é um intercambio entre diferentes disciplinas para ultrapassar o pen-
sar fragmentado na construgdo de conhecimentos, trazendo grandes contribuicées para o
processo ensino-aprendizagem. O objetivo foi usar a interdisciplinaridade no estudo do can-
cer do colo do Utero e desenvolver um folder educativo. A sequéncia didatica proposta como
ferramenta metodoldgica foi: apresentacéo da situagéo, como fazer, para quem, a produgéo
inicial e a producéo final. O trabalho desenvolvido ocorreu com disciplinas do quarto semes-
tre do curso de farmacia. Concluimos que é possivel ligar diferentes disciplinas na constru-
¢ao do conhecimento, que a comunidade aceita bem as orientagdes e que o instrumento
pode servir de multiplicador de informagoes.

Palavras-chave

Pesquisa Interdisciplinar; Educagcédo em Saude; Neoplasia Intraepitelial Cervical

INTRODUCAO

Quando se fala em interdisciplinaridade esta se refe-
rindo, de algum modo, a uma espécie de interacao, ligacao
entre disciplinas ou areas do saber (afins ou aparentemen-
te ndo). Fazenda" apresenta um breve histérico da interdis-
ciplinaridade, mencionando seu surgimento na Francga e Ita-
lia, em meados de 1960, como um modelo de resposta a
reivindicagdes por um ensino mais contextualizado relacio-
nado com as grandes questes de ordem social, politica e
econdmica da época. Ao final da década de 60, a inter-
disciplinaridade chegou ao Brasil e logo exerceu influéncia
na elaboracéo da Lei de Diretrizes e Bases N° 5.692/71.?
A partir dai, sua presencga no cenario educacional brasileiro
tem se intensificado ainda mais com a nova Lei de Diretri-
zes e Bases (LDB) N° 9.394/96 e com os Parametros
Curriculares Nacionais (PCNs). Dessa forma, a inter-
disciplinaridade é entendida como um intercambio entre as
diferentes disciplinas, em diferentes niveis, nas diversas
areas do saber, integrando os conteidos para uma maior
compreenséao e entendimento, unindo-as para que ocorra
algo inovador, ultrapassando o pensar fragmentado na cons-
trucdo de conhecimentos. Além disso, ela promove uma
maior interacéo entre o aluno e professor.®

Ha grandes contribuicdes para o processo ensino-
aprendizagem com a interdisciplinaridade: alunos aprendem
a trabalhar em grupo, habituam-se a experiéncia de apren-
dizagem integral; professores, por sua vez, ampliam seus
conhecimentos em outras areas e minimizam os problemas
de interag@o com os colegas de trabalho. Além dessa moti-
vacao, essa pesquisa esta interessada em produgéao
contextualizada e interagéo com a comunidade no entorno
da universidade, introduzindo um saber académico em co-
munidades carentes como produto final da pesquisa.

O trabalho usando a interdisciplinaridade ocorreu no
4° semestre do curso de farmécia de uma universidade co-
munitaria, tendo como objetivo usar a interdisciplinaridade
na pesquisa do cancer de colo do Utero e desenvolver um
folder educativo sobre o assunto para uma determinada
populacdo carente da comunidade.

PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS
Sequéncia didatica proposta
Uma sequéncia didatica € um conjunto de atividades

escolares organizadas, de maneira sistematica, em torno
de um género oral ou escrito. Pode ser caracterizada como
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um conjunto de aulas planejadas, para ensinar um determi-
nado contetido, sem que necessariamente tenha um produ-
to final. Sua duracéo pode variar de dias a semanas, e, desta
forma, varias sequéncias podem ser trabalhadas durante o
ano de acordo com o planejado ou com as necessidades
da classe.®

Conforme a teoria de Ausubel,® é necessario um le-
vantamento prévio dos conhecimentos dos docentes e dis-
centes, a partir do planejamento de uma série de aulas com
desafios e/ou problemas, com atividades diferenciadas, uso
de diferentes linguagens, géneros de textos, analise e refle-
xao, objetivando o aumento da complexidade das ativida-
des, permitindo um aprofundamento do tema proposto. Esse
planejamento é flexivel e permite que se construa com o
estudante as habilidades e competéncias da pesquisa ci-
entifica. Permite experiéncias que, por seus aspectos con-
ceituais e procedimentais, oferecem ao aluno o desenvolvi-
mento de sua autonomia, deixando de lado a mera repeti-
¢éo de conceitos e aplicagdo de férmulas prontas e acaba-
das, procurando desenvolver uma consciéncia critica.

A ferramenta metodolégica proposta para auxiliar os
docentes e discentes no trabalho interdisciplinar foi uma
sequéncia didatica, que iniciou com a apresentacao da si-
tuacao, "o que"; justificativa, "por que"; como o trabalho sera
realizado, "onde, como e quando"; para quem sera feito,
"responsabilidade social"; produgéo inicial, "monografia ou
artigo e um instrumento educativo sob a forma de folder"; e
a producao final "avaliagcéo".

A apresentacao da situagédo aconteceu no inicio do
semestre quando os professores apresentaram a atividade
interdisciplinar para os académicos do curso e discutiram a
proposta e questdes relacionadas com a interdiscipli-
naridade. As disciplinas envolvidas nessa proposta foram
as que compdem, na grade curricular, o quarto semestre do
curso de farmacia, tais como: bioquimica, genética, imu-
nologia, farmacognosia, farmacotécnica, farmacologia e
praticas profissionais, sendo que essa Ultima coloca os aca-
démicos em um contato maior com a comunidade.

A justificativa para a realizacao se deve ao fato que,
atualmente, existe uma expectativa muito grande voltada
para o ensino superior, principalmente para o futuro profis-
sional da sauide, e ndo existe uma regra ou manual para ser
reproduzido. A motivacao para desenvolver esse trabalho
recai em utilizar a interdisciplinaridade como uma ferramenta
de ensino, no nivel superior, sendo um fator de grande im-
portancia, no momento em que ela oferece uma nova postu-
ra diante do conhecimento, uma nova maneira de construi-
lo de forma globalizada, integral, sem os tradicionais limites
das disciplinas.

Para arealizagéo do trabalho, a turma foi organizada
em dois grandes grupos para trabalhar os dois grandes
temas escolhidos, que foram "Obesidade e doencas as-
sociadas" e "Cancer". Cada grande grupo foi divido em
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subgrupos, formando duplas. Estas duplas, orientadas pe-
los professores do semestre, escolheram diferentes assun-
tos, dentro dos temas principais, para trabalhar em um sis-
tema de tutoria, organizando os estudos académicos. Os
professores discutiram com as duplas os conteidos com
os quais iriam trabalhar, apontando as areas de conheci-
mento envolvidas, sobre o que deveriam escrever, apre-
sentando exemplos e esquemas para organizarem os tra-
balhos.

Foi proposto escrever uma monografia ou artigo so-
bre o assunto, digitada no Word, em folha A4, margens de
2,5 cm, contendo de 10 e 15 paginas de texto, letra Times
News Roman ou Arial 12, espaco entre linhas de 1,5. A
monografia ou artigo deveria apresentar os seguintes itens:
resumo com palavras-chave; introducao; objetivo; desen-
volvimento relacionando o assunto com as disciplinas do
semestre; conclusdo e referéncias bibliograficas, confor-
me as normas da ABNT. O folder foi desenvolvido em uma
folha A4, sendo livre para cada grupo definir o conteudo,
conforme o assunto escolhido, e anexado ao final do tra-
balho.

Também, foi discutido para quem seria produzido o
material didatico (colegas, escolares, comunidade), e a for-
ma como seria desenvolvida (teatro, folder, panfleto, outros),
sendo escolhido a forma de folder e comunidade para ser
produzido o material.

Para a producao inicial ser desenvolvida, foi realizado
uma pesquisa académica bibliografica® em livros cientifi-
cos e em sites de busca de artigos cientificos, tais como
Scientific Electronic Library Online (SciELO), US National
Library of Medicine National Institutes of Health (PUBMED)
e Literatura Cientifica e Técnica da América Latina e Caribe
(LILACS). Na pesquisa realizada nos sites foram utilizadas
as seguintes palavras-chave: neoplasia intraepitelial cervical;
Papilomavirus humano; cancer de colo do Utero; pesquisa
interdisciplinar.

A pesquisa comecou abordando os aspectos epide-
miolégicos do cancer do colo do Utero no mundo, no Brasil,
na regido sul e no estado do Rio Grande do Sul, fatores de
risco e as agdes de prevengdes primaria, secundaria e
terciaria. No seguimento do trabalho, foi pesquisado sobre
o Papilomavirus humano, o exame preventivo de cancer do
colo do utero ou exame de Papanicolaou. Quando foi revi-
sado, na literatura, sobre o tratamento, foram abordadas as
disciplinas de imunologia, farmacologia e farmacognosia.
Na imunologia foram revisadas as vacinas, na farmacolo-
gia foram pesquisados os medicamentos antivirais e os
quimioterapicos, e na farmacognosia sobre um vegetal com
propriedades terapéuticas. Assim, foi possivel um melhor
entendimento sobre o assunto ligando as diferentes disci-
plinas na construgé@o do conhecimento.

Apos essa etapa de revisao, foi iniciado o planejamen-
to para desenvolver o material educativo, na forma de folder,
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com informag¢des em linguagem acessivel e distribuido para
a comunidade carente. O folder foi distribuido para agentes
comunitarios de saude (ACS) e para as mulheres da comu-
nidade.

RESULTADOS
Revisao sobre o cancer do colo do utero

O cancer do colo uterino continua sendo o segundo
cancer mais frequente entre mulheres, no mundo, e o mais
comum em paises em desenvolvimento. Segundo estimati-
vas mundiais, no ano de 2012, a cada ano séo diagnostica-
dos 527 mil casos novos de cancer cervical e 265 mil 6bi-
tos, sendo que cerca de 87% desses 6bitos ocorreram em
mulheres de paises em desenvolvimento. No Brasil, segun-
do estimativas para 2016, sdo esperados 16.340 novos
casos de cancer do colo do utero, sendo considerado o
segundo tipo de cancer mais prevalente no pais. Conside-
rando a incidéncia por regido, a regido sul ocupa a quarta
posicéo. No Rio Grande do Sul, a taxa de incidéncia é de
870 casos (15,14%), sendo referenciado como o quarto tipo
de cancer mais frequente em mulheres.?”

Existem varios fatores de risco para o desenvolvimen-
to de cancer do colo do utero. A infeccédo pelo
Papilomavirus humano (HPV) representa o principal fator,
porém néo é suficiente, necessitando de outros fatores,
tais como: o inicio precoce da atividade sexual, a
pluralidade de parceiros sexuais, uso prolongado de
contraceptivos orais, paridade, imunolégicos, tabagismo,
habitos de higiene, fatores socioecondmicos e ambientais
entre outros.® A transmissao do HPV se da preferencial-
mente pela via sexual. Existe a possibilidade de transmis-
sé@o de mae para o feto e por meio de objetos contamina-
dos com HPV, embora essa ultima ainda néZo seja com-
provada, até porque néo se sabe quanto tempo o virus HPV
resista fora do organismo.®

As acdes de prevencgdes para o cancer do colo do Ute-
ro consistem em prevencgao primaria, secundaria e terciaria.
A prevencéo primaria acontece com as melhorias das con-
dicdes de vida, educacéo sanitaria, limitacéo a exposicao
a agentes causais e a utilizacao da vacina contra o HPV. Na
prevencao secundaria, é realizado o diagnostico precoce
das lesdes pré-cancerosas pelo exame preventivo de
Papanicolaou, e na prevencao terciaria as agdes sao para
prevenir recidivas, morbimortalidade. Aprevengao primaria
somada a secundaria podem reduzir em 2/3 o nimero de
casos desse cancer.!"?

Os HPV séo virus da familia Papillomaviridae, pos-
suem genoma composto de dupla hélice de DNA circular,
com aproximadamente 8 mil pares de bases e capsideo
icosaedro com diametro de 50 a 60 nm, nao revestido por
envelope lipidico. Ja foram identificados mais de 100 ti-
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pos de HPV, e, desses, cerca de 40 tipos infectam a re-
gido anogenital. Os HPV séo divididos em alto e baixo ris-
co para o desenvolvimento de cancer, sendo que os de
baixo risco causam lesdes benignas, e os de alto risco
estdo associados a neoplasia de alto grau e cancer. To-
dos os tipos de HPV se replicam no nucleo da célula hos-
pedeira, sendo que o genoma viral do HPV de baixo risco
encontra-se na forma episomal e o HPV de alto risco se
encontra integrado ao DNA das células hospedeiras. Para
integrar-se ao DNA celular, é necessario que haja uma
quebra no genoma viral, e essa quebra ndo ocorre de for-
ma aleatoéria, sendo a maioria em regides dos genes E1 e
E2 do virus. Com a quebra, é produzida uma perda de fun-
cdo desses dois genes, acompanhada de uma
desregulacédo dos genes E6 e E7 virais, que resulta em
transformacgéo da célula hospedeira.("

Na célula hospedeira, o papel dos genes TPRB e TP53
é de regular o ciclo celular pelo controle da transcri¢éo celu-
lar dos genes envolvidos na progressao e na proliferacao
celular. As mutagdes nesses genes ou inativagdes das pro-
teinas pRB e p53 causam proliferagao celular descontrola-
da, desenvolvendo os tumores malignos. As oncoproteinas
do HPV E6 e E7, dos HPV genitais de alto risco, interagem
com as proteinas supressoras de tumor p53 e pRB da célu-
la, desempenhando um papel importante na carcinogénese
cervical. A proteina E6 forma complexo com a p53, e a pro-
teina E7 interage com a pRB, inativando-as, favorecendo a
proliferacéo celular e o desenvolvimento do cancer do colo
do utero."?

O colo é a porgao cilindrica do Utero que esta em con-
tato com a vagina, e é dividido em porcéo vaginal (ecto-
cérvice) e canal cervical (endocérvice). A mucosa do colo
do utero, na sua porgao vaginal, é coberta por epitélio
escamoso estratificado ndo queratinizado, continuo com a
cupula vaginal. Ja no canal cervical, a endocérvice é reves-
tida por epitélio colunar secretor de muco, que mergulha no
estroma adjacente, formando as glandulas endocervicais.
O ponto no qual o epitélio escamoso e o epitélio colunar se
encontram é denominado jungdo escamo-colunar (JEC).
Essa é a regido de maior incidéncia de cancer do colo
uterino, sendo muito importante que células dos tecidos que
compdem a JEC sejam representadas no material para o
exame de Papanicolaou.(™

Para diagnosticar lesdes pré-cancerosas e cancer
cervical sdo utilizados os exames clinico e laboratorial. Du-
rante uma consulta ginecologica, sé@o realizados o exame
clinico e a coleta do exame de Papanicolaou, sendo possi-
vel também arealizacdo da colposcopia e o teste de Schiller.
O exame de Papanicolaou, conhecido internacionalmente,
é o exame de rastreamento populacional, sendo que o di-
agnéstico esta apoiando em um tripé do qual fazem parte
os exames de colposcopia e histopatologia. O exame
citopatolégico consiste no esfregaco ou raspado de células

191



Andrade VRM, Santos AV, Staudt KJ, Mallmann CW

esfoliadas do epitélio da ectocérvice e da endocérvice.
Quando esse exame é realizado pela mulher periodicamen-
te, ele tem forte influéncia na reducéo da incidéncia do can-
cer da cérvice uterina. Para tanto, o Ministério da Saude
(MS) preconiza que toda mulher, dos 25 aos 64 anos de
idade, ou antes, se ja iniciou sua vida sexual, deve se sub-
meter ao exame preventivo, com periodicidade anual, inici-
almente, passando, ap6s dois exames normais, para rastreio
trienal."¥

Ja, o exame de colposcopia é realizado com auxilio
de um aparelho conhecido como colposcépio, que permite
visualizar o colo uterino, sob luz brilhante, com aumento de
10 a 40 vezes. Durante esse exame, as imagens vistas no
colposcopio sdo analisadas, apds uso de soro fisiologico
0,9% no colo e fornices vaginais, e com solucédo de acido
acético 3% a 5% e, por fim, utilizando o lugol para realiza-
¢éo do teste de Schiller. As solugdes usadas nesse exame
séo preparadas conforme o Formulario Nacional da Farma-
copeia Brasileira de 2012.(15.16)

As vacinas contra o HPV agem como profilaticas ou
terapéuticas. A profilatica é considerada um instrumento de
prevencgao primaria, prevenindo a ocorréncia da infecgédo. A
terapéutica induz a regresséo de lesdes precursoras e a
remissdo do cancer. Atualmente, trés vacinas contra HPV
estéo disponiveis no mercado: a vacina bivalente contra HPV,
produzida pela GlaxoSmithKline, a vacina quadrivalente con-
tra HPV e a vacina nonavalente contra HPV, produzida pela
Merck. Essas vacinas sé@o produzidas a partir da proteina
L1 do capsideo viral, por tecnologia de DNA recombinante,
resultando em particulas semelhantes aos virus ou VLP
(virus-like particles). A vacina de HPV bivalente contém
antigenos na forma VLP dos tipos de HPV 16 e 18. Avacina
quadrivalente contém antigenos dos tipos de HPV 6, 11, 16
e 18. Avacina de HPV de nonavalente contém antigenos
dos tipos de HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 e 58.('" As
VLP ndo possuem DNA e, portanto, ndo séo infectantes,
sendo capazes de induzir a producéo de anticorpos contra
os tipos especificos de HPV contidos na vacina, gerando
uma resposta imunolégica especifica de meméria baseada
em anticorpos neutralizantes contra as proteinas L1 do
capsideo viral. A persisténcia dos niveis de anticorpos é de
4.5 a5 anos.(®

O virus do HPV pode ser eliminado espontaneamen-
te, sem necessidade de tratamento. Se a pessoa for
imunocompetente tera maior facilidade de curar a infecgéo,
porém, uma pessoa imunossuprimida apresentara condi-
¢des mais favoraveis a evolugdo do virus com o apareci-
mento de verrugas ou lesdes, dependendo do tipo de HPV.
Nas infecgdes virais que sao eliminadas espontaneamen-
te, acontecem respostas mediadas por células do sistema
imunolégico. As células apresentadoras de antigeno (APCs
— antigen presenting cells) desempenham um papel impor-
tante na indugéo de todas as respostas imunolégicas de-
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pendentes de linfécitos T. As células dendriticas (CDs) sédo
as APCs mais potentes, com sua propriedade de estimular
células virgens, como os linfécitos T-CD4 e T-CD8, inician-
do a resposta imune primaria. Elas sdo capazes de frag-
mentar antigenos exdgenos, tais como macromoléculas
proteicas ou particulas virais."®)

Para as infec¢des induzidas pelo HPV que néo se cu-
ram espontaneamente, como os condilomas acuminados
(verrugas), existem diversos tipos de tratamento, porém ain-
da néo existe um medicamento especifico para tratar virus.
Os tratamentos para o HPV podem ser realizados por meio
da crioterapia, com nitrogénio liquido, que congela o tecido;
por laser, que destréi o tecido; com acido tricloroacético 70%
a 90%, que provoca a coagulagdo quimica das proteinas;
com podofilina a 15% (antimitética); por meio de cirurgia,
com a retirada do tecido e medicamentos. Ainda, existem
plantas medicinais utilizadas para tratar o HPV, porém ain-
da em pesquisa.®?

