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Luiz Fernando Barcelos
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50 anos da Sociedade Brasileira de Analises
Clinicas

A SBAC esta em festa: completaremos 50 anos de histéria no dia 28 de novembro
deste ano. Criada no ano de 1969, a Sociedade Brasileira de Analises Clinicas pode
contar ao longo de toda a sua trajetéria com o entusiasmo, a perspicacia e o brilhantismo
de iniUmeros profissionais que se reuniram na entidade com a intengéo de construir um
espaco de exceléncia voltado para o desenvolvimento das analises clinicas.

A sociedade de carater cientifico-profissional foi idealizada por nomes ilustres da
area, como o professor Mateus Mandu de Souza, Joao Ciribelli Guimaraes, Durval Mazzei
Nogueira, Anténio Marques D'Almeida, Ney Haushan e José Abol Corréa — criador e
hoje Diretor administrativo do Programa Nacional de Controle de Qualidade, o PNCQ,
instituicdo patrocinada pela SBAC, respeitada dentro e fora do pais, e responsavel por
monitorar o desempenho dos laboratoérios clinicos participantes.

E foi pouco depois de sua origem que a SBAC langou a primeira edicao da Revista
Brasileira de Analises Clinicas. De cunho cientifico e disponibilizada sem custo para a
comunidade da area, a RBAC foi se aprimorando cada vez mais com o passar dos anos.

O primeiro Congresso Brasileiro de Analises Clinicas organizado pela entidade
aconteceu em 1971. Do primeiro até hoje sdo 44 congressos realizados de norte a sul
pelo territério nacional. O CBAC é um encontro anual que envolve atualizagéo cientifico-
profissional e socializagdo com colegas de todo o pais e do exterior, contando com uma
qualificada programacao cientifica e uma exposi¢éo de equipamentos.

Desde entédo, seguimos produzindo ferramentas que fomentem o zelo pelo aperfei-
coamento, pela mestria e pela competéncia, como o Titulo de Especialista em Analises
Clinicas — TEAC, outorgado a profissionais aprovados em concurso de provas escritas e
praticas de conhecimento e titulos; o Sistema Nacional de Acreditagdo — SNA/DICQ, pri-
meiramente departamento da sociedade e logo organizacao cientifica de acreditagédo de
sistema de qualidade reconhecida internacionalmente; o Centro de Ensino e Pesquisa
em Analises Clinicas — CEPAC, que realiza atividades teéricas presenciais e a distan-
cia assim como aulas praticas laboratoriais com objetivo de difundir o conhecimento
com a formacao de profissionais que fagam diferenga no mercado onde atuam.

A SBAC se tornou representante brasileira da Confederacion Latino-Americano
de Bioquimica Clinica— COLABIOCLI, fundada juntamente com sociedades cientificas
profissionais da especialidade de outros paises da América Latina. Também em ambi-
to internacional, somos filiados a Infernational Federation of Clinical Chemistry —IFCC,
a maior sociedade cientifica mundial de analises clinicas, a Clinical and Laboratory
Standards Institute— NCCLS, da qual varios de nossos dirigentes se tornaram advisors
e a International Society for Quality in Healthcare — ISQua. A sociedade é também a
mantenedora — Comité Brasileiro de Andlises Clinicas e Diagnéstico in vifro— CB36 da
ABNT.

Hoje, a SBAC conta com mais de 4.000 sécios efetivos e possui Regionais e
Delegacias em varios estados do pais. Para nés da sociedade, essa historia é apenas
o comeco!