Os medicamentos utilizados sdo imiquimode e podo-
filotoxina. O imiquimode (Ixium®) é um creme dermatolégico,
sendo que seu mecanismo de acdo é desconhecido. Ele
modifica a resposta imunolégica favorecendo as lesdes
especificas da pele. E indicado no tratamento de verrugas
externas genitais e anais causadas pelos HPV.?YA podo-
filotoxina (Wartec®) é um medicamento antiviral utilizado no
tratamento de verrugas anogenitais que afetam principal-
mente o pénis, em homens, e a genitalia externa feminina,
além da regido perianal em ambos os sexos.??

Plantas com propriedades terapéuticas de diferentes
espécies vegetais também tém sido utilizadas no tratamen-
to do HPV, como a Baccharis articulata. Essa planta é nati-
va do Sul e Sudeste brasileiro, amplamente empregada na
medicina popular, com efeitos biolégicos ja relatados tais
como: atividades anti-inflamatéria, antimicrobiana, analgé-
sica, antidiabética, anti-hepatotéxica, antimutagénica e
relaxante muscular.®

O tratamento do cancer cervical depende da localiza-
¢éo, tamanho e tipo histolégico do tumor, além da idade e
condi¢des gerais de salide da mulher. Dependendo da situ-
acao, apos tratamento cirdrgico, é indicada a quimioterapia
concomitante a radioterapia.®®® No tratamento quimioterapico
sao utilizados alguns agentes antineoplasicos como: bleo-
micina, carboplatina, cisplatina e doxorubicina.*

Baseado nas informac¢des pesquisadas, concluimos
que o cancer de colo do Utero pode ser prevenido, detecta-
do precocemente pelo exame de Papanicolaou e tratado.
Verificamos que os conhecimentos sobre os mecanismos
moleculares do virus HPV e seu envolvimento na carcino-
génese ja estdo bem estabelecidos, porém ainda séo ne-
cessarios estudos em medicamentos para cura ou controle
do cancer. Concluimos que a construgdo do conhecimento
de forma interdisciplinar nos dara suporte para trabalhar-
mos com saude no mundo atual.
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MATERIAL DIDATICO

O material didatico, desenvolvido como folder, foi es-
crito em linguagem acessivel para que as mulheres tives-
sem uma melhor compreenséo sobre a prevengao do can-
cer de colo do utero. A principio foi dificil transformar a lin-
guagem cientifica (académica) em uma linguagem popular,
sem perder os conceitos ou significados, porém, com o tem-
po, achamos uma forma de orientar as mulheres com rela-
¢do aos cuidados com a sua saude. Esse material foi distri-
buido para os Agentes Comunitarios de Satde e para mu-
Iheres residentes no bairro Rugowski do municipio de San-
to Angelo, Rio Grande do Sul, Brasil.

DISCUSSAO

Construir o conhecimento, sendo ele apresentado de
forma fragmentada, é um grande desafio. E esse desafio
foi 0 que motivou os professores a propor o trabalho. Nes-
sa proposta, os académicos foram desafiados a realizar
um trabalho sobre o cancer do colo do Utero de forma inter-
disciplinar. E importante destacar que, para atingirem o
objetivo, outras disciplinas também foram necessarias,
como as desenvolvidas em semestres anteriores, como
também sentiu-se a necessidade de buscar mais informa-
¢des em disciplinas de semestres ainda ndo cursados na
graduacéo.

Como mencionado no inicio do presente artigo, a for-
ma como foram avaliados foi a elaboragéo de um artigo tnico
para todas as disciplinas, contemplando e articulando to-
das as disciplinas trabalhadas no semestre (bioquimica,
genética, imunologia, farmacognosia, farmacotécnica, far-
macologia e praticas profissionais), que foi apresentado em
um seminario integrativo realizado na ultima semana do
semestre, além do folder desenvolvido, que foi distribuido
na comunidade. Vale ressaltar que, neste artigo, ndo se tem
a pretenséo de discutir os dados como requer uma pesqui-
sa cientifica, mas apenas relatar o trabalho realizado de for-
ma interdisciplinar sobre o cancer de colo do utero. Desta
forma, foi possivel um melhor entendimento sobre o assun-
to, por parte dos académicos, envolvendo as diversas are-
as, e isto contribuiu para o desenvolvimento do trabalho e
para a construgao do conhecimento.

CONSIDERAGOES FINAIS

Baseado nas informacgdes pesquisadas, concluimos
que, quando se pesquisa um problema, é muito dificil sepa-
rar o mesmo por disciplinas, como acontece na formacao,
sendo que muitos assuntos se interconectam ou se dialo-
gam de forma interdisciplinar.

Constatamos que a comunidade aceita bem esse tipo
de orientacao, principalmente por parte dos académicos e
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sob a forma de folder, que pode ser consultado ou revisto
em suas casas e que também pode servir multiplicador de
informacdées.

Abstract

Interdisciplinary is an exchange, involves the combining of two or more
different academic disciplines, in the goals connecting and building
knowledge, bringing great contributions teaching-learning process. The
aim of this study was to use an interdisciplinary study of cervical cancer
and develop an educational folder. The didactic sequence proposed as
a methodological tool was: presentation of the situation; how to; for whom;
the initial production and final production. The work took place in the
fourth semester of pharmacy course. We concluded that it is possible
to connect different disciplines in the construction of knowledge, that
the community accepts it and the folder can serve as a multiplier of
information.

Keywords
Interdisciplinary research; Health education; Cervical Intraepithelial
Neoplasm
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Comunicacao Breve/Short Communication

Incidéncia de enteroparasitoses em pacientes atendidos por um
hospital universitario da cidade de Goiania, GO, Brasil
Incidence of enteroparasitosis in patients admitted to a universitary hospital in

Goiania, GO, Brazil

Nubia Siqueira Damaceno’
Tatiane Luiza da Costa?

INTRODUCAO

Resumo

Objetivo: O presente estudo teve como objetivo avaliar a distribuicéo de enteroparasitos por
cidade de Goias e por regido da cidade de Goiania, de acordo com o grupo etario e sexo, em
pacientes atendidos pelo Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Goias, no perio-
do de 2012 a 2014. Métodos: Estudo retrospectivo, cujos dados foram obtidos a partir do
banco de dados do laboratério clinico do HC/UF G e de prontuarios arquivados pelo SAMIS.
As variaveis analisadas foram: idade, sexo, cidade de origem e parasito encontrado. Resul-
tados: A prevaléncia de parasitismo foi de 23,4%. O grupo etario que apresentou maior
numero de individuos parasitados foram as criancas (53,8%). Giardia lamblia foi o parasito
mais frequente na populagéo (53,4%). Dos pacientes provenientes de Goiania (71,7%), o
maior numero de individuos parasitados era residente da regido Leste da cidade (26,9%). Os
pacientes da regido norte apresentaram a maior variedade de parasitos; sete espécies.
Conclusao: Pode-se inferir que apesar das melhoras nas condigdes de saneamento e
higiene ocorridas nos ultimos anos, as enteroparasitoses ainda sé@o um problema frequente
em nossa populagédo necessitando de medidas de educagdo em salde e melhorias nas
condi¢des sanitarias da populagéo para reduzir esses indices.

Palavras-chave
Protozoarios; Helmintos; Enteroparasitoses; Prevaléncia

As doencas parasitarias s@o reconhecidas como um
indicador de desenvolvimento socioecondmico de um pais,

Parasitoses sdo doencgas causadas por parasitos, que
sdo seres vivos com capacidade de retirar de outros orga-
nismos 0s recursos necessarios para a sua sobrevivéncia.
As sociedades egipcias ha 2.700 anos, o império Inca da
America do Sul e até populagdes orientais em 400 a.C. des-
creveram a ocorréncia de doencas e infecgdes provocadas
por parasitos.("

De acordo com a OMS, cerca de 3,5 bilhdes de pes-
soas estdo infectadas por enteroparasitos. As doencas pa-
rasitarias e infecciosas ainda permanecem entre as princi-
pais causas de morte no mundo, estima-se entre 2 e 3 mi-
IhGes de o6bitos por ano.?*

No Brasil, a frequéncia de parasitoses é elevada. Em
algumas regides do pais, como o Nordeste, as parasitoses
intestinais ainda s&@o responsaveis por altos indices de mor-
talidade devido a doencas diarreicas, principalmente em cri-
angas menores de 5 anos.®®

constituindo um problema frequente de saude publica, que
afeta principalmente individuos jovens, levando a um atraso
no desenvolvimento corporal e baixo rendimento escolar.”
Dentre os fatores que favorecem a susceptibilidade
as enteroparasitoses destacam-se as condi¢gdes socio-
econdmicas da populagcdo, uma vez que as parasitoses
intestinais possuem distribuicdo cosmopolita, porém as
maiores prevaléncias sdo observadas nos paises em de-
senvolvimento, como o Brasil.® Ainsuficiente expanséo dos
sistemas de saneamento e a ineficacia da educacéo sani-
taria, tanto pela auséncia de planejamento estratégico para
saude como pela descontinuidade dos programas, contri-
buem para o surgimento de doencas, e para a manuten-
¢ao da ocorréncia de enteroparasitoses na populagdo.®
Dados da Pesquisa Nacional de Saneamento Basi-
co (PNSB), realizada em 2008 pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), revelam que o servico de
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esgotamento sanitario nos municipios brasileiros ainda nao
alcangcou uma condigéo satisfatoria, alcangando apenas
55,2% das sedes municipais.'® A deficiéncia no sanea-
mento basico favorece as portas de entradas ideais para
os parasitas, que infectam o homem de forma passiva ou
ativa."12

O desenvolvimento de programas de controle e
erradicacao de parasitoses envolve diagnéstico, preven-
¢do e tratamento das doencas parasitarias, além da ca-
racterizacdo epidemiolégica, gerando dados relevantes
para o desenvolvimento de programas de prevengéo.”)

O presente estudo teve como objetivo avaliar a distri-
buicdo de enteroparasitos por cidade de Goias e por re-
gido da cidade de Goiania, de acordo com o grupo etério
e sexo, em pacientes atendidos pelo Hospital das Clinicas
da Universidade Federal de Goias, no periodo de 2012 a
2014.

MATERIAL E METODOS

Este estudo retrospectivo foi realizado no Hospital das
Clinicas, da Universidade Federal de Goias (HC/UFG),
Goiania, Brasil. O HC/UFG é um hospital geral de ensino
publico vinculado ao Sistema Unico de Satde (SUS) e é
uma referéncia no cuidado de saude terciario, atendendo a
diversas especialidades. Este estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do HC/UFG (Protocolo n0
855.670).

Foram incluidos no estudo todos os pacientes que re-
alizaram exame parasitologico de fezes (EPF), independen-
te da idade ou sexo, no periodo de janeiro de 2012 a de-
zembro de 2014. As variaveis analisadas foram as seguin-
tes: sexo, idade, cidade de origem e parasito encontrado. A
técnica utilizada pelo laboratério clinico do HC/UFG para a
realizacédo dos EPF foi a sedimentacao espontanea (méto-
do de Lutz, Hoffman, Pons e Janer),("3'¥ com tempo de se-
dimentacao de 24 horas, seguida da preparacao de lami-
nas do sedimento corado com Lugol a 1% e observacéo ao
microscopio.

Os resultados dos exames foram obtidos através do
software Laudos® verséo 1.0.73, utilizado para emisséo de
laudos no Sistema de Apoio e Diagnoéstico. Dados como
idade, sexo e origem dos pacientes foram obtidos através
dos prontuarios arquivados pelo Servigo de Arquivo Médi-
co e Informagédo de Saude (SAMIS). Para o tratamento e
analise dos dados utilizou-se Microsoft Excel 2013 e SPSS
Statistics versdo 22.0 para Windows.

RESULTADOS
No periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2014,

foram analisadas pelo laboratério clinico do HC/UFG, 619
amostras fecais. das quais 23,4% (n=145) mostraram-se
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positivas para a presenga de um ou mais enteroparasitos
(espécies comensais e patogénicas).

Dos pacientes com exame parasitolégico positivo,
71,7% (n=104) eram provenientes da cidade de Goiania,
GO, e 28,3% (n=41) provenientes de outras cidades do es-
tado de Goias, principalmente Aparecida de Goiania e Trin-
dade. Quanto ao sexo, 50,3% (n=73) eram do sexo femini-
no e 49,7% (n=72) do sexo masculino. Aidade dos individu-
os variou de 1 a 89 anos. A Tabela 1 apresenta as caracte-
risticas dos pacientes com EPF positivo.

Tabela 1 - Caracteristicas sociodemograficas dos pacientes com
EPF positivo atendidos pelo HC/UFG, no periodo de 2012 a 2014

Caracteristicas N %
Sexo(n=145)

Masculino 72 49,7
Feminino 73 50,3
Idade(n=145)

Crianga (1-11) 78 53,8
Adolescente (12-18) 11 7,6
Adulto (19-60) 43 29,7
Idoso (a partir de 60) 13 8,9
Cidade de origem (n=145)

Anapolis 1 0,69
Aparecida de Goiania 11 7,58
Aragu 1 0,69
Aragargas 1 0,69
Aruana 2 1,37
Bela vista de Goias 1 0,69
Catalao 1 0,69
Crixas 1 0,69
Goiania 104 71,7
Goianira 1 0,69
Guapd 2 1,37
Inhumas 2 1,37
Ipameri 1 0,69
Mara Rosa 1 0,69
Nova Veneza 1 0,69
Novo Mundo 1 0,69
Palmeiras de Goias 1 0,69
Santa Terezinha de Goias 1 0,69
Séo Luiz dos Montes Belos 1 0,69
Sao Miguel do Araguaia 1 0,69
Séao Siméao 1 0,69
Senador Canedo 2 1,37
Trindade 6 413

Protozoarios foram encontrados em 76,5% (n=111) das
amostras positivas, e helmintos em 27,5% (n=40). Os para-
sitos encontrados com maior frequéncia foram Giardia
lamblia (53,4%), Ascaris lumbricoides (20,2%) e
Entamoeba coli (19,0%). A Tabela 2 mostra a distribuicao
dos parasitos encontrados.
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Tabela 2 - Distribuicao dos parasitos intestinais encontrados no EPF
dos pacientes atendidos pelo HC/UFG, no periodo de 2012 a 2014

Parasito N %

Protozoario

Endolimax nana 5 3,1

Entamoeba coli 31 19,0
Giardia lamblia 87 53,4
Helminto

Ascaris lumbricoides 33 20,3
Enterobius vermicularis 1 0,6

Hymenolepis diminuta 2 1,2
Hymenolepis nana 1 0,6

Strongyloides stercorallis 2 1,2
Trichuris trichiura 1 0,6

Total* 163 100

*Incluindo mono e poliparasitismo

Poliparasitismo foi observado em 11,7% (n=17) das
amostras: 15 apresentaram biparasitismo e duas apresen-
taram poliparasitismo. Das associa¢des entre parasitos,
a mais prevalente foi entre Entamoeba coli e Giardia

lamblia, com nove casos. Foram observados também ca-
sos de associagdo entre Giardia lamblia e Strongyloides
stercorallis (um caso), Entamoeba coli e Ascaris
lumbricoides (dois casos), Ascaris lumbricoides e
Hymenolepis diminuta (um caso), Giardia lamblia e
Ascaris lumbricoides (dois casos), Entamoeba coli,
Ascaris lumbricoides e Enterobius vermicularis (um caso),
e Entamoeba coli, Ascaris lumbricoides e Hymenolepis
nana (um caso).

Com relacdo aos pacientes com EPF positivo resi-
dentes na cidade de Goiania (n=104), foi observado que
26,9% (n=28) dos individuos eram provenientes da regi@o
leste, 21,2% (n=22) da regido noroeste, 13,5% (n=14) da
regido norte, 13,5% (n=14) da regido oeste, 12,5% (n=13)
daregido sudoeste, 10,5% (n=11) da regido sul e 1,9% (n=2)
da regiao central da cidade.

Apesar de a regido leste apresentar o maior nimero
de casos de individuos parasitados dentre as regides ana-
lisadas, a regido norte foi a que apresentou a maior varie-
dade de espécies (sete espécies) como pode ser observa-
do na Tabela 3.

Tabela 3 - Frequéncia absoluta de parasitos intestinais encontrados no EPF de pacientes atendidos
pelo HC/UFG, no periodo de 2012 a 2014, por regido da cidade de Goiania, GO.

Centro Sul Sudoeste Leste Noroeste Norte Oeste Total

Protozoario

Endolimax nana 0 1 0
Entamoeba coli 0 3
Giardia lamblia 1 6 9
Helminto

Ascaris lumbricoides 1 2 5
Enterobius vermicularis 0 0 0
Hymenolepis diminuta 0 0 0
Hymenolepis nana 0 0 0
Strongyloides stercorallis 0 0 0
Trichuris trichiura 0 0 0
Total* 2 12 15

0 1 2 1 5
6 2 21

18 15 6 10 65

6 1 4 2 21

1 0 0 0 1

0 0 0 1 1

0 0 1 0 1

0 1 1 0 2

0 0 1 0 1

32 24 17 16 118

*Incluindo mono e poliparasitismo.

DISCUSSAO

As taxas de infecg@o por parasitos intestinais represen-
tam um importante indicador das condi¢des sanitarias de uma
populacdo. Apresenca desses parasitos quase sempre esta
relacionada a condi¢des precarias de saneamento e higie-
ne, e ao baixo desenvolvimento socioeconémico.(™®

Neste estudo, a prevaléncia de parasitos intestinais
(23,4%) foi inferior a obtida em outros estudos semelhantes
realizados em outras regides de Goias e em outros esta-
dos brasileiros. Um estudo realizado em pacientes atendi-
dos pelo servigo publico de saude da regido sudeste de

RBAC. 2017;49(2):195-9

Goiés, na cidade de Cumari, apresentou 36,2% de positi-
vidade para algum enteroparasito.("® Em estudo realizado
em pacientes atendidos por um hospital universitario na ci-
dade de Salvador, Bahia, a prevaléncia foi de 35,2%,('") tam-
bém superior aos valores encontrados neste estudo. Os
pacientes atendidos no HC/UFG sédo, em sua maioria, pa-
cientes com doencgas cronicas, em atendimento multidis-
ciplinar, submetidos a tratamentos prolongados, que inclu-
em possivelmente o uso de antiparasitarios como uma me-
dida protetiva."® Tal fato poderia justificar a baixa prevaléncia
de parasitos intestinais observadas nos individuos incluidos
no estudo.
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Além das caracteristicas citadas anteriormente, e de
aspectos regionais e relacionados as condi¢gées de sanea-
mento e higiene da populacédo, um outro fator que poderia
estar associado a baixa prevaléncia de parasitos observa-
da neste estudo seria a sensibilidade da metodologia utili-
zada para arealizagéo dos EPF (método de Lutz, Hoffman,
Pons e Janer).("3'%) Muitas vezes, o nimero de formas para-
sitarias eliminadas nas fezes é pequeno, havendo a neces-
sidade de se recorrer a outras metodologias complementa-
res para sua concentragéo e coloragées mais especificas,
como a hematoxilina férrica.!"®

O grupo etéario que apresentou o maior nimero de
amostras positivas, neste estudo, foram criancgas. Este re-
sultado corresponde as expectativas, visto que as crian-
cas estdo mais susceptiveis a adquirir parasitoses, tanto
pela falta de conhecimentos e habitos inadequados de hi-
giene como pela baixa imunidade existente contra os pa-
rasitos.®

Com relagéo aos parasitos encontrados, a maioria
foi de protozoarios (76,5%), de forma semelhante ao ob-
servado em estudos realizados no sudeste de Goias('® e
nas regides nordeste!'” e sul®’ do pais. Abaixa prevaléncia
de helmintos em comparagéo aos protozoarios, observa-
da no presente estudo e em estudos supracitados, reflete
a mudanca no perfil epidemiolégico dos parasitos intesti-
nais. Quando levamos em consideracao estudos realiza-
dos na década de 70 e 80 na cidade de Goiania® e em
outras regides do Brasil, é possivel observar um predomi-
nio de helmintos em relagéo aos protozoarios.?*?4 Tal mu-
danca pode estar relacionada com o fator cultural da
automedicagdo com anti-helminticos.('82%

O parasito mais prevalente foi Giardia lamblia
(53,4%), de forma semelhante ao estudo realizado na re-
giao sudeste de Goias,!"® mas de forma divergente aos
resultados obtidos em estudos realizados em Minas Ge-
rais, onde a prevaléncia de Giardia lamblia foi de apenas
9,5%," e no Paranda, em que a prevaléncia foi de 8,4%.?"
Tais resultados refletem as condi¢gdes sanitarias e cultu-
rais da populagédo de Goias, como a utilizagado de agua de
cisterna, o habito de frequentar coérregos e rios para a re-
creacgdo, que podem, muitas vezes, estar contaminados
por cistos de Giardia lamblia. Outra forma de contamina-
¢do pode ocorrer pela ingestédo de alimentos higienizados
inadequadamente, o que os torna um veiculo de transmis-
sao de ovos e cistos.("®

Uma outra possibilidade para a alta prevaléncia de
Giardia lambia encontrada neste estudo pode estar asso-
ciada a uma provavel contaminacdo da rede publica de
abastecimento de agua, devido ao fato deste protozoario
ser resistente a acao do cloro utilizado no tratamento da
agua.(®27)

A ocorréncia de poliparasitismo foi de 11,7%, muito
inferior a observada em estudos realizados em lIhéus, Bahia,
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em que a ocorréncia de poliparasitismo foi de 63,5%, sen-
do observados casos em que estavam presentes até seis
espécies parasitarias diferentes na mesma amostra,’® e no
Parana, em que a ocorréncia de poliparasitismo foi de
42.1%.2Y

Considerando-se a origem da populagdo, com exa-
me parasitolégico positivo, foi verificada a predominancia
de parasitos em moradores da cidade de Goiania (71,7%).
Os maiores niumeros de casos de parasitismo observa-
dos na cidade de Goiania foram nas regides leste (26,9%),
noroeste (21,2%) e norte (13,5%), sendo que a regiéo nor-
te da cidade foi a que apresentou a maior variedade de
espécies de parasitos (sete espécies). Tais dados refle-
tem a ineficiéncia das condigdes sanitarias basicas viven-
ciadas pelos moradores dessas areas incluindo qualida-
de da agua, qualidade e acesso a rede de esgoto e coleta
de lixo, visto que estas regides apresentam, em muitos de
seus bairros, projetos urbanisticos precarios e problemas
em sua infraestrutura.?®2°) Além desses fatores, a falta de
informacao, nutricdo inadequada, habitos de higiene
ineficientes e dificuldade de acesso aos servicos de sau-
de podem favorecer a aquisicdo de parasitos intestinais
pela populagéo.G?

CONCLUSAO

Pode-se inferir que, apesar da melhora nas condi-
¢des de saneamento e higiene ocorridas nos ultimos anos,
as enteroparasitoses sdo um problema frequente em nos-
sa populacdo. Medidas de educacdo em saude e a
melhoria nas condi¢gdes sanitarias da populacdo séo fun-
damentais para diminuir esses indices. Tais medidas sao
eficientes, baratas e por vezes negligenciadas e subesti-
madas.

Abstract

Objective: This study aimed to evaluate the distribution of
enteroparasites by city of Goias and part of the city of Goiédnia,
according to age group and sex, in patients treated at the Hospital
das Clinicas, Federal University of Goids, in the 2012 period 2014.
Methods: A retrospective study, whose data were obtained from the
clinical laboratory database of HC / UFG and records filed by SAMIS.
The variables analyzed were: age, gender, home town and parasite
found. Results: The prevalence of parasitism was 23.4%. The age
group with the highest number infected individuals were children
(563.8%). Giardia lamblia is the most common parasite in the population
(563.4%). Patients from Goiéania (71.7%), the highest nhumber of
infected individuals was a resident of the eastern region of the city
(26.9%). Patients in the northern region had the largest variety of
parasites; seven species. Conclusion: It can be inferred that despite
improvements in sanitation and hygiene in the last years, intestinal
parasites are still a frequent problem in our population in need of
education measures in health and improvements in the health
conditions of the population to reduce these rates.
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INTRODUCAO

Resumo

Objetivo: Avaliar a qualidade dos exames citopatolégicos do Laboratério Clinico da Pontificia
Universidade Catdlica de Goias (LAC-PUC-GO), de acordo com os indicadores da qualidade
da fase analitica para o exame citopatoldgico, utilizando os indices que avaliam a qualidade,
de acordo com o recomendado pelo Ministério da Saude. Métodos: Os dados foram coletados
no DATASUS através do SISCOLO alimentado pelo banco de dados do LAC-PUC-GO no
periodo de janeiro de 2009 a dezembro de 2013. Os indices dos diagnésticos citopatolégicos
foram realizados utilizando Manual de Gestéo da Qualidade para Laboratdrio de Citopatologia.
Resultados: Do total de 7.015 exames citopatoldgicos realizados no periodo de janeiro de
2009 a dezembro de 2013, 99,5% foram classificados como satisfatérios, 91,8% exames
citopatolégicos negativos, 0,5% insatisfatérios e 7,7% exames alterados. O indice de
positividade analisado no periodo de cinco anos alcangou uma média de 7%. O percentual
de exames compativeis com HSIL apresentou uma média de 1% e encontra-se dentro do
esperado pelos indices de rastreamento até 2%; o percentual ASC/satisfatério foi baixo em
2009 (3%) e 2010 (2%) e alto em 2013 (7%), enquanto que a média de todos os anos foi de
4%; ja& a média da razdo do percentual de ASC/SIL dois manteve-se dentro dos limites
recomendados. Conclusao: O monitoramento interno da qualidade é uma ferramenta usada
no auxilio diagnéstico, garantindo assim uma maior acuracia dos exames citopatolégicos.

Palavras-chave
Neoplasias do colo do Utero; Controle de qualidade; Indicadores de qualidade; Assisténcia a
Salde

pois 0 CCU é uma doencga de evolugao lenta, que varia de
10 a 20 anos para que a invasdo se estabele¢a.®

O cancer do colo uterino (CCU) é o terceiro tumor mais
frequente na populagédo feminina, atras apenas do cancer
de mama e do colorretal. A estimativa em 2014, segundo o
Ministério da Saude, foi de 15.590 novos casos, sendo a
quarta causa de morte de mulheres por cancer no Brasil.(")

Alguns tipos oncogénicos do Papilomavirus Humano
(HPV) geralmente provocam lesdes precursoras para o can-
cer do colo do utero (CCU), as quais s@o conhecidas como
lesdes intraepiteliais cervicais.>® Para detectar essas le-
sdes, a principal estratégia é fazer o diagnéstico precoce,

Conhecido internacionalmente, o exame preventivo
(Papanicolaou) é o método mais barato, adequado e prati-
co para o rastreamento do CCU. E preconizado que as
mulheres com idade entre 25 a 64 anos e que ja entraram
em atividade sexual sejam submetidas ao exame.(")

As lesGes precursoras, quando diagnosticadas pre-
cocemente, apresentam um grande potencial de cura, che-
gando a 100%, sendo 80% dos casos tratados em ambito
ambulatorial.® Por isso, as a¢des de rastreamento e detec-
¢éo precoce sao tao importantes.
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Arealizagdo de exames citopatologicos do colo uterino
envolve profissionais qualificados e, levando em considera-
¢éo a subjetividade do método, necessita de experiéncia e
conhecimento do escrutinador.®

Os resultados citolégicos falsos negativos (FN) vari-
am de 6% a 56% e ocorrem na fase pré-analitica (erros de
coleta) e analitica (erro de escrutinio e interpretagéo do di-
agnostico).® Segundo dados da literatura, aproximadamen-
te 2% a 62% dos resultados FN s&o atribuidos a causas
anteriores a sua entrada no laboratério, erros na coleta do
material, nos procedimentos de coloragéo e analise micros-
cépica, no escrutinio do esfregaco ou na interpretacdo dos
diagnosticos.

De acordo com a legislagédo brasileira (RDC 302/
2005), os programas de controle interno e externo da quali-
dade devem ser implementados e executados nos labora-
térios clinicos, com a finalidade de detectar erros diagnosti-
cos, contemplando todas as etapas do processo, sobretu-
do no que se refere a diminuicao de resultados FN. Portan-
to, esses programas visam melhorar a acuracia e a con-
fiabilidade dos laudos citopatoldgicos.('?

O Monitoramento Interno da Qualidade (MIQ) corres-
ponde a um sistema de controle da qualidade dos exames
realizados através da avaliacédo de critérios que monitoram
as amostras quando s@o enviadas ao laboratoério até a emis-
séo do laudo citopatolégico. Isto permite a identificacéo de
falhas, proporcionando melhorias e medidas corretivas.®

Os métodos de avaliagdo recomendados pela Portaria
N° 3.388, de 30 de dezembro de 2013, que redefinem a qua-
lificacdo nacional em citopatologia na prevengéo do cancer
do colo do utero, sdo chamado de QualiCito. No ambito da
Rede de Atencdo a Saude das Pessoas com Doengas Cro-
nicas é realizada a revisao aleatéria de 10% dos esfregacos
negativos; revisdo rapida de 100% dos esfregacos negati-
vos e insatisfatérios; pré-escrutinio rapido de todos os
esfregacos e revisdo dos esfregacos selecionados com base
em critérios clinicos de risco, contidos no Manual de Gestao
da Qualidade para Laboratério de Citopatologia.'""?

De acordo com controle interno da qualidade, na revi-
sdo com base em critérios clinicos, reviséo rapida de 100%,
o re-escrutinio ou o pré-escrutinio rapido apresentaram me-
Ilhor desempenho, pois foram também avaliados, posterior-
mente, em exames de rotina.("¥ Em paises como Canada e
Reino Unido, a revisao rapida de 100% das laminas é feita
nos laboratérios rotineiramente. Este método foi descrito,
primeiramente, por Baker e Melcher, os quais mostraram
que é possivel detectar nicleos anormais de 30 a 60 segun-
dos.™ Em Goias, o Laboratério Romulo Rocha da Facul-
dade de Farmacia da Universidade Federal de Goias (UFG)
também realiza igualmente este método de MIQ.("®

O controle externo da qualidade aplicado em labora-
térios da rede publica é praticado pelos Laboratérios de
Monitoramento Externo de Qualidade (LabMEQ).("® Este
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servico tem como finalidade padronizar os critérios cito-
morfolégicos, reduzir o percentual de resultados FN, Falso-
Positivos (FP) e, consequentemente, melhorar os indicado-
res de qualidade dos exames e promover a educacgéo con-
tinuada de profissionais que atuam na realiza¢do dos exa-
mes citopatolégicos.(®

O objetivo desse trabalho foi avaliar a qualidade dos
exames citopatologicos do Laboratério Clinico da Pontificia
Universidade Catélica de Goias (LAC-PUC-GO), de acor-
do com os indicadores da qualidade da fase analitica para
0 exame citopatolégico, utilizando os indices que avaliam a
qualidade, de acordo com o recomendado pelo Ministério
da Saude.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo retrospectivo analitico e descri-
tivo, no qual os dados foram coletados no DATASUS, atra-
vés do Sistema de Informagdes do Cancer (SISCOLO),(718)
alimentados pelo banco de dados do LAC-PUC-GO. As re-
lagdes entre os diagnosticos citopatolégicos foram realiza-
das de acordo com o preconizado no Manual de Gestéo da
Qualidade para Laboratério de Citopatologia, estratificados
no periodo de janeiro de 2009 a dezembro de 2013, visan-
do analisar o controle de qualidade, por meio dos indicado-
res do MIQ.("2

O presente estudo verificou o percentual de exames
positivos em relagao ao total de exames satisfatérios e apli-
cou os calculos com base nas variaveis necessarias. Os indi-
cadores foram selecionados por meio do SISCAN, utilizando
quatro desses.("® Seguem descritas suas formulas:

1- indice de positividade (IP):

Foérmula:

N° de exames alterados em determinado local e ano x 100
Total de exames satisfatérios

Foi determinada uma classificagéo do percentual de positividade:

- Muito baixa: abaixo de 2,0%

- Baixa: Entre 2,0% a 2,9%

- Esperada: entre 3,0% e 10%

-Acima do esperado: acima de 10%, deve se considerar que os
prestadores podem atender servigos de referéncia secundaria em
patologia do colo do Utero

2- Percentual de exames compativeis com lesido

intraepitelial de alto grau (HSIL):