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

Investigagao Translacional em Analises Clinicas
Translational Research in Clinical Analyses

Durante a ultima década, o conceito de investigacéo translacional ganhou gran-
de espaco dentro da comunidade cientifica internacional. Esse termo tem origem na
expressao inglesa translational research e esta associado com a transferéncia de
conhecimentos biomédicos gerados em pesquisas basicas para as diferentes areas
da investigacéo clinica, sobretudo no que se refere ao diagnéstico, tratamento e pre-
vencao de doencgas. Na realidade, o objetivo da investigacéo translacional é promo-
ver a integracgao entre os produtores e os usuarios da pesquisa cientifica." Atualmen-
te, considera-se que a investigacéo translacional é a forma mais rapida para que a
informacao cientifica seja transmitida tanto para a investigacao clinica quanto para a
pratica assistencial. Isso significa uma transferéncia efetiva dos novos conhecimen-
tos, mecanismos e técnicas em prol da satide da populagéo, colaborando, de forma
inequivoca, para a tomada de decisées médicas e politicas.?® E importante reiterar
que a investigacao translacional ndo é aquela que busca conhecer isoladamente os
fundamentos patologicos de uma determinada enfermidade (objeto de estudos basi-
cos), mas sim é aquela que busca desenhar e estudar, o mais rapidamente possivel,
novas aproximacdes diagnosticas e/ou terapéuticas, baseadas nos mais recentes
avancos da ciéncia basica e/ou da tecnologia.("¥

Historicamente, a investigacédo translacional tem inicio com a abordagem
hermenéutica de distintas areas do conhecimento como a linguistica (estudo da lin-
guagem verbal humana), semioética (estudo dos signos e da semiose) e teorias da
informacédo (estudo e conceituacdo matematica da informacgéo) e da comunicacéo
(estudo dos efeitos, origens e funcionamento do fendmeno da comunicagéo social),
o que possibilitou uma melhor interpretacao dos sentidos e significados dos diferen-
tes textos escritos na humanidade, tornando mais eficiente, assim, a traducao desse
material entre os varios idiomas." No ambito da satide, a palavra translacional foi
empregada, inicialmente, em 1975, para se referir a transferéncia, intercambiamento
e interpretacdo dos dados obtidos tanto em pesquisas basicas quanto médicas na
area da endocrinologia clinica e diabetes.!"® Na década de 1990, o termo foi empre-
gado na literatura para descrever os esforgos cientificos para o desenvolvimento de
novas drogas antineoplasicas. Consecutivamente, na década de 2000, o termo foi
sistematizado e seu escopo definido, passando a ser utilizado em cardiologia, neuro-
logia, psiquiatria, patologia clinica e em muitas outras areas da medicina.®”

Importa mencionar que, para que uma investigacao translacional possa ocorrer
e cumprir seus objetivos, é necessario que exista uma equipe de trabalho integrada e
constituida por diversos profissionais com expertises diferentes capazes de identifi-
car e priorizar necessidades e situagdes de maior complexidade com a finalidade de
empregar, de forma efetiva, os resultados obtidos para a resolugdo de problemas
clinicos ou de satde publica.” Dentro do conceito inicial de investigagao translacional,
dois momentos distintos da pesquisa cientifica tém sido considerados: investigacéo
translacional T1 e T2.(” Na investigacédo T1, ha a transmiss&do de novos conhecimen-
tos produzidos em laboratérios vinculados as ciéncias basicas acerca de mecanis-
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mos de producéo de doenca e resisténcia a drogas e quimioterapicos para o desen-
volvimento de novos métodos de diagnoéstico, tratamento e prevencéo de diferentes
patologias. Aqui podem ser realizados ainda tanto estudos pré-clinicos quanto os
primeiros testes em humanos.?® No momento T2, a investigagao objetiva assegurar
gue os novos modelos de diagnéstico e tratamento cheguem aos pacientes ou as
populacdes para as quais foram desenhados e que sejam aplicados de forma corre-
ta e com uma relagdo custo-beneficio aceitavel.?® Exemplificando, o desenvolvi-
mento de uma nova droga pode ser considerada o ponto final de T1, no entanto, sera
o ponto de partida para T2, que buscara melhorar a qualidade de acesso e a organi-
zacao e coordenacdo dos sistemas de cuidado.