A Leséo intraepitelial escamosa de alto grau (HSIL)
representam as lesbées verdadeiramente precursoras do
cancer do colo do utero, ou seja, o percentual de exames
compativeis com HSIL. E um indicador que mede a capaci-
dade de deteccédo de lesdes precursoras. E esperado um
resultado de até 2,0%.
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. RESULTADOS
Férmula:
N° de exames HSIL x 100 O Laboratério Clinico da PUC-GO realizou, no ambito
Total de exames satisfatérios do Sistema Unico de Satide (SUS), um total de 7.015 exa-
mes citopatolégicos, no periodo de janeiro de 2009 a de-
3- Percentual de exames compativeis com atipias zembro de 2013. Desses, 99,5% (6/981/7015) foram clas-
de significado indeterminado em células sificados como satisfatérios. Neste periodo, observaram-
escamosas (ASC): se 91,8% exames citopatolégicos negativos, 0,5% insa-
As Células Escamosas Atipicas (ASC) compdem um tisfatérios e 7,7% exames alterados (Tabela I).
caso de duvida diagnostica, no qual os achados citologicos, L ] L i
. o ~ Tabela 1 - Prevaléncia de exames citopatoldgicos realizados nos
caracterizados pela presenca de alteracdes celulares, séo anos de 2009 a 2013 no LAC-PUC-GO
insuficientes para o diagnoéstico de leséo intraepitelial. Este _ . N°de exames
indicador mede indiretamente a qualidade dessa etapa, mas Ano Negativo Insatisfatorio ™~ . 2dos Total
impossibilita a avaliagéo isolada da qualidade do proces- n % n % n % n %
so0. Espera-se que, no maximo 4% a 5% de todos os exa- 2009 1100 94 8 06 63 54 1171 100
mes sejam cl.asleflcados como ASC Valores.superjores 2010 1029 955 5 05 44 41 1078 100
merecem avaliagcdo e podem ser Uteis para a orientagédo de
. . . . - 2011 884 92 6 0,6 68 71 958 100
reciclagem junto aos profissionais do laboratério.
2012 1518 92,2 7 0,5 122 7,4 1647 100
2013 1911 88,5 8 0,3 242 11,2 2161 100

Formula:
Total 6442 91,8 34 0,5 539 7,7 7015 100

N° de exames com ASC-US e ASC-H x 100
Total de exames satisfatérios

A Tabela 2 demonstra a prevaléncia das anormalida-
des citolégicas, entre 2009 a 2013. Com um total de 7,7%

4 - Razéo Atipias escamosas de significado (539/7015) de alteracdes observadas no periodo analisa-
indeterminado/Lesées intraepiteliais escamosas do, dessas anormalidades, foram obtidos 2,5% (179/7015)
(Razédo ASC/SIL): de células escamosas atipicas de significado indeter-
Arazéo ASC/SIL permite identificar o baixo desempe- minado, possivelmente nao neoplasicas (ASC-US - Atypical

nho profissional no rastreamento. Recomenda-se uma rela- Squamous Cells of Undetermined Significance), 2,3% (165/
¢do ASC/SIL n&o superior a trés. 7015) de células escamosas atipicas de significado inde-
terminado, ndo sendo possivel afastar lesédo de alto grau

Formula: (ASC-H) 1,7% (124/7015) de lesdo intraepitelial de baixo

N° de ex. compativeis com ASC-US e ASC-H grau (LSIL - Low Grade Squameus Intraepithelial Lesion) e

N° de exames com LSIL e HSIL as principais lesdes precursoras de CCU, leséao intraepitelial

de alto grau, compreendendo neoplasias intraepiteliais cervi-

ETICA cais graus Il e lll (HSIL - Squamous Intraepithelial Lesion).

Este trabalho foi devidamente aprovado pelo Comité A prevaléncia foi de 0,9% (65/7015) dos casos. Os diag-

de Etica em Pesquisa da PUC- Goias, segundo o protocolo nosticos de células glandulares atipicas, possivelmente
namero 235.376. neoplasicas (AGC-NEO - Atypical Endocervical Cells)

Tabela 2 - Prevaléncia de anormalidades citolégicas nos exames realizados nos anos de 2009 a 2013 no LAC PUC GO

Ano Negativos  Insatisfatérios ~ ASC-US ASC-H LSIL HSIL AGC-NEO Carcinoma TOTAL

n % n % n % n % n % n % n % n % n %
2009 1100 94 8 0,6 26 23 12 1 12 1 1 09 0 0O 2 02 1171 100
2010 1029 955 5 0,5 16 14 10 09 13 1.2 5 05 O 0 O 0 1078 100
2011 884 92 6 0,6 19 19 24 26 19 19 6 1 0 0 O 0 958 100
2012 1518 9272 7 0,5 58 35 20 12 3 19 13 07 O 0 O 0 1647 100
2013 1911 88,55 8 0,3 60 28 99 46 49 22 30 1.3 4 03 0 0 2161 100
Total 6442 91,8 34 0,5 179 25 165 23 124 17 65 09 4 03 2 01 7015 100

ASC-US: atypical squamous cells of undetermined significance; ASC-H: atypical squamous cells of undetermined significance cannotexclude high grade
squamous intraepithelial lesion LSIL: low grade squameus intraepithelial lesion;
HSIL: Squamous intraepithelial lesion high grade; AGC-NEOQ: Atypical endocervical cells, favor neoplastic significance
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corresponderam a 0,2% (4/7015) dos casos e 0,1% (2/7015)
de carcinomas escamosos foram encontrados. A prevaléncia
de casos insatisfatérios foi de 0,5% (34/7015).

A Tabela 3 apresenta os indicadores do MIQ. No ano
de 2013, observou-se um IP de 11%, este resultado encon-
tra-se acima do recomendado para os laboratérios que
prestam servigcos para o SUS. No entanto, o IP analisado
neste laboratério no periodo de cinco anos alcangou uma
média de 7%.

O percentual de exames compativeis com HSIL apre-
sentou uma média de 1%, encontrando-se dentro do es-
perado pelos indices de rastreamento até 2%. A porcen-
tagem de ASC/satisfatério encontrou-se baixa, nos anos
de 2009 (3%) e 2010 (2%) e alta, em 2013 (7%), enquan-
to que a média de todos os anos foi de 4%. Ja a média
da razdo do percentual de ASC/SIL foi 2. mantendo-se
dentro dos limites recomendados pelo MS/ INCA, de até
trés.

Tabela 3 - Indicador de qualidade interna dos anos 2009 a 2013 do LAC PUC GO

Indicadores de qualidade do MIQ

Ano indice de exair::qeer:ecr;t:qala(:?veis Percentual de ASC/ Percentual de ASC /
positividade (IP) P Satisfatorios Satisfatorios
com HSIL
2009 5% 1% 3% 2
2010 4% 0,5% 2% 1
2011 7% 1% 5% 2
2012 7% 1% 5% 2
2013 1% 1% 7% 2

HSIL: Squamous intraepithelial lesion high grade; ASC: Atypical squamous cells; SIL: Squameus

intraepithelial lesion

DISCUSSAO

Os resultados deste estudo mostram que, no decorrer
dos anos, houve um aumento do IP: 5%, 4%, 7% e 11% res-
pectivamente.

A média do IP dos cinco anos estudados foi de 7%.
Esse indice encontra-se dentro dos valores previstos e pro-
postos pelo MS/INCA que é de 3% a 10% para laboratérios
credenciados ao SUS, segundo a Portaria N° 3.388, de 30
de Dezembro de 2013, conceituado como laboratério tipo |,
ou seja, laboratoérios publicos e privados que prestam servi-
¢o ao SUS.(M

Ja no ano de 2013, este indice foi de 11%, o qual se
apresentou acima do esperado. Esse aumento pode ter sido
em decorréncia da introdugdo de novos postos de atendi-
mento da regido noroeste de Goiania (PSF Vila Mutirdo) e
daregido Sul (CSF Jardim Mariliza, CSF Parque Atheneu e
CSF Ville de France), o que pode ter colaborado para uma
mudanca no perfil das mulheres atendidas, consequente-
mente, um maior nimero de exames citopatologicos e alte-
ragdes encontradas.

A partir do ano de 2007, o laboratério em estudo pas-
sou a realizar o MEQ, enviando todas as laminas positi-
vas, insatisfatérias e 10% das negativas selecionadas ale-
atoriamente ao LABMEQ e a participar do programa de
educacao continuada.!"™ De acordo com os relatérios en-
viados mensalmente pelo LABMEQ, percebe-se que a por-
centagem de exames citopatolégicos discordantes é baixa,
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enquanto que os exames citopatolégicos considerados
concordantes obtiveram uma média de 85,6%, 87,2%,
95,9%, 86,9% e 90,6% nos anos de 2009 a 2013. Esses
dados comprovam o aumento no IP devido a uniformiza-
céo dos critérios citomorfolégicos e aprimoramento dos
citologistas.

No Brasil, a maioria dos laboratérios de citopatologia
apresenta IP abaixo do esperado, caracterizando uma nao
consolidacao do controle interno de qualidade nesses ser-
vicos. Bortolon et al., 2012, em seu estudo, concluiu que 53%
dos laboratoérios brasileiros apresentam IP abaixo de 2%.
Na regiao centro-oeste, cerca 39% dos laboratérios apre-
sentaram positividade "muito baixa" e maior do que 3%. Em
Goias, 38% dos laboratoérios apresentaram IP <2%, 18% com
IP entre 2% a 2,9% e 44% dos prestadores com IP >3%.

A razéo entre ASC e os exames satisfatorios foi de
7% no ano de 2013, acima do limite recomendado, que é
de 4% a 5%. Devido a esse elevado percentual, deve ser
realizada nova andlise para verificar a causa do erro e reti-
ficar esse aumento, que pode influenciar nos resultados dos
indices de qualidade do MIQ.

De acordo com a histéria natural do CCU, esses erros
tém impacto negativo menor devido ao alto percentual de
regressao espontanea, cerca de 70% a 90 %.9 As estatis-
ticas mundiais relatam que aproximadamente 10% das pa-
cientes com alteragdes citoldgicas indeterminadas irdo de-
senvolver lesdes intraepiteliais de alto grau, onde é neces-
sario o uso da colposcopia e do exame histopatolégico.?"
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O laboratério em estudo tem como MIQ a reviséo dos
esfregacos selecionados com base em critérios clinicos de
risco e 10% das amostras negativas aleatérias, todas as
alteradas e insatisfatérias. As amostras que tiverem discor-
dancia interobservadores sé@o avaliadas por um terceiro
citopatologista e estes entram em consenso para que seja
liberado o diagnéstico final. Os métodos de avaliagdo sédo
recomendados pelo e Qualicito e Manual de Gestédo da
Qualidade."""? Esse mesmo método é utilizado no Instituto
Nacional do Cancer — INCA, apresentando, no periodo de
julho de 2013 a junho de 2014, a média do IP de 7,2%, sen-
do recomendado para laboratérios de grande rotina.? Cada
laboratério faz a escolha do melhor método de acordo com
a quantidade de exames realizados na rotina e pelo nimero
de profissionais.

O MIQ é essencial para garantia de qualidade em
citopatologia, resultando em uma melhor eficacia para a
abordagem das questées em educacgéao continuada, o que
leva a obtencéo de indicadores confiaveis que atendam as
normas estabelecidas pela Qualicito e pela literatura nacio-
nal e internacional ')

De fato, tanto a incidéncia quanto a mortalidade por
CCU podem serreduzidas com programas de rastreamento
organizado, ativos e bem gerenciados. Uma expressiva re-
ducdo na morbimortalidade por essa doenca foi alcangada,
nos paises desenvolvidos, apds a implantacdo de progra-
mas de rastreamento de base populacional, a partir de 1950
e 1960. Os paises que implantaram esse programa redu-
ziram a incidéncia da doenca para menos de 10 casos por
100 mil mulheres por ano.®)

CONCLUSAO

Em face dos resultados, o MIQ é uma ferramenta de
auxilio diagnéstico, evitando erros na fase analitica, através
darevisé@o de no minimo 10% dos negativos e todos os exa-
mes alterados e insatisfatérios, por mais de um profissio-
nal, garantindo, assim, uma maior acuracia dos exames
citopatolégicos. No entanto, é de fundamental importancia
manter uma vigilancia regular da qualidade da coleta das
amostras cervicais, seu processamento e andlise. Vale res-
saltar que o MEQ como parte integrante da estratégia de
garantia e melhoria continua da qualidade em citopatologia,
com finalidade de certificagdo da realizacdo dos exames
citopatolégicos, reduzindo, dessa maneira, o percentual de
casos FN e FP; assim como os programas de educacéao
continuada para a uniformizacédo dos critérios citomor-
fologicos entre os citologistas.
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Abstract

Objective: To evaluate the quality of the cytopathological exams of the
Clinical Laboratory of the Pontifical Catholic University of Goias (LAC-
PUC-GO), according to the quality indicators of the analytical phase for
the cytopathological examination, using the indexes that evaluate the
quality, according to the Recommended by the Ministry of Health.
Methods: The data were collected in DATASUS through SISCOLO fed
by the LAC-PUC-GO database from January 2009 to December 2013.
The cytopathological diagnosis indices were performed using a Quality
Management Manual for Cytopathology Laboratory. Results: A total of
7.015 cytological examinations from January 2009 to December 2013,
these 99,5% were classified as satisfactory 91.8% negative cytopathology,
0.5% unsatisfactory and 7,7% abnormal tests. The positive rates analyzed
in the five-year period reached an average of 7%. The percentage of
exams compatible with HSIL averaged 1%, is in line with expectations
by tracking rates up to 2%, the ASC/satisfactory percentage was lower
in 2009 (3%) and 2010 (2%) and high in 2013 (7%), while the average of
all years was 4%, as the average ratio of the percentage of ASC/SIL two
is within the recommended limits.Conclusion:The internal quality
monitoring It is a tool used for the diagnosis, thus ensuring greater
accuracy of cervical screening

Keywords
Uterine Cervical Neoplasms; Quality Control; Quality Indicators; Health
Care
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Comunicacao Breve/Short Communication

Analise qualitativa e quantitativa da microbiota das maos dos
funcionarios de um posto de saude
Qualitative and quantitative analysis of the hands microbiota from the employees of a

health center

Daiana Gauer’
Gabriela Kniphoff da Silva?

INTRODUCAO

Resumo

Introducao: As Infecgdes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) referem-se aquelas
adquiridas durante a prestacéao dos cuidados de saude, e a principal via de transmissao de
microrganismos ocorre através das maos dos profissionais da saide. Objetivo: Identificar e
quantificar os agentes microbianos presentes nas méaos dos funcionarios do posto de sau-
de. Métodos: Foram analisadas amostras microbiolégicas, coletadas com um swab com
meio de transporte Stuart, das méos de 29 funcionarios da respectiva unidade de salde e da
superficie de alguns utensilios de comum uso entre os funcionarios e pacientes. Estes
foram incubados e devidamente identificados através de provas bioquimicas e fisicas. E,
apos, submetidas ao teste de sensibilidade aos antibiéticos. Resultados: Dentre os 52
microrganismos isolados e identificados, a bactéria de maior prevaléncia foi o Staphylococcus
aureus (44%), seguida de Staphylococcus sp. (33%) e Escherichia coli (15%). As outras
bactérias identificadas foram Pseudomonas aeruginosa, Shigella sp. e Enterobacter
aerogenes. Constatou-se que 28,9% (n = 15) das bactérias identificadas apresentavam
resisténcia a quatro ou mais antibiéticos. Houve também o isolamento de S. aureus (72%),
Staphylococcus sp. e E. aerogenes (14%) em utensilios como mesa, maganetas e balcdes.
Conclusao: As mesmas bactérias encontradas nas méos dos funcionarios também foram
encontradas em utensilios de comum utilidade entre os profissionais e clientes, sugerindo
que ha transmisséao cruzada de microrganismos em unidade de saude publica, e ressaltan-
do a importancia da correta higienizagdo das méos com agua e sabao durante as mais
variadas atividades exercidas durante o atendimento ao paciente.

Palavras-chave
Higiene das méos; Contaminagéo; Saude Publica

As IRAS acometem cerca de 5% a 10% dos pacien-
tes hospitalizados e o principal meio de transmisséo é por

As infeccOes relacionadas a assisténcia a saude
(IRAS) s@o infecgdes cuja aquisicao esta relacionada a um
procedimento assistencial ou a hospitalizagdo, como, por
exemplo, pneumonias hospitalares, infec¢des do trato
urinario associadas a cateter, diarreias e surtos de infec-
¢des virais, adquiridas durante a prestacao dos cuidados
de saude."? Elas representam, atualmente, além de uma
preocupacao dos 6rgaos de salide, um problema de ordem
social, ética e juridica, devido as complica¢gdes na vida dos
usuarios e o risco a que sao submetidos,® bem como cau-
sam um periodo de internagéo hospitalar prolongado, au-
mento da resisténcia antimicrobiana, gastos excessivos e
alta taxa de mortalidade e morbidade.®

meio das méos contaminadas dos profissionais de saude,®
cujas maos sao fonte e veiculo de transmissao de microrga-
nismos entre os diversos pontos corporais de um mesmo
paciente e entre pacientes.® O ambiente assistencial tam-
bém tem importante papel na epidemiologia dessas infec-
¢bes, ja que superficies contaminadas, frequentemente usa-
das por profissionais, como equipamentos, mesas,
estetoscépios e até mesmo a vestimenta, como os jalecos,
aventais e uniformes, podem servir como fonte de transmis-
sdo, principalmente pelas méos.(" Assim, realizar a higieni-
zacao das maos durante as atividades profissionais no cui-
dado com o paciente contribui para a prevencao de IRAS,
por se tratar da interrupg¢éo da principal forma de transmis-
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sdo de patégenos, além de atender as exigéncias legais e
éticas, promover a seguranca e a qualidade da atencéao
prestada ao paciente,™® e ainda atuar na protegao dos
profissionais de saude e na prevencdo da contaminacao
do ambiente hospitalar e assistencial,® ressaltando que o
tratamento destas infec¢des custa muito mais do que o
valor anual gasto com agentes antissépticos usados na
higiene das maos.®

A microbiota das méos é composta por bactérias re-
sidentes e transitérias. A microbiota residente se encontra
nas camadas mais profundas da pele, sendo assim mais
dificil de ser removida. Ja a transitéria, que coloniza a ca-
mada mais superior da pele, é de facil remocéao pela lava-
gem das maos. Ela normalmente é adquirida pelo contato
com os pacientes ou com superficies contaminadas.('®

Geralmente, a coloniza¢do das maos durante as mais
variadas atividades clinicas é tdo grande que a higienizacao
das mesmas com agua e sabéo néo é capaz de eliminar as
bactérias, e, assim, as maos dos profissionais da saude
podem se tornar permanentemente colonizadas com uma
microbiota patégena adquirida no ambiente de trabalho.(™?
Em decorréncia disso, em 2007, a Organizagéao Mundial da
Sauide (OMS) langou o programa "Cuidado Limpo é Cuida-
do Seguro”, que destaca cinco momentos para a realiza-
¢do da higienizacéo das maos: antes do contato com paci-
ente, antes da realizagdo do procedimento asséptico, ap6s
exposicao a fluidos corporais, apés contato com paciente e
apo6s contato com ambiente préximo ao paciente.®

A higienizagdo das maos consiste na friccdo manual
de toda a sua superficie, punhos e dedos, utilizando sabéao
e agua, por um tempo aproximado de trinta segundos.® E
tem como principal objetivo a remocgéo da maior quantida-
de de microrganismos da microbiota transitéria e de alguns
da residente, de pelos, de células descamativas, de suor,
de sujidade e de oleosidade, sendo assim a principal medi-
da de prevencgéo da transmissdo cruzada de microrganis-
mos.('?

Os profissionais da area da saude, além da longa jor-
nada de trabalho, apresentam também uma grande quanti-
dade de atividades a serem realizadas. Dessa forma, é
comum observar a realizagdo da técnica de lavagem das
maos de forma rapida e distraida, o que pode aumentar o
numero de infecgbes.® Estima-se que, numa UTI, se neces-
site lavar as maos quarenta vezes no tempo de uma hora, o
que significa que o profissional gastaria 1/3 de seu tempo
de trabalho lavando as méos. Por isso, a adesé&o a higieni-
zacao das maos pelos profissionais da saude é baixa, rara-
mente excedendo 40% dos profissionais nos estudos reali-
zados, podendo variar entre os setores, a categoria profis-
sional e as condig¢des de trabalho.®

Diante do exposto, o presente estudo investigou a pre-
senca de contaminagé@o microbiana nas méos dos funcio-
narios de um posto de saude, com o intuito de minimizar as
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infecgdes cruzadas e motivar, se necessario, habitos ade-
quados de higiene e controle microbiano, por meio de pro-
gramas e incentivos.

MATERIAL E METODOS

Foi realizado um estudo prospectivo, de carater quan-
titativo e qualitativo, com a amostra composta pelos funcio-
narios (n = 29) de um posto de salide de uma cidade do
interior do Rio Grande do Sul.

As coletas foram realizadas em outubro de 2015 quan-
do os funcionarios participantes da pesquisa foram convi-
dados e orientados sobre os procedimentos por meio do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Tam-
bém foi aplicado um questionario sobre os habitos de cada
participante. A coleta do material biolégico foi realizada an-
tes e ap6s o turno de trabalho de cada individuo, pela fric-
c¢éo de um swab estéril sobre toda a superficie plantar da
mao dominante, inclusive entre os dedos.

Foram incluidos no estudo todos os funcionarios do
posto de saude, maiores de 18 anos, de ambos os sexos,
que aceitaram participar do estudo. Foram excluidos dois
voluntarios que tiveram que sair do ambiente de trabalho
antes do final de seu expediente para uma visita domiciliar.

Também foi coletado material de alguns utensilios de
uso comum entre pacientes e profissionais, como macane-
tas das portas, mesas dos consultérios e balcao da recep-
cao.

Os swabs foram acondicionados em caixa térmica e
transportados até um laboratério terceirizado, onde foram
feitas as analises de identificagcdo e sensibilidade micro-
biana.

Analise microbioldgica

Cada swab com meio de transporte Stuart (Absorve)
coletado foiinoculado, separadamente, em placas estéreis
de agar sangue de carneiro desfibrinado (Laborclin), que
foram colocadas em uma estufa com temperatura de 37°C
por um periodo de 24 horas. Apos este periodo, as placas
foram retiradas e naquelas em que houve crescimento de
mais de cinquenta unidades formadoras de col6nias (UFC),
se fez a identificagé@o por meio de provas bioquimicas e fisi-
cas (teste de oxidase, catalase e coagulase), com o kit de
enterobactérias da Laborclin, conforme CLSI, 2014.("3

Analise de sensibilidade microbiana

Apos todas as cepas bacterianas serem devidamen-
te identificadas, foram submetidas ao teste de sensibilida-
de frente aos principais antibiéticos para cada classe dos
principais microrganismos com importancia clinica, por meio
do teste de antibiograma. O método utilizado foi o método
semiquantitativo de difusdo em disco, também conhecido
como método de Kirby & Bauer, onde diversos discos, no
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qual estado contidos antibiéticos diferentes, sé@o distribui-
dos em zonas distintas de uma placa de agar Mueller Hil-
ton (Oxoid), cultivadas com as bactérias identificadas an-
teriormente. Apés a incubacdo em estufa com temperatu-
ra de 37° por 18 a 24 horas, foi analisado o padrao de
crescimento ou inibicdo ao redor de cada disco, sendo,
entdo, medido o tamanho de cada halo para a identifica-
¢do de sensibilidades ou resisténcias apropriadas, de
acordo com a espécie bacteriana em analise. Os antibiéti-
cos usados foram amicacina (30 pg), amoxilina + clavulanato
(20/10 pg), ampicilina (10 pg), azitromicina (15 pg), cefepime
(30 pg), cefotaxima (30 y), ceftriaxona (30 ug), ciprofloxacina
(5 ug), clindamicina (2 pg), gentamicina (10 pg), imipenen
(10 ug), levofloxacina (5 pg), meropenem (10 ug),
norfloxacina (10 pg), penicilina G 10U, rifampicina (5 ug) e
tetraciclina (30 pg). Para a selecéo de bactérias multir-
resistentes foram selecionadas as cepas que apresenta-
ram o fenétipo de resisténcia a quatro ou mais agentes
antimicrobianos testados.

Consideragdes éticas

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Univates (Coep/Univates), atendendo os pre-
ceitos éticos previstos na Resolugéo n° 466/2012 do Con-
selho Nacional de Saude, sob parecer de nimero 1.153.403.

Os resultados foram disponibilizados em tabelas do
Excel® e disponibilizados em graficos e tabelas, com
frequéncia absoluta e relativa.

Este trabalho foi realizado com os recursos proveni-
entes do Centro Universitario Univates, ndo havendo confli-
tos de interesse.

RESULTADOS

A amostra foi composta por um total de 29 funcionari-
os do posto de saude, com faixa etaria entre 21 e 54 anos
de idade, sendo 90% (n = 26) do sexo feminino e 10% (n =
3) do sexo masculino. Quanto a categoria profissional e se-
tor de trabalho, 38% (n = 11) eram profissionais da enfer-
magem, entre enfermeiros, técnicos e académicos de en-
fermagem, 21% (n = 6) do setor administrativo, 13% (n=4)
funcionarios da farmacia interna da unidade de saude, 7%
(n = 2) do setor de higienizagéo e 21% (n = 6) de outros
profissionais de nivel superior, entre médicos, nutricionista,
farmacéutico e dentista.

A condigdo para que o individuo fosse considerado
colonizado foi a presenca de mais de 50 UFC. Assim, oito
dos individuos ndo apresentaram crescimento de microrga-
nismos, tanto na entrada quanto na saida de seu turno de
trabalho (Tabela 1). Ja dos 21 profissionais que apresenta-
ram crescimento, obtivemos o isolamento de 45 microrga-
nismos diferentes, 49% (n = 22) foram na entrada e 51% (n
=23) na saida do turno de trabalho (Tabela 2).
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Tabela 1 - Distribuicdo de crescimento microbiano, conforme o setor
e categoria do profissional da saude, dados expressos em niimeros
absolutos.

Setor/Categoria Negativos Positivos Total
Higienizagao 1 1 2
Enfermagem 3 8 11
Administracao 2 4 6
Farmacia 0 4 4
Ensino Superior 2 4 6
Total 8 21 29

Tabela 2 - Distribuicao dos isolados microbianos, conforme o setor e
categoria do profissional da saude, dados expressos em nimeros
absolutos

Setor/Categoria Entrada Saida Total
Higienizagao 1 1 2
Enfermagem 7 11 18
Administracao 5 8
Farmacia 6 11
Ensino Superior 3 6
Total 22 23 45

Dentre os 52 microrganismos isolados e identifica-
dos (Figura 1), a bactéria de maior prevaléncia foi
Staphylococcus aureus, presente em 23 (44%) isolados,
seguida de Staphylococcus sp., em 17 (33%) isolados, e
Escherichia coli, em oito (15%) dos isolados. As outras
bactérias identificadas foram Pseudomonas aeruginosa
(P. aeruginosa), em dois isolados, Shigella sp. e Entero-
bacter aerogenes, presentes em apenas um isolamento
cada.

Nos utensilios analisados foram identificados cinco iso-
lados de S. aureus (72%), um isolado de Staphylococcus
sp. (14%) e umisolado de E. aerogenes (14%). O S. aureus
foi isolado em todas as amostras de utensilios, o que nos
da um total de 100% de contaminacédo em superficies por
este microrganismo, conforme Tabela 3.

4%2% 2%

B Staphylococcus aureus

B Staphylococcus sp.
[ Escherichia coli

B Pseudomonas aeruginosa

B Enterobacter aerogenes
[ Shigella sp.

Figura 1. Total de microrganismos isolados e identificados nas méos e
utensilios.
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Tabela 3 - Microrganismos isolados na entrada e saida do turno de
trabalho do profissional de saude, juntamente com os achados em
utensilios, dados expressos em niimeros absolutos

Tipo de microrganismo Entrada Saida Utensilios Total
Cocos Gram Positivos 17 17 6 40
Staphylococcus aureus 7 11 5 23
Staphylococcus sp. 10 6 1 17
Bastonetes Gram Negativos 5 6 1 12
Escherichia coli 5 3 0 8
Pseudomonas aeruginosa 0 2 0 2
Shigella sp. 0 1 0 1
Enterobacter aerogenes 0 0 1 1
Fungos Leveduriformes 2 2 0 4
Fungos Filamentosos 0 2 0 2

No presente estudo, constatou-se também que, den-
tre os microrganismos isolados, 15 apresentaram multirre-
sisténcia a antibidticos, sendo dez (66%) da espécie S.
aureus e trés (20%) da espécie E. coli. Staphylococcus sp.
e E. aerogenes também apresentaram multirresisténcia (um
isolado de cada).

O S. aureus apresentou elevado indice de resisténcia
para o antimicrobiano penicilina G (83%), seguido da azitro-
micina (65%) e ampicilina (57%). Porém, apresentou 100%
de sensibilidade ao ciprofloxacin e 95% para a gentamicina
e norfloxacin.

Entre os isolados de E. coli, o antibiético que apre-
sentou maior resisténcia foi o levofloxacina (62,5%), segui-
do do imipenen e tetraciclina (50% cada) e amoxilina +
clavulanato e cefotaxima (37,5% de resisténcia em ambas).
No entanto, apresentou-se sensivel aos demais antibiéticos
testados.

As bactérias Staphylococcus sp. apresentaram mai-
or resisténcia a penicilina (88%) azitromicina (64%) e clinda-
micina (47%), mas apresentaram grande sensibilidade a
gentamicina (90%). A Unica E. aerogenes isolada apresen-
tou resisténcia a ampicilina, imipenen, levofloxacina e
norfloxacin, sensibilidade apresentou somente a amoxilina
+ clavulanato e aos demais antibiéticos testados apresen-
tou valor intermediario.

O total de isolados multirresistentes nas méaos dos pro-
fissionais foi de 11 (73%) dos microrganismos, e a classe
profissional que apresentou maior nimero de isolados
multirresistentes aos antibioticos testados foi a farmacia,
seguida da enfermagem (Figura 2).

Apesar de todos os pesquisados concordarem que
a correta higienizacdo das maos reduz a taxa de infec-
¢des, apenas 65,5% (n = 19) lavam com frequéncia suas
maos durante as mais diversas atividades de seu dia a
dia. Por meio do questionario aplicado, também se
constatou que 86,2% (n = 25) fazem uso de substancia a
base de alcool para a higienizacéo das méos e que 20,7%
(n =6) acham que ela substitui a lavagem com agua e sa-
béao. Sobre os produtos disponiveis para a lavagem das
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B Farmacia
B Enfermagem

Ensino superior

B Administragdo
M Higienizagdo

Figura 2. Total de microrganismos multirresistentes isolados nas méos
dos funcionarios conforme setor/categoria.

maos 86,2% (n = 25) acham os produtos adequados e
82,4% (n = 24) aprovam também a infraestrutura e nimero
de lavabos disponiveis no local de trabalho.

Quando questionados se ja realizaram algum tipo de
treinamento sobre a higienizagdo ou lavagem das maos,
somente 31% (n = 9) responderam que sim, porém, ndo na
unidade de saide em questéo.

DISCUSSAO

As maos dos profissionais de saude ja foram identi-
ficadas como fonte de surtos de infecgdo em servicos de
saude, causados por varias bactérias Gram-negativas
multirresistentes, como Acinetobacter sp., Stenotropho-
monas maltophilia e Klebsiella pneumoniae. Com rela-
cdo as bactérias Gram-positivas, as evidéncias também
apontam para as maos dos profissionais de saiide como
uma das principais responsaveis pela disseminacao des-
tes patégenos.(?

Dentre os microrganismos isolados das méos dos pro-
fissionais, foi observado um niimero maior de isolados do
tipo cocos Gram-positivos. Esses microrganismos, em par-
ticular o S. aureus, sé@o considerados os principais agentes
de infeccdo hospitalar."¥O S. aureus causa principalmente
infecgdes de corrente sanguinea, relacionada a cateteres e
infecgdes de pele e partes moles, mas é também um dos
agentes mais frequentes de pneumonias associadas a ven-
tilagdo mecanica."®

Os dados concordam com outro estudo, que identifi-
cou Staphylococcus sp. nas méos e sob as unhas de pro-
fissionais de saude, estudantes e visitantes em ambiente
hospitalar, revelando que 50% estavam colonizados, sen-
do 7% por S. aureus, e destes, 1% multirresistente a anti-
bioticos.("®

Outro achado importante foi a identificacédo de E. coli
em 67% dos bacilos Gram-negativos isolados. A E. coli esta
presente no trato intestinal do homem e outros animais, por-
tanto, a presenca deste microrganismo significa contami-
nagdo por material fecal.("” Concordando com o estudo,
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Machado et al.("® identificaram E. coli em 29,17% das maos
e fossas nasais dos manipuladores de alimentos de um
ambiente hospitalar. Outro estudo também mostra o predo-
minio de 32,5% desta bactéria nas maos, vestimenta, su-
perficies, utensilios e instrumentos de comum utilizagéo en-
tre os funcionarios de um hospital publico de Goias.("®

O conhecimento sobre a presenca de E. coli nas maos
de profissionais da sadde nédo é recente. Em 1990, Barros
identificou a presenca deste microrganismo nas maos dos
funcionarios da Maternidade Escola Assis Chateaubriand, o
que o levou a analisar os sabdes disponiveis para a higieni-
zacao das mesmas nos diversos setores do Hospital, e, den-
tre os quatro tipos de sabdes analisados, um estava conta-
minado.®

Na presente pesquisa, houve o crescimento de dois
isolados de P. aeruginosa, ambos durante a saida de fun-
cionarios do mesmo setor, o que pode nos indicar alguma
contaminag¢ao ambiental, ja que somente estes dois funci-
onarios trabalham neste setor. AP, aeruginosa é uma bac-
téria extremamente versatil, por ter a capacidade de so-
breviver em agua e outros ambientes com restricdo de nu-
trientes, e por causar infecgdes oportunistas, geralmente
do trato respiratério, urinario e também sanguineas. E a
causa mais comum de infecgdes no ouvido e por queima-
duras e é frequente colonizador de equipamentos médi-
COS.(15’21)

Investigacdes de surtos de P. aeruginosa em unida-
des de terapia intensiva neonatal comprovaram que os mi-
crorganismos foram transmitidos pelas méaos dos profissio-
nais de salde, as quais foram contaminadas por antissép-
ticos utilizados para a higienizagdo das mesmas.("

Podemos observar que, do total de microrganismos
isolados, 22 foram na entrada e 23 na saida do turno de
trabalho, o que nos indica uma estabilidade no crescimento
e transmissdao de microrganismos. Porém, na equipe de
enfermagem houve um crescimento de 37% de achados no
final do expediente de trabalho, o que pode indicar uma ina-
dequada higienizagéo das maos.

Um estudo sobre a frequéncia da higienizacdo das
maos em uma unidade de terapia intensiva revelou que era
esperado que os profissionais da equipe de enfermagem
realizassem a higienizagdo das maos 298 vezes, entretan-
to, a adesao foi de apenas 15% dos profissionais. E para
os médicos, era esperado que as suas maos fossem higie-
nizadas 34 vezes, porém esse procedimento ocorreu so-
mente 9 vezes.!" Ja outro estudo do mesmo espectro, re-
velou, na categoria médica, que entre os 80 registros espe-
rados de higienizacdo das maos, somente 14 foram reali-
zados, e, destes, 12 de forma incorreta. Na categoria de
enfermagem, dos 748 registros de oportunidades, 247 fo-
ram realizadas, e, destas, 196 de forma incorreta.*

Souza et al.®? observaram que em 56,2% das oportu-
nidades de higienizacdo das méos observadas, ela néo foi
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aderida, sendo que a classe profissional que mais higienizou
suas maos foi a dos fisioterapeutas (53,5%) e a menor, dos
técnicos de enfermagem (29,2%).