Resumidamente, entdo, a investigacéo translacional se caracteriza como um
processo bifasico, ja que os novos conhecimentos passam da ciéncia basica para a
ciéncia clinica (bench to bedside - do laboratério a beira do leito) e da ciéncia clinica
para a salde dos pacientes e saude publica (bedside fo practice - da beira do leito a
assisténcia a saude), e bidirecional, pois o fluxo de informacéao migra do laboratério a
clinica e da clinica volta ao laboratorio (bench - bedside - back again).®8'% Para o
funcionamento desse processo, a investigacéo T1 requer laboratérios universitarios
ou de centros de pesquisa que trabalhem com biologia molecular, citologia, bioquimi-
ca, biofisica, farmacologia, microbiologia e/ou imunologia com infraestrutura e
tecnologia de ponta. A investigacdo T2, em contrapartida, tem como laboratério de
ensaio o hospital e 0o ambiente da comunidade, associado a intervengdes baseadas
nos grupos humanos e populacionais, epidemiologia, estatistica, observagao e evi-
déncia clinica, psicologia e ciéncias do comportamento, investimento privado, politi-
cas governamentais e financiamento publico.("38

Além do modelo T1-T2 de transmisséo de novos conhecimentos, modernamente,
um modelo ampliado e fundamentado na epidemiologia, que contém pelos menos
cinco fases ou etapas operacionais (T0-T4) de investigacao translacional, tem sido
proposto.?® Nesse modelo de transmissdo, TO representa pontualmente a desco-
berta e a descricao do achado cientifico pela equipe de pesquisadores, T1 represen-
ta a fase que vai da descoberta a aplicacao clinica ou em saude (testes, interven-
¢cOes), T2 representa a fase que vai da aplicacao clinica ou em saude a avaliagédo da
eficacia e a proposta de adogé@o ou recomendacéo baseada nas evidéncias, T3 re-
presenta a fase de operacionalizagéo e execugao pratica em saude das recomenda-
¢Oes ou diretrizes, T4 representa a fase de avaliagéo do impacto e dos resultados da
pratica em saude na qualidade de vida da populagéo e dos reais beneficios a socie-
dade.?89Encerrando o ciclo, ha a fase T4 a T0, onde o conhecimento aplicado ou
pratico em saude retorna ao laboratério solidificando ou dando nova orientagéo as
linhas de pesquisas desenvolvidas. Finalmente, no cerne de todo o processo esta a
sintese do conhecimento, representada por uma abordagem sistematica para a revi-
sdo das evidéncias sobre o préprio conhecimento gerado na pesquisa translacional.(®

Particularmente no ambito das analises clinicas, essa transferéncia de conheci-
mentos entre as ciéncias basica e clinica, a partir de investigagdes translacionais,
tem produzido impactos nas areas de imunologia, endocrinologia, oncologia, neuro-
logia e neurociéncias e reprodugdo humana.® Os resultados de investigacées
translacionais em analises clinicas irdo refletir diretamente no manejo dos pacientes,
ja que essas investigacdes contribuem para uma melhor compreenséo e percepcao
dos mecanismos fisiopatologicos e das complexas interagdes que ocorrem nos sis-
temas biolégicos.("™® Como um exemplo, a pesquisa por novos marcadores bioquimicos
e/ou tumorais e sua aplicacdo no biodiagnéstico tem papel chave no controle,
monitoramento e segurancga dos pacientes, bem como na predi¢do da eficacia de
tratamentos frente a diferentes tipos de doencgas neoplésicas, degenerativas e
cardiovasculares.®® As analises clinicas translacionais podem fornecer maior apoio

225



Neufeld PM

226

cientifico as intervengdes médicas, informando em que contexto essas intervencdes
irdo ser mais efetivas, quando elas deverao ser procedidas e por quanto tempo de-
verao ser estabelecidas. As pesquisas translacionais na area do laboratério clinico
tém como objetivo demonstrar de que maneira um grupo de variaveis bioquimicas e
moleculares pode contribuir para a escolha da melhor intervencéo clinico-cirargica e/
ou farmacolégica.('®
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Artigo de Revisao/Review

Cystatin C: a promising biomarker to evaluate renal function
Cistatina C: um biomarcador promissor para a avaliagdo da funcéo renal

Janaina Rodrigues Porto?
Karina Braga Gomes?