O antibiograma apontou elevado indice de resisténcia
a penicilina G pelo S. aureus; dados semelhantes foram ob-
servados em outro estudo, que apresentou 76% de resis-
téncia deste antibiotico sobre este microrganismo.®

O perfil de resisténcia das amostras de E. coli revelou
taxas elevadas de resisténcia a levofloxacim, imipenen e
tetraciclina. Porém, apresentaram 100% de sensibilidade a
ampicilina, ciprofloxacin, amicacina, norfloxacin e genta-
micina. Na pesquisa de Braoios et al.,?® a E. coli apresen-
tou resisténcia a ampicilina (52,1%) e tetraciclina (29,1%).
Contudo, um estudo realizado no hospital regional do muni-
cipio de Morrinhos, GO encontrou cepas de E. coliresisten-
tes a ampicilina e eritromicina.® Assim, o presente estudo
apresentou resultados diferentes aos demais, resultado esse
que pode ser explicado pela evolugdo natural das bactérias
para superar as condigdes adversas que encontram, o que
justifica a existéncia de tantas variedades da mesma espé-
cie bacteriana. Elas podem desenvolver a capacidade de
produzir substancias toxicas, que facilitam sua adeséo ao
epitélio do hospedeiro. Também possuem condigdes de pro-
duzir componentes celulares que dificultam a sua elimina-
¢ao pelo sistema imunolégico do hospedeiro. O conjunto
destas "habilidades" ajuda na determinacdo do seu grau
de viruléncia e patogenicidade.®

No presente estudo, foram avaliados utensilios de uso
comum entre os funcionarios e os pacientes da unidade de
salde, como magcanetas e superficies de mesas. Nos cinco
utensilios analisados, houve o crescimento de sete microrga-
nismos, e, destes, quatro (57%) apresentaram multirre-
sisténcia aos antibiéticos testados. O reservatoério natural dos
microrganismos pode ser os pacientes infectados, ou, ain-
da, e em muitos casos, os proprios profissionais da area da
salide, que atuam como carreadores. Entretanto, utensilios
ou equipamentos contaminados por estes agentes podem
ser o reservatorio ambiental. Dessa forma, a transmisséo de
bactérias multirresistentes pode ocorrer de forma cruzada,
pelos profissionais de saude, tanto pelo contato direto entre
um paciente e outro, como pelo contato indireto, devido ao
manuseio de utensilios ou superficies contaminadas.®

Por meio da pesquisa, podemos observar que as bac-
térias isoladas das méaos dos funcionarios também foram en-
contradas em utensilios de comum utilidade entre os profissi-
onais e pacientes, sugerindo que a transmisséo cruzada de
microrganismos em unidades de saude publica é possivel.
Ressalta-se assim aimportancia da correta higienizacéo das
maos com agua e sabdo durante as mais variadas ativida-
des exercidas durante o atendimento ao paciente.

Contudo, é importante salientar que, de acordo com
os diferentes codigos de ética nas diversas profissées de
cuidado ao paciente, quando estes colocam em risco a
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saude dos individuos, podem ser responsabilizados por
impericia, negligéncia ou imprudéncia.®®

CONCLUSOES

Entende-se que os ambientes assistenciais podem
estar contaminados, existindo assim o risco de transmis-
sdo, porém, pesquisas relacionadas a este tema ocorrem
normalmente em ambientes hospitalares. Os dados obtidos
no presente estudo ressaltam que o ambiente assistencial
de saude publicatambém é um meio de concentragéo, trans-
missdo e disseminacdo de microrganismos patogénicos.
E isso vai contra o foco principal das unidades basicas de
salde, que é a prevencgao.

A principal medida para o controle de doencgas infec-
ciosas é a higienizacdo das méos, sendo que os nossos
resultados mostraram que os profissionais reconhecem
essa agdo como uma estratégia para a prevengao das IRAS,
mas subestimam a correta adeséo, talvez por falta de esti-
mulo e assisténcia de seus supervisores, ja que todos infor-
maram nao terem treinamento sobre a correta higienizacao
das maos pelo local em que trabalham.

Dessa forma, os dados obtidos nessa pesquisa res-
saltam a importancia de programas efetivos de educacéo,
destacando a necessidade da correta higienizagdo das
maos. Além disso, novos estudos sobre o assunto devem
ser realizados em outras unidades publicas de saude, a fim
de se verificar a presencga ou ndo de patégenos no local,
contribuindo com a prevencéo de infecgdes cruzada.

Abstract

Introduction: Infections related to health assistance refer to those
acquired during the provision of health care, and the main route of
transmission of microorganisms occurs through the hands of health
professionals. Objective: This study aims to identify and qualify the
microbial agents present in the hands from the employees of a health
center. Methods: Microbial samples were analyzed, collected by a swab
with Stuart mode of transport, from the hands of 29 employees of the
respective healthcare center and the surface of some common utensils
used among employees and patients. These samples were incubated
and properly identified through biochemical and physical evidences. After,
they were subjected to the antibiotic sensitivity test. Results: Among
the 52 isolated and identified microorganisms, the most prevalent bacteria
was Staphylococcus aureus (44%), followed by Staphylococcus sp.
(33%), and Escherichia coli (15%). The other identified bacteria were
Pseudomonas aeruginosa, Shigella sp. and Enterobacter aerogenes. /t
was found that 28.9% (n = 15) of identified bacteria were resistant to
four or more antibiotics. There was also the isolation of S. aureus (72%),
Staphylococcus sp. and Enterobacter aerogenes (714%) on items like
tables, door knobs and countertops. Conclusion: The same bacteria
that were found in the hands of the employees have also been found in
common use utensils between professionals and patients, suggesting
that there is cross-transmission of microorganisms in public health center,
and highlighting the importance of proper hand sanitizing with soap and
water before several activities carried during patient care.

Keywords
Hand hygiene; Contamination; Public health
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Meningite eosinofilica: relato de caso
Eosinophilic meningitis: Case report
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Resumo

A meningite eosinofilica € uma reacéo inflamatéria causada na grande maioria das vezes por
parasitas. Por meio da analise quimiocitolégica do liquido cefalorraquidiano (LCR), o labora-
tério clinico é responsavel por detectar a presenga de eosinéfilos e contribuir para o diagnés-
tico final de meningite eosinofilica, diferindo-a de outras causas etiolégicas de meningites.
Neste relato de caso, uma crianga deu entrada no Hospital Universitario da Universidade de
Sao Paulo com sinais e sintomas de meningite e foi diagnosticada com meningite eosinofilica
devido ao resultado clinico e a analise quimiocitolégica do LCR. Exames sorolégicos no
LCR para identificagdo do agente causador foram encaminhados para centros de referéncia
e, embora a identificag@o do agente causador ndo tenha sido estabelecida, este relato de
caso nos mostra a importancia do laboratdrio clinico na identificagdo de eosinéfilos no LCR
e no encaminhamento de amostras para os centros de referéncia/pesquisa, auxiliando no
aprimoramento ou desenvolvimento de testes diagndsticos bem como na melhoraria de
acodes de saude publica.

Palavras-chave
Meningite; Eosinofilia; Parasitos

INTRODUCAO

Meningite &€ um processo inflamatério das meninges,
que sdo um conjunto de membranas que revestem e prote-
gem o sistema nervoso central (SNC), medula espinhal, tron-
co encefalico e encéfalo. Este processo inflamatério pode
ser potencialmente fatal devido a geragéo de diversos esti-
mulos que podem comprometer 6rgaos nobres do SNC,
6rgaos esses que apresentam reduzida taxa de regenera-
¢do. A meningite é geralmente causada por agentes infec-
ciosos, como bactérias, virus, fungos ou parasitas, embora
também possa ser causada por agentes nao infecciosos,
por exemplo, as células cancerosas, drogas, doencgas do
sistema imunolégico, entre outros."

As meningites virais e bacterianas recebem maior
atencao, do ponto de vista da salide publica, por sua mag-
nitude e a capacidade de causar surtos epidémicos. De
acordo com dados do Ministério da Saude (GT- Meningite/
UVRI-SINAN/Devit/SVS/MS), o nimero de casos de menin-
gite no Brasil € em torno de 20 mil ao ano, sendo que 82%
dos casos sdo causados por virus e bactérias e 18% nao

sdo especificados. Dentre os casos nado especificados des-
tacam-se os causados por parasitas, uma vez que podem
aparecer de forma esporadica, podendo, entretanto, cau-
sar surtos epidémicos.("

Dentre os agentes etiol6gicos parasitarios, Angios-
trongylus, Toxocara, Schistosoma e Cysticercus merecem
destaque por sua maior incidéncia em causar meningites
eosinofilicas.

A meningite eosinofilica causada por Angyostrongylus
cantonensis € uma doenca emergente no Brasil e destaca-
se a importancia de sua notificagdo bem como a atuagéo
de centros de saliide em compilar informacdes sobre diver-
sos aspectos da infecgdo humana e o seu modo de trans-
missdo.? O Angyostrongylus cantonensis é um parasita
comumente encontrado em roedores, onde se reproduzem
e garantem a continuidade da espécie. As suas larvas, eli-
minadas nas fezes dos roedores, sdo costumeiramente
ingeridas por caracéis. No Brasil, destaca-se a dissemina-
¢éo do parasita favorecida por um grande aumento do nu-
mero de caracéis terrestres, especialmente da espécie
Achatina fulica, chamado de caramujo Africano Gigante, que
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se disseminou por todas as regides do pais. Dessa forma,
o homem se contamina com Angyostrongylus cantonensis
pela ingestdo ou contato com muco de caracéis infecta-
dos, que podem ser encontrados em vegetais crus con-
taminados.

O objetivo deste trabalho é relatar um caso de menin-
gite eosinofilica no Hospital Universitario da Universidade
de Séo Paulo em 2015 e alertar sobre a importancia do
laboratorio clinico no diagnéstico de meningites eosinofilicas
e direcionamento do diagnéstico final.

RELATO DO CASO

G.M.S, do sexo masculino, com 7 anos de idade, bran-
co, com residéncia em S&o Paulo, previamente higido, en-
caminhou-se ao pronto socorro do Hospital Universitario da
Universidade de S&ao Paulo com queixa de cefaleia ha 12
dias e febre (38,9°C) ha 3 dias. Teve vomitos no dia anterior
e diminuicdo da ingestéo alimentar. Na entrada apresenta-
va-se em regular estado geral, desidratado, sem sinais
meningeos. A tomografia de cranio evidenciou sinais de

hipertensé@o craniana, espessamento e hiperdensidade
meningea, associados a sinais de edema vasogénico nos
hemisférios cerebelares, indicando um processo infeccio-
so ou inflamatério. O leucograma apresentou leucocitose
(14.690 /mm?3) com eosinofilia (1.542 / mm3).

O exame quimiocitolégico do liquido cefalorraquidiano
(LCR) apresentou-se ligeiramente turvo e incolor com
celularidade aumentada (164 células/mm?), eosinofilia (33%)
(Figura 1A e 1B), proteinas discretamente aumentadas
(69,9 mg/dL, VR= 15-45mg/dL), glicose levemente dimi-
nuida (47mg/dL, VR= 50- 80mg/dL) e Pandy positivo,
confirmando o diagnéstico de meningite eosinofilica. O tra-
tamento foi iniciado imediatamente com 0,3 mg/kg de
dexametasona, uma vez por dia e evoluiu bem com melhora
da cefaleia e das demais queixas. O diagnéstico de menin-
gite eosinofilica foi confirmado pelos exames clinicos e
laboratoriais. Entretanto, nao foi possivel a identificacédo do
agente etiologico por testes sorologicos auxiliares para iden-
tificacdo de Toxocara, Angiostrongylus, Schistosoma e
Cysticercus encaminhados para o Instituto Adolfo Lutz, Sdo
Paulo, Brasil.

Figura 1A. Eosindfilos no LCR (aumento: 200 x; coloragdo de May-Griinwald) e Figure 1B — Eosinéfilos no LCR (aumento: 1000 x; coloragéo de

May-Grtinwald).

DISCUSSAO

O diagnoéstico de meningite é baseado principalmen-
te nas manifestagdes clinicas e no exame do LCR, um dos
primeiros testes laboratoriais a ser solicitado e realizado. O
exame do LCR consiste na analise bioquimica e na analise
citologica, feita pela contagem de células totais e pelo dife-
rencial. O exame do LCR, além de ser importante para o
diagnéstico de meningite, permite orientar a indicagao para
realizacédo de exames complementares necessarios para
identificacdo do agente etiolégico.
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Os sintomas clinicos da meningite eosinofilica sdo
geralmente os mesmos que o de outras formas de meningi-
tes causadas por virus e/ou bactérias. No entanto, na anali-
se do LCR, os eosinéfilos sdo raramente encontrados em
meningites virais ou bacterianas, e a presenca de eosin6filos
no LCR é encontrada exclusivamente quando a meningite é
causada por parasitas ou fungos.®

No caso atual, a andlise quimiocitolégica do LCR de-
monstrou resultados compativeis com meningite eosi-
nofilica, uma vez que, nesse tipo de meningite, geralmente
o LCR apresenta-se ligeiramente turvo com discreto
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aumento de proteina, discreta diminuicdo de glicose e
eosinofilia maior de 10%.? Os resultados dos testes
sorolégicos no LCR para Toxocara, Angiostrongylus,
Schistosoma e Cysticercus apresentaram-se néo
reagentes. Entretanto, devido a dificuldade e limitagdes
técnicas no isolamento do agente etiologico, os resulta-
dos nédo reagentes sdo comumente encontrados. Os tes-
tes imunolégicos e moleculares podem auxiliar na identifi-
cacao do agente etiol6gico, no entanto o imunodiagnéstico
ndo é possivel nas fases iniciais da infec¢éo, além de di-
versos testes imunolégicos ndo serem encontrados comer-
cialmente por estarem ainda em desenvolvimento. E os
testes moleculares, que sdo capazes de detectar o para-
sita na fase inicial, também nédo sdo encontrados em es-
cala comercial.

Dessa forma, o diagnéstico de meningite eosinofilica
pode ser apenas presuntivo, e a epidemiologia, nestes ca-
sos, pode ajudar no diagnéstico final. Na hipétese de me-
ningite eosinofilica causada por Angyostrongylus canto-
nensis, o diagnéstico é geralmente presuntivo e estabele-
cido por sinais clinicos tipicos de meningite, com cefaleia
severa; no recordatério alimentar do paciente, verificando
a possibilidade de ingestdo de mariscos crus; na avalia-
¢éo das condigdes de moradia e a proximidade com am-
bientes infestados de caracois terrestres; bem como a pre-
senca proeminente de eosinéfilos no LCR.

Neste relato de caso evidenciou-se que o paciente
era proveniente de regiéo tipica aonde o encontro de ca-
racois terrestres € comum, além de apresentar caracteris-
tica quimiocitolégica do LCR compativel com meningite
eosinofilica causada por Angyostrongylus cantonensis. De
acordo com Sawanyawisuth & Sawanyawisuth, o LCR de
pacientes com Angyostrongylus cantonensis também
pode aparecer ligeiramente turvo, assemelhando-se a agua
de coco, que é patognoménico da angiostrongiliase.®
Sobre as caracteristicas bioquimicas, Punyagupta et al.
relataram niveis normais de glicose e niveis normais ou
ligeiramente elevados de proteina.®

A subdeteccdo de eosinéfilos no LCR contribui para
subestimar a prevaléncia de meningite eosinofilica; desta
forma, na analise do LCR, a preparacéo da lamina, colo-
racao do sedimento, bem como os conhecimentos sobre
a importancia da diferenciagdo adequada de leucécitos
no LCR séao relevantes para conduzir adequadamente o
diagnéstico final da doenca e prevenir uma possivel
endemicidade.® Assim, os laboratérios clinicos cooperam
com futuras pesquisas cientificas, bem como no aperfei-
coamento de metodologias e técnicas imunolégicas, envi-
ando material suspeito para centros de referéncia para
completa identificacdo do agente etiol6gico, contribuindo
para o aprimoramento de dados de notificagdo compulso6-
ria das meningites e o estabelecimento de novas agdes
de saude publica.

RBAC. 2017;49(2):213-15

Abstract

Eosinophilic Meningitis is an inflammatory reaction mainly caused by
parasites. Performing Cerebrospinal Fluid (CSF) analysis, the clinical
laboratory is responsible for detecting the presence of eosinophils, and
contributes to the final diagnosis of eosinophilic meningitis, differing
from the other causes of meningitis. In the current case report, a child
came to the emergency room of the University Hospital of the University
of Sdo Paulo presenting signs and symptoms of meningitis and was
diagnosed with eosinophilic meningitis based on the clinical outcome
and in the CSF differential cell count result. Serological CSF tests for
final etiologic agent identification were performed in reference centers
and although the identification of the causative agent has not been
established, this case report shows the importance of the clinical
laboratory for the identification of eosinophils in the CSF. Additionally, it
is highlighted the importance in sending samples for reference
laboratories/research centers to assist the improvement or development
of new diagnostic tests and the advance in public health actions.
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Meningitis; Eosinophilia; Parasites
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ARTIGO DE ATUALIZAGAO: trabalhos descritivos e interpretativos com
base em literatura recente sobre o estado atual de determinado assunto. Os
critérios técnicos que deverao ser utilizados sdo os mesmos definidos para os
Artigos de Revisdo. Estes trabalhos sdo também escritos a convite do editor.

COMUNICAGAO BREVE: ttrabalhos originais cuja relevancia para o
conhecimento de determinado tema justifica a apresentagao cientifica de dados
iniciais de pequenas séries ou dados parciais de ensaios clinico-laboratoriais.
Sua estruturagao devera conter: titulo (até 250 caracteres entre letras e espago),
titulo corrido (até 40 caracteres entre letras e espago), resumo/ abstract
estruturado (até 200 palavras), palavras-chaves/ keywords (3 a 6 termos),
introdugéo, material e métodos, resultados, discusséo, conclusao e referéncias
bibliograficas (até 25 referéncias). O texto nao devera exceder 3000 palavras,
excluindo-se tabelas, quadros, figuras e referéncias.

RBAC. 2017;49(2):216-9



Instrugdes aos autores/Instructions for authors

RELATO DE CASO: trabalhos com descrigdo detalhada e andlise critica
de casos clinico-laboratoriais atipicos que, pela sua raridade na literatura ou
apresentagdo nao usual, merecem uma divulgagao e discussao cientifica.
Os relatos de casos deverdo conter: titulo (até 200 caracteres entre letras e
espaco), titulo corrido (até 40 caracteres entre letras e espago), resumo/
abstract com contexto e relato contendo descrigédo, discussao e conclusao
(até 200 palavras), introdugao, apresentacéo e relato do caso, discussao,
concluséo e referéncias bibliograficas (até 25 referéncias). O texto ndo devera
exceder 3000 palavras, excluindo-se tabelas, quadros, figuras e referéncias.

NOTA TECNICA: Descrigao/ validagao de instrumentos, métodos e técnicas.
Sua estruturagao devera conter: titulo (até 250 caracteres entre letras e espago),
titulo corrido (até 40 caracteres entre letras e espago), resumo/ abstract estruturado
(até 200 palavras), introdugédo, metodologia e referéncias bibliograficas (até 30
referéncias). O texto ordenado (titulos e subtitulos) ndo devera exceder 5000
palavras, excluindo-se tabelas, quadros, figuras e referéncias.

RESENHA: Revisao critica de obra recém publicada (até 3 anos), orien-
tando o leitor quanto a suas caracteristicas e usos potenciais. E fundamental
que ndo se trate apenas de um sumario ou revisdo dos capitulos da obra,
mas efetivamente uma critica. Este tipo de contribuigdo esta limitado a 6
paginas, incluindo todos os seus elementos. Nao ha resumo/abstract.

IMAGENS EM ANALISES CLINICAS: maximo de duas figuras com quali-
dade de 300 dpi gravadas em ".jpg" ou "tif" e até 3 autores e trés referéncias
que nao deverao ser citadas no texto. As imagens deverao conter titulo descri-
tivo. O texto devera conter um maximo de 300 palavras com énfase na carac-
terizagao das figuras. Agradecimentos ndo deverdo ser declarados.

CARTA AO EDITOR: correspondéncias de conteudo cientifico com comen-
tarios, discussdes ou criticas a artigos recentes (dois nimeros anteriores)
publicados na Revista Brasileira de Anélises Clinicas ou ainda com relatos de
pesquisas originais, achados técnico-cientificos significativos, opinides quali-
ficadas sobre um tema especifico das andlises clinicas, bem como mengdes
ou obituarios de personalidades da area da saude e andlises clinicas onde
devera ser destacado seu perfil cientifico e sua contribuicdo académica e pro-
fissional. Os autores de artigos originais citados por terceiros serdo convida-
dos a responder aos comentarios e criticas a eles dirigidos. Nesta categoria,
o texto tem formato livre, mas nao devera exceder 500 palavras e 5 referéncias.

EDITORIAIS: escritos a convite do editor, sob tema especifico, mas con-
siderando a area de enfoque da Revista Brasileira de Anélises Clinicas.
Deverdao conter um maximo de 2000 palavras e até 10 referéncias biblio-
graficas. Nao serdo aceitos editoriais enviados espontaneamente.

A Revista Brasileira de Andlises Clinicas avalia manuscritos para publica-
¢ao em portugués e inglés. Manuscritos em portugués devem estar em conso-
nancia com a norma culta. A submissdo de manuscritos em inglés é enfatica-
mente estimulada pelo Conselho Editorial. Quando neste idioma, recomenda-
se a revisdo por profissional que tenha o inglés como primeira lingua e de
preferéncia, familiarizado com a area do trabalho. O Conselho Editorial, caso
considere necessario, podera enviar os manuscritos submetidos em inglés
para um revisor do idioma, repassando os custos aos autores, apds a autori-
zagao expressa dos mesmos. em inglés para um revisor do idioma, repas-
sando os custos aos autores, apds a autorizagdo expressa dos mesmos.

A estrutura geral do manuscrito devera acompanhar a normalizagédo
técnica conforme o quadro abaixo.

= RA [0S AR 0
Portugués Inglés

Titulo Completo Complete Title

Incluir versdo em Inglés Incluir versao em Portugués
Titulo Corrido Running Title

Incluir versdo em Inglés Incluir versdo em Portugués
Autores Authors
Resumo Abstract

Incluir versdo em Inglés Incluir versdo em Portugués
Palavras-Chave Keywords

Incluir versdo em Inglés Incluir versdo em Portugués
Introducgao Introduction
Material e Métodos Material and Methods
Etica Ethics
Resultados Results
Discussao Discussion
Concluséo Conclusion
Conflito de interesse Conflicts of Interests
Suporte Financeiro Funding Sources
Agradecimentos Ackowledgements
Referéncias References
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TITULO COMPLETO: Devera ser breve e indicativo da exata finalidade
do trabalho. Recomenda-se iniciar pelo termo que representa o aspecto
mais relevante da pesquisa com os demais termos em ordem decrescente
de importancia. O titulo ndo devera conter nenhuma abreviatura e os nomes
das espécies ou palavras em latim deverdo vir em letras mindsculas (exce-
tuando-se, quando for o caso, a primeira letra da palavra) e em italico.

TiTULO CORRIDO: Devera ser resumido e conter a ideia central do
trabalho.

AUTORES: Os nomes completos dos autores por extenso, graus aca-
démicos e filiagao institucional deverdo ser mencionados. O nome comple-
to, endereco profissional, telefone e e-mail do autor responsavel pelo ma-
nuscrito devera ser especificado.

RESUMO: Devera ser redigido de forma impessoal, bem como ser con-
ciso e claro, pondo em relevo, de forma precisa, os fatos de maior importan-
cia encontrados e as conclusdes obtidas. Devera ser elaborado ainda de
forma estruturada, contendo introdugéo, objetivos, material e métodos, re-
sultados, discussao e conclusdes. Referéncias ndao deverao ser citadas e
o emprego de acrénimos e abreviaturas devera ser limitado.

PALAVRAS-CHAVE: Deverao ser indicados termos que permitam a iden-
tificagdo do assunto tratado no trabalho. As palavras-chaves deverdo ser
extraidas do vocabulario DeCS [Descritores em Ciéncias da Saude], elabo-
rado pela Bireme, e/ou MeSH [Medical Subject Headings], elaborado pelo
NLM [National Library of Medicine]. Os vocabularios DeCS (http://decs.bvs.br/
) e MeSH (http://www.nlm.nih.gov/mesh/) deverdo ser consultados, pois ne-
nhuma outra palavra-chave sera aceita.

INTRODUGAO: Devera apresentar a justificativa para a realizagao do
trabalho, situar a importancia do problema cientifico a ser solucionado e
estabelecer sua relagdo com outros trabalhos publicados sobre o assunto.
Nesta secdo, as citagbes deverdo ser restringidas ao minimo necessario. A
introdugdo nao devera incluir ainda dados ou conclusées do trabalho em
referéncia. O ultimo paragrafo devera expressar o objetivo de forma coeren-
te com o descrito no inicio do resumo.

MATERIAL E METODOS: Deverao ser apresentados de forma breve, po-
rém suficiente para possibilitar a reproducao e replicagao do trabalho. Nesta
secdo, deverdo ser informados o desenho experimental e o material envolvi-
do, bem como devera ser feita a descricdo dos métodos utilizados. Métodos
ja publicados, a menos que tenham sido extensamente modificados, deve-
rao ser referidos apenas por citagdo. Fontes de reagentes e equipamentos
(empresa, cidade, estado e pais) deverdo ser mencionados. Nomes que sao
marcas registradas deverao ser também, claramente, indicados. Para me-
lhor leitura e compreensao, subtitulos poderdo ser estabelecidos.

ETICA: Nesta secdo, devera ser declarado, textualmente, o cumprimen-
to da legislagao, quando estudos com seres humanos ou animais forem
procedidos. Devera ser mencionado também a aprovagao do Comité de
Etica correspondente da instituigdo a qual pertencem os autores responsa-
veis pelos experimentos, inclusive, informando, claramente, o numero do
parecer. O Corpo Editorial da Revista podera recusar artigos que nao cum-
pram rigorosamente os preceitos éticos da pesquisa.

RESULTADOS: Deverao ser apresentados em sequéncia légica e com
o minimo possivel de discussdo ou interpretagdo pessoal e acompanha-
dos de graficos, tabelas, quadros e ilustragdes. Os dados constantes nes-
ses elementos graficos, no entanto, ndo deverdo ser repetidos integral-
mente no texto, evitando-se, desse modo, superposi¢ées. Apenas as infor-
magdes mais relevantes deverdo ser transcritas e enfatizadas.

DISCUSSAO: Devera ficar restrita ao significado dos dados obtidos e
resultados alcancados, procurando, sempre que possivel, uma correlagao
com a literatura da area. Nao devera ser incluida uma revisdo geral sobre o
assunto. A repeti¢cdo de resultados ou informagées ja apresentadas em
outras segdes, bem como especulagdes que nao encontram justificativa
para os dados obtidos deverao ser evitadas.

CONCLUSOES: Deverido ser concisas, fundamentadas nos resultados
e na discussao, contendo dedugées légicas e correspondentes aos objeti-
vos propostos. Em alguns casos, podera ser incluida no item discusséo,
nado havendo necessidade de repeti-la em item a parte.

CONFLITOS DE INTERESSE: Devera ser informada, de maneira explici-
ta, por todos os autores, a existéncia ou ndo de conflitos de interesse que
podem derivar do trabalho. Nao havendo conflitos de interesse, devera ser
escrito "Nao ha conflitos de interesse”.

SUPORTE FINANCEIRO: Deverao ser informados todos os tipos de apoio,
fomento ou financiamento obtidos para a realizagdo do projeto de pesquisa.

AGRADECIMENTOS: Deverao ser curtos, concisos e restritos aquelas
pessoas e/ou instituicdes que colaboraram com auxilio técnico e/ou recur-
sos. No caso de 6rgaos de fomento, ndo deverdo ser utilizadas siglas.

TABELAS: O titulo devera ser breve e descritivo, apresentando de maneira
precisa seu contetido e o contexto (ou amostra) a partir do qual a informagao foi
obtida. Devera estar ainda inserido na parte superior da ilustracao e ser
precedido pela palavra "Tabela", seguida por um nimero identificador em
algarismos arabicos. A numeragédo das tabelas devera ser feita consecutiva-
mente, a partir da ordem de citagdo no texto. Serdo permitidas notas explicativas
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de rodapé (legendas), indicadas por asteriscos e dispostas ao final da tabela.
Para notas de rodapé, devera ser utilizado algarismos romanos. As tabelas
deverao ser elaboradas com linhas horizontais de separagdo no cabegalho e
em sua parte inferior e sem linhas verticais. Nao deverao ser utilizadas também
linhas horizontais internas. Os dados das tabelas deverao ser digitados em
tamanho 10 e com minusculas, excetuando-se as letras do inicio das palavras
e as siglas. Nas tabelas, devera ser empregado espagamento entrelinhas
1,5, sem qualquer forma de tabulagdo ou recuos de paragrafos. O
comprimento da tabela ndo devera exceder 55 linhas, incluindo titulo, e
apresentar largura maxima de 17cm. Os dados apresentados em tabelas
ndo deverdo ser repetidos em graficos. As tabelas deverdo ser compostas
em programa Word ou MS-Excell e enviadas em arquivo separado. Devera
ser evitado um numero excessivo de tabelas.

FIGURAS: Todas as ilustragdes que ndo se enquadram no conceito de
tabela sdo consideradas figuras, portanto: quadros, graficos, desenhos,
imagens e fotografias. Deverao ter um titulo breve e descritivo, disposto em
sua parte inferior. Deverdao ainda ser numeradas com algarismos arabicos,
consecutivamente, na ordem de aparecimento no texto e citadas como
figuras. As figuras deverao ter boa resolugdo (minimo de 300 dpi), ser
gravadas em formato ".jpg" ou "tif" € medir no minimo 12 x 17cm e no maximo
20 x 25cm. As escalas deverdo ser indicadas por uma linha ou barra na
figura e referenciadas, se necessario, na legenda. Os graficos deverdo ser
preparados nos programas Microsoft Word ou MS-Excell em formato ".doc",
".docx" ou ".xIs" e ndo como imagem. Imagens produzidas em software
estatistico devem ser convertidas para formato MS-Excell, caso nédo seja
possivel converter para formato ".tif". llustragdes coloridas somente poderao
ser aceitas se os autores assumirem os custos. Os dados apresentados
nas figuras ndo deverao repetir aqueles ja descritos nas tabelas. Os locais
aproximados onde as ilustragées serdo colocadas deverdao ser
determinados no texto. As figuras deverdo ser enviadas em arquivos
separados. Nao deverdo ser enviados um numero excessivo de figuras.

REFERENCIAS: As referéncias, em todas as categorias de trabalho ci-
entifico, deverdo ser normalizadas de acordo com o estilo Vancouver publi-
cado em Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical
Journals [Normas para Uniformizagdo de Manuscritos Submetidos as Re-
vistas Biomédica] pelo International Committee of Medical Journal Editors
[ICMJE] (http://mwww.icmje.org) e que pode ser consultado em www.scielo.br/
pdf/rcbc/v35n6/v35n6a14.pdf (Versdo em Portugués) ou em www.icmje.org/
urm_full.pdf (Versdo em Inglés). A abreviagdo dos titulos dos periédicos
devera seguir o recomendado em List of Journals Indexed in Index
Medicus [National Library For Medicine] (http://www.nlm.gov/tsd/serials/
lji.html) ou no Portal de Revistas Cientificas em Ciéncias da Saude [Biblio-
teca Virtual em Saude] (http://portal.revistas.bvs.br/index.php?lang=pt). Su-
gere-se incluir aquelas referéncias estritamente pertinentes a problemati-
ca abordada e evitar a inclusdo de nimero excessivo de referéncias numa
mesma citagdo. A lista das referéncias devera ser numerada de acordo
com a ordem em que os autores foram citados no texto e ndao em ordem
alfabética. Deverao ser listados somente os trabalhos consultados e cita-
dos no texto. Citagdes de "resumo”, "dados nao publicados”, "comunica-
¢Oes pessoais" ou "no prelo” poderdao ser adequadamente mencionados
no texto, mas nao serdo aceitos como referéncias bibliograficas. A exatidao
das referéncias sera de responsabilidade exclusiva dos autores.

As citagdes e mengdes no texto de informagdes colhidas em outras fon-
tes, bem como as referéncias bibliograficas deverdo seguir o exposto abaixo:

TEXTO: Devera ser utilizado em todo o manuscrito o Sistema de Chama-
da Numérico. Neste sistema, as citagdes dos documentos deverdo ter nu-
meragdo Unica e consecutiva, indicada pelo numero da referéncia em expo-
ente e entre parénteses. Os autores serdo numerados por ordem de sua
citagdo no texto, independentemente da ordem alfabética. As referéncias cita-
das em legendas de tabelas e figuras deverdo manter a sequéncia com as
referéncias citadas no texto. O mesmo trabalho mencionado mais de uma
vez devera manter, sempre que aparecer, o primeiro nimero a ele atribuido.

Observagoes Gerais:

« Quando houver dois autores, devera ser utilizada a particula “e” entre
os sobrenomes;

* Quando houver 3 ou mais autores, devera ser indicado apenas o
primeiro sobrenome seguido da expressao latina "et al.";

* Quando uma entidade, corporacéo, editores ou projetos editoriais
assumirem a responsabilidade integral pelo documento deverdo ser indi-
cados/ tratados como autores;

* Nomes contendo mais de um sobrenome devera ser indicado o ulti-
mo sobrenome, sem particulas de ligagdo como “de” ou “da”;

« Sobrenomes duplos, com hifens ou apostrofos ou que formem uma
expressao deverdo ser indicados em seu conjunto;

« Termos relacionados a graus de parentesco (filho, junior, neto, sobri-
nho), deverdo ser indicados ap6s os sobrenomes e por extenso.

Alguns exemplos de citagdes:

« Um/dois autores: No mesmo ano, Nishimura e Miyaji*® mudaram a deno-
minagao do fungo para Hortaea werneckii, em homenagem a Parreiras Horta.
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« Mais de dois autores: Giannopoulos et al.®? também observaram maior
prevaléncia de NIC 1 em mulheres na faixa etaria de 20 a 30 anos enquanto
NIC 3 foi mais frequente em mulheres com mais de 50 anos.

« Autores corporativos: De acordo com a Sociedade Brasileira de Dia-
betes,!'” os sinais e sintomas de hiperglicemia incluem: polidipsia, politria,
perda de peso, fome exagerada, visdo embagada, infec¢gbes repetidas na
pele e mucosas, dificuldade na cicatrizagdo de ferimentos, fadiga e dores
nas pernas (ma circulagao).