Ana Paula Fernandes?
Caroline Pereira Dominguet®

Abstract

Accurate evaluation of the progression of renal function decline is very important, since
the early establishment of renoprotective therapies can prevent or delay the occurrence
of end stage renal disease. Until now, there is still no ideal biomarker to evaluate
glomerular filtration rate, and cystatin C has been demonstrated to be a very promising
one. In this review, we have assembled several studies that have evaluated the use of
cystatin C to assess glomerular filtration rate in patients with chronic kidney disease,
diabetes mellitus and hemodialysis, and also the use of cystatin C to predict the risk of
cardiovascular outcomes. Besides cystatin C has been demonstrated by different
authors to be equal or superior to the other available renal biomarkers, some limitations
still need to be overcome so that cystatin C can be used in clinical to improve the early
diagnosis of chronic kidney disease.
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INTRODUCTION

Chronic kidney disease (CKD) is an important public
health problem worldwide, since it is associated with a
high morbidity and mortality." It is defined as the presence
of abnormalities in renal function for more than three
months, with implications to healthy.®® Patients with renal
function impairment show not only a higher risk to develop
end stage renal disease, but also to develop cardiovascular
events.(")

Early diagnosis of CKD and the accurate evaluation of
the progression of renal function decline and the risk to the
development of cardiovascular complications are very
important, because the early establishment of reno and
cardioprotective therapies can prevent or delay the
occurrence of these undesirable outcomes.®

Creatinine has been used to evaluate renal function for
decades.® Different formulas can be used to estimate
glomerular filtration rate (GFR) based on creatinine serum
levels, such as Cockcroft-Gault, MDRD and CKD-EPI.*®
However, all of them have some limitations: Cockcroft-Gault
formula tends to overestimate GFR, MDRD formula tends

to underestimate it, while CKD-EPI formula has not been
extensively studied in different populations yet.® As there
is still no ideal biomarker to evaluate renal function, new
biomarkers have been proposed and cystatin C seems to
be a very promising one.”

This study aimed to realize a review of the literature
about the use of cystatin C to evaluate renal function in
different groups of patients, including patients with CKD, di-
abetes mellitus and hemodialysis, and the utility of cystatin C
to predict the risk of cardiovascular outcomes.

STRUCTURE AND METABOLISM OF CYSTATINC

Cystatin C has been discovered by Clausen in
cerebrospinal fluid in 1961.® In the same year, Butler
and Flynn® detected it in urine. In 1984, Barrett et al.("?
suggested that its physiological function could be the
regulation of cystine protease and proposed the name
"cystatin C".

Cystatin C is a non-glycosilated protein with low
molecular weight (13kDa), belonging to cysteinoproteases
family. It is produced at a constant rate by lysossomes of
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all nucleated cells in the organism and can be found in several
biological fluids, such as serum, seminal liquid and
cerebrospinal fluid.(""Because of its small size and positive
charge, cystatin C is freely filtered by renal glomerulus. Unlike
creatinine, it is not secreted by renal epithelial tubular cells,
although it is reabsorbed. Once it is reabsorbed, it is
metabolized by the renal epithelial tubular cells and do not
return to bloodstream. Plasma levels of cystatin C seems
not to be influenced by muscle mass.” However, large do-
ses of glucocorticoids may increase the production of cystatin
C and thyroid dysfunction may affect its plasma levels, which
is lower in hypothyroidism and higher in hyperthyroidism.(
In addition, other extra-renal factors, including age, body
weight, smoking, C-reactive protein (CRP), cancer,
inflammation and steroid therapy may also influence its plas-
ma levels.(®