« Editores/ Projetos editoriais: Conforme o Dicionario de Especialida-
des Farmacéuticas,® a meia-vida inicial da anfotericina B é de 24-48 horas
e sua meia-vida terminal é de 15 dias.

« Sem indicagao de home de autor: O diagnéstico de hipertireoidismo, por
sua vez, € dado a partir de resultados baixos de T4 livre e elevados de TSH.(™

AUTORES: Os autores deverdo ser referenciados por seu sobrenome,
tendo apenas a primeira letra em maiuscula, seguido do(s) nome(s) abre-
viado(s) e sem virgulas e pontos. Todos os autores deverdo ser referen-
ciados e separados por virgulas (0 mesmo é valido para livros), apesar do
estilo Vancouver recomendar que apenas sejam indicados os 6 primeiros
autores, quando o numero de autores for maior. Deverdo ser dados espa-
¢os apos as virgulas.

Observagoes Gerais:

* Quando o documento consultado possuir apenas editores ou compila-
dores, esta condigdo devera ser indicada logo ap6s os nomes dos autores;

* Quando a autoria do documento for de uma organizagao, a referéncia
devera ser iniciada diretamente pelo nome da entidade. Se houver mais de uma
entidade com subordinagdo entre elas, estas deverdo entrar em ordem decres-
cente de hierarquia e serem separadas por pontos. Se as entidades néo apre-
sentarem subordinagado, estas deverdo ser separadas por ponto e virgula;

* Quando o documento consultado ndo possuir autoria, a referéncia
devera ser iniciada por seu titulo;

* Quando o documento consultado for tese, dissertagdo ou monografia
devera ser empregada a seguinte correspondéncia entre tipo e grau: tese:
doutorado, tese: livre-docéncia, tese: PhD, dissertagdo: mestrado, mono-
grafia: especializagdo, monografia: graduagao;

* Quando o documento consultado for de natureza juridica (Constituigao
Federal ou Estadual, Emenda Constitucional, Medida Provisoria, Leis, Decre-
tos, Portarias, Resolugées e Cddigos), deverdo ser seguidos os padrées de
autoria/ emissdo recomendados pela NBR 6023 da Associagdo Brasileira de
Normas e Técnicas (ABNT, 2002), com a apresentagao grafica adaptada ao
estilo de Vancouver.

» Toda informagao adicionada a referéncia que for encontrada em algu-
ma fonte que ndo o documento consultado ou informagdo complementar a
referéncia como suporte do documento ou tradugdo de alguma expressao
deve ser adicionada entre [colchetes].

TiTULO DE ARTIGOS/ DOCUMENTOS: Os titulos dos artigos/ documentos
consultados deverao ser referenciados em letras minusculas, no entanto, a
primeira palavra devera ser iniciada por letra maiuscula. O texto do titulo nao
devera vir nem em negrito e nem em italico e devera ser finalizado por ponto.

TiTULO DE PERIODICOS/ REVISTAS E ANO: Os titulos de periodicos/
revistas consultados deverao ser referenciados abreviados e finalizados
com ponto. Importante considerar que todos os pontos da abreviatura do
titulo deverao ser eliminados, com excegédo do ultimo, empregado para
separar o titulo do ano. Um espago devera ser dado entre o ponto colocado
ao final do titulo e o ano. A separagdo entre ano e volume devera ser feita
com a utilizagdo de ponto e virgula.

MES, VOLUME, NUMERO E PAGINAS: O estilo Vancouver recomenda que
os meses sejam referenciados em inglés e de forma abreviada, indepen-
dente da lingua do texto: Jan, Feb, Mar, Apr, May, Jun, Jul, Aug, Sep, Oct, Nov,
Dec. No entanto, a RBAC aceita a abreviagdo em portugués daqueles ma-
nuscritos nesse idioma. Quando o periédico apresentar paginagado continua
ao longo de um volume, o més e o nimero poderdo ser omitidos. Ano, volu-
me, numero e paginas deverdo ser escritos sem qualquer espago entre eles.
Quando as paginas do artigo consultado exibirem nimeros coincidentes,
deverdo ser eliminados os numeros iguais (445-449, utilizar: 445-9).

EDIGAO E LOCAL DE PUBLICAGAO: As edigées de documentos consul-
tados deverdo ser referenciadas apos o titulo, em algarismos arabicos,
seguidas de ponto e da palavra "edigdo" no idioma que figura na publicagédo
original e de forma abreviada. Quando for a primeira edi¢do, essa ndo deve-
ra ser indicada. Quando houver a definicdo do local de publicagao, este
devera ser indicado em seguida a edigéo.

PARAGRAFOS: Quando a referéncia ocupar mais de uma linha, esta
devera ser reiniciada na primeira posi¢ao na linha inferior, sem recuos.

Alguns exemplos de referéncias:

Periédicos:

« Um Autor: Marques SA. Paracoccidioidomycosis. Clin Dermatol. 2012
Nov;30(6):610-5.

« Mais de um autor: Lee MY, Telisinghe PU, Ramasamy R. Cervical
cancer in Brunei Darussalam. Singapore Med J. 2012 Sep;53(9):604-7.

« Até seis autores: Okita Y, Narita Y, Miyakita Y, Ohno M, Nagai S, Shibui
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S. Management of cytomegalovirus infection in a patient with malignant glioma
treated with temozolomide and steroids. Intern Med. 2012;51(20):2967-71.

« Mais de seis autores: Espinel-Ingroff A, Aller Al, Canton E, Castafnon-
Olivares LR, Chowdhary A, Cordoba S, et al. Cryptococcus neoformans-
Cryptococcus gattii Species Complex: an International Study of Wild-Type
Susceptibility Endpoint Distributions and Epidemiological Cutoff Values for
Fluconazole, ltraconazole, Posaconazole, and Voriconazole. Antimicrob
Agents Chemother. 2012 Nov;56(11):5898-906.

» Autores pessoais e corporativos: Darragh TM, Colgan TJ, Cox JT, Heller
DS, Henry MR, Luff RD, et al; Members of LAST Project Work Groups. The
Lower Anogenital Squamous Terminology Standardization Project for HPV-
Associated Lesions: background and consensus recommendations from the
College of American Pathologists and the American Society for Colposcopy
and Cervical Pathology. J Low Genit Tract Dis. 2012;16(3):205-42.

* Volume com suplemento: Maljaars J, Peters HP, Masclee AM. The
gastrointestinal tract: neuroendocrine regulation of satiety and food intake.
Aliment Pharmacol Ther. 2007 Dec;26 Suppl 2:241-50.

* Numero com suplemento: Komrokji RS, Verstovsek S, Padron E, List
AF. Advances in the management of myelofibrosis. Cancer Control. 2012;
19(4 Suppl):4-15.

« Editorial com indicacao de autoria: Tamaoki J, Saito H. Diagnosis,
evaluation and monitoring of asthma [editorial]. Allergol Int. 2012;61(3):351-2.

« Editorial sem indicacao de titulo: Bartels PD. Editorial. Ugeskr Laeger.
2012;174(42):2518.

« Artigo/ Editorial sem indicacao de autoria: Improved and Emerging
Gel-free Separation and Detection Methods for Proteomics [editorial].
Proteomics. 2012;12(19-20):2902-3.

« Carta ao editor: Dettenkofer M, Conrad A. Hand hygiene prevents
MRSA transmission [letter]. Dtsch Arztebl Int. 2010;107(8):139.

« Artigo com DOI: Newman TB, Pletcher MJ, Hulley SB. Overly aggressive
new guidelines for lipid screening in children: evidence of a broken process.
Pediatrics. 2012 Aug;130(2):349-52. doi: 10.1542/peds.2012-0481.

« Autor corporativo: Centers for Disease Control and Prevention (CDC).
Multistate outbreak of fungal infection associated with injection of
methylprednisolone acetate solution from a single compounding pharmacy
- United States, 2012. MMWR Morb Mortal Wkly Rep. 2012 Oct 19;61:839-42.

Livros:

+ Um autor/ mais de um autor: Stockham SL, Scott MA. Fundamentos da
Patologia Clinica Veterinaria. 2. ed. Rio de Janeiro: Guanabara-Koogan; 2011.

« Autor de obra e de capitulo: Rey L. Bases da parasitologia médica. 2.
Ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan; 2002.

« Capitulo: Rodrigues RMMS, Nogueira MD. Fiscalizagao de alimentos
por andlise microscoépica. In: Almeida-Muradian LB, Camargo Penteado MV.
Vigilancia Sanitaria: tépicos sobre legislacdo e analise de alimentos. Rio
de Janeiro: Guanabara-Koogan; 2007. p. 72-80.

* Reponsabilidade intelectual destacada: Diniz D, Sugai A. Guilhem D.
Squinca F, organizadores. Etica em pesquisa: temas globais. Brasilia: Edi-
tora UNB; 2008.

Teses, Dissertacoes e Monografias:

« Autor e indicagao de grau: Maranhao FCA. Analise da expressao génica
no dermatéfito Trichophyton rubrum mimetizando a infecgao in vitro: pH e
diferentes fontes de carbono regulando genes. Sao Paulo. Tese [Doutorado
em Genética] — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da USP; 2008.

Eventos Cientificos:

» Anais com indicagao de titulo: Anais do 5° Congresso Brasileiro de
Micologia; 2007 nov. 12-16; Recife, Brasil. Recife: Sociedade Brasileira de
Micologia; 2007.

» Anais com indicagao de autoria, trabalho e titulo: Neufeld PM, Melhem
M, Szescs MW, Santos LH, Dornelas-Ribeiro M, Maia S, et al. Espécies de
Candida isoladas de pacientes leucémicos. In: Anais do 5. Congresso Bra-
sileiro de Micologia; 2007 nov. 12-16; Recife, Brasil. Recife: Sociedade Bra-
sileira de Micologia; 2007. p. 314.

Orgaos/ Instituigdes:

« Um autor corporativo: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA). Manual de diagnéstico e tratamento de doengas falciformes.
Brasilia: Ministério da Saude; 2002.

« Mais de um autor corporativo: Fundagao Oswaldo Cruz; Fundagao
Carlos Chagas de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro. Rela-
torio de atividades: 2006. Rio de Janeiro: Fiocruz; 2007.

Referéncias Legislativas:

e Leis: Brasil. Lei no. 8.080 de 19 de setembro de 1990. Dispbe sobre
as condigdes para a promogao, protegdo e recuperagdo da saude, a orga-
nizagéo e o funcionamento dos servigos correspondentes e da outras pro-
vidéncias. Diario Oficial da Unido 20 set 1990; sec¢ao 1.

« Decretos: Brasil. Decreto no. 7.580, de 28 de junho de 2011. Regula-
menta a Lei n° 8.080, de 19 de setembro de 1990, para dispor sobre a
organizagio do Sistema Unico de Satde - SUS, o planejamento da satide,
a assisténcia a saude e a articulagéo interfederativa, e da outras providén-
cias. Diario Oficial da Unido 29 jun 2011; segao 1.
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« Portarias: Ministério da Saude (Brasil). Portaria no. 2.616, de 12 de
maio de 1998. Expede diretrizes e normas para a prevengao e o controle da
infecgdo hospitalar. Diario Oficial da Uniao13 mai 1998; secéo 1.

» Resolugoes: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Brasil). RDC no.
302, de 13 de outubro de 2005. Dispde sobre Regulamento Técnico para Funci-
onamento de Laboratérios Clinicos. Diario Oficial da Unido 14 out 2005; sec¢éo 1.

Meios Eletrénicos:

« Periédicos: Mondelli AL, Niéro-Melo L, Bagagli E, Camargo CH, Bruder-
Nascimento A, Sugizaki MF, Carneiro MV, Villas Boas PJF. Candida spp.:
manual identification (reference method) and automated identification (Vitek
system platform). J Venom Anim Toxins incl Trop Dis [periédicos na internet].
2012 set [acesso em 29 de out 2012]; 18(3). Disponivel em: http://
www.scielo.br/pdf/jvatitd/v18n3/a11v18n3.pdf.

» Referéncias legislativas: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Brasil). RDC no. 306, de 13 de dezembro de 2004. Dispde sobre Regula-
mento técnico para o gerenciamento de residuos de sautde [resolugdo RDC
na internet]. Diario Oficial da Unido 10 dez 2004 [acesso em 28 out 2012].
Disponivel em: http://www.unesp.br/pgr/pdf/rdc30604anvisa.pdf.

» Eventos Cientificos:. Albuquerque P, Kyaw CM, Saldanha RR, Brigido
MM, Felipe MSS, Silva-Pereira |. Identification and Characterization of Phase-
Specific cDNAs Encoding for Two Hydrophobins in the Fungus Paracoccidioides
brasiliensis. In: 40. Congreso Virtual de Micologia de Hongos Patdgenos en
América Latina [evento na internet]. 2003 27jun-14jul; Caracas, Venezuela
[acesso em 10 jul 2003]. Disponivel em: http://congresomicologia.ucv.ve.

A tramitagdo de manuscritos sera feita exclusivamente online pelo Sis-
tema de Gestao de Publicagdes (SGP), no enderego: www.sgponline.com.br/
rbac/sgp. Outras formas de submissdo, nao serdo aceitas.

Observagoes Gerais:

» A comunicagao entre os diferentes participantes do processo editorial
de avaliagdo e publicagao (autores, revisores e editor) sera feita apenas de
forma eletrénica pelo SGP, sendo o autor responsavel pelo manuscrito in-
formado automaticamente, por e-mail, sobre qualquer mudanca de status;

» Apenas o autor responsavel pelo manuscrito devera preencher a ficha
de submissao, sendo necessario o cadastro do mesmo no Sistema e pos-
terior acesso por meio de login e senha;

» A RBAC comunicara individualmente, por e-mail, a cada autor a sua
participagdo no manuscrito. Caso um dos autores ndo concorde com sua
participagdo, o manuscrito sera recusado;

» O SGP atribuira a cada manuscrito um nimero de registro e o autor
principal sera notificado de que o manuscrito estd completo e apropriado
para iniciar o processo de revisao;

» Pedidos de fast-track poderao ser considerados desde que justifica-
dos e solicitados por orientadores e/ou coordenadores de programas de
poés-graduagédo ou responsaveis por departamentos, laboratérios, setores
ou servicos de instituicdes publicas ou privadas ou ainda se rigorosamente
fundamentados por seus autores. Os pedidos de fast-track deverao vir en-
deregados ao editor da RBAC em documento em papel timbrado da institui-
¢do e carimbado por seus superiores hierarquicos.

MODELO DE DECLARAGAO

Declaragao de Responsabilidade, Conflitos de Interesse,
Concordancia e Transmissédo de Direitos Autorais

Os autores abaixo assinados vimos submeter o artigo intitulado "Titulo do
Artigo" a apreciagdo do Corpo Editorial da Revista Brasileira de Anélises Clini-
cas - RBAC para sua publicagdo. Nesta oportunidade, declaramos estar de
acordo com que os direitos autorais referentes ao artigo em tela tornem-se
propriedade exclusiva da RBAC desde sua submissao, sendo vedada a repro-
dugao total ou parcial, em qualquer meio de divulgagdo, sem que a prévia e
necessaria autorizagdo seja solicitada e concedida pela editoria da RBAC.
Declaramos também que o artigo nédo infringe os direitos autorais ou qualquer
outro direito de propriedade de terceiros e que seu contetido é de inteira res-
ponsabilidade dos autores. Declaramos ainda que este é um trabalho original
e que nao foi publicado anteriormente e nem esta sendo considerado para
publicagdo em outro periddico, tanto no formato impresso quanto no eletronico.
Os autores confirmam estar cientes e concordantes com a publicagao do arti-
go na RBAC e afirmam nao haver qualquer tipo de conflito de interesse do tema
abordado no artigo com pessoas, entidades ou instituiges.

Nomes dos autores e assinaturas:
1.

a s enDN

Data: / /

219



Este ano trabalhamos
para disponibilizar os
Materiais de Referencia

PNCQ para o seu
Laboratorio.

Trabalhamos para disponibilizar esse produto que é essencial para

Q@

8
ALDE F PN CCPNCQ monitorar a precisao e exatidao das medigcoes analiticas em termos de
Bloqui RIAL DE REFER? qualificacao e calibracao de instrumentos.
+; WATER|AL DE REf4OXICOLOGI
- VITAMIN :'sc".‘ o kel Produzidos em estrutura propria e exclusiva, as amostras de Material de
i N Referéncia do PNCQ obedecem aos mais rigorosos padroes de qualidade,
< , ' rastreaveis aos padroes NIST (National Institute of Standards and Technology).

Acido urico, Calcio, Cloretos, Magnésio, Potassio, Sédio, TGO, TGP Triglicerideos e Uréia.
Padrao ATCC de 2% geracao das seguintes bactérias:

Burkholderia cepacia, Citrobacter freundii (complexo), Edwardsiella tarda, Enterobacter cloacae, Enterobacter sakazakii (Cronnobacter
sakazakii), Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella rhinoscleromatis, Morganella morganii, Proteus
vulgaris, Providencia rettgeri, Providencia stuartii, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella choleraesuis, Salmonella enteritidis, Serratia
liquefaciens, Shigella flexneri, Shigella sonnei, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus, Streptococcus agalactiae e
Streptococcus gallolyticus (bovis).

Valores certificados pelo PNCQ, rastreaveis pelo padrao NIST e validados internamente por
HPLC/Espectrofotometria de Massas.

Valores certificados pelo PNCQ:

Alcoois e Cetonas

Compostos inorganicos

Compostos organicos

Metais na urina e soro rastreaveis pelo padrao NIST

Sangue Total: Cadmio, Chumbo, Hemoglobina, Manganés, Mercurio e Selénio.

Em constante evolucao, a linha sera ampliada em breve.
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