CYSTATIN C AND CHRONIC KIDNEY DISEASE

Cystatin C has been shown to be as useful as creatinine
to detect GFR reduction in patients with several renal
diseases.” Some studies have evaluated the use of cystatin
C in patients with CKD or with risk to develop CKD are
summarized in Table 1. Nitta et al.('"¥ conducted a study with
140 patients with several renal diseases, aiming to evaluate
the clinical application of serum cystatin C as a biomarker of
GFR, comparing its levels with clearance of creatinine and
clearance of insulin. They observed that serum cystatin C
showed a better accuracy than serum creatinine to identify

individuals with reduced GFR, indicating that the
determination of serum cystatin C is useful to estimate
GFR and, particularly, to detect a mild decline of GFR in
patients with various renal diseases.

In a similar study, Hojs et al."® determined cystatin C
and creatinine serum levels and calculated GFR, using
Cockcroft-Gault and MDRD formulas, of 164 patients with
CKD in stages 2-3 (GFR 30-89mL/min/1.73 m?), whose re-
nal function had been previously evaluated by clearance of
Cr-EDTA. They verified that serum cystatin C is a more
accurate biomarker of GFR than serum creatinine and than
GFR estimated by Cockcroft-Gault formula in female patients
with mild or moderate renal function decline.

Kazama et al."™® evaluated the GFR of 220 patients with
various renal diseases by the determination of sodium
thiosulfate clearance and compared it with clearance of
creatinine, serum creatinine and cystatin C. They concluded
that cystatin C is superior to clearance of creatinine when a
subclinical renal dysfunction is present. In another study, Villa
et al." determined serum creatinine and cystatin C and the
clearance of creatinine in 50 critical patients at risk to develop
renal dysfunction. They observed that serum cystatin C is an
accurate biomarker of subtle changes in GFR and is superi-
or to creatinine to evaluate renal function of these patients.

Peralta et al."® conducted a study to compare the
classification of CKD by GFR estimated by creatinine and
cystatin C. They determined the proportion of patients with
GFR < 60 mL/min/1.73 m?, based on creatinine, cystatin C
or both, which was estimated by CKD-EPI formulas, in relation

Table 1 - Studies that have evaluated the use of cystatin C in patients with CKD or with risk to develop renal dysfunction.

Author Population Gold Standard Data

Nitta et al. 140 patients with various renal Clearance of inulin Cystatin C shows a better accuracy than serum creatinine

(2002) diseases (age from 20 to 68) to identify individuals with reduced GFR.

Kazama et al. 220 adult patients with various Sodium thiosulfate Cystatin C is superior to clearance of creatinine when

(2002) renal diseases (age > 18) clearance subclinical renal dysfunction is present.

Villa et al. 50 critically ill patients with risk for Creatinine Cystatin C is an accurate biomarker of subtle changes in

(2005) developing renal dysfunction clearance GFR and is superior to creatinine to evaluate renal

(agefrom 21 to 86) function.

Hojs et al. 164 female patients with CKD Clearance of Cystatin C is a more accurate than serum creatinine and

(2006) stages 2-3 (age from 14 to 86) Cr-EDTA Cockcroft-Gault formula in patients with mild or moderate
renal function decline.

Peralta et al. 11,909 individuals with age > 45 Not used Among individuals diagnosed with CKD using CKD-EPI

(2011) formula based on creatinine, the worst prognostic is
limited to a subgroup that also shows CKD according
to formula based on cystatin C.

Peralta et al. 26,643 individuals with age > 45 Not used The addition of cystatin C and albuminuria to creatinine

(2011) to predict the risk of death and ESRD may reclassify
individuals with more accuracy and distinguish important
differences to prognosis.

Rule et al. 1,150 patients with mean Not used GFR based on cystatin C improved the risk stratification

(2013) age 65 years of mortality and CKD as compared to GFR based on
creatinine.

Hari et al. 42 children with CKD stage 1 Clearance of Cystatin C based formula showed a better performance

(2014) (age from 2 to 18) 99mTcDTPA than creatinine based formula.

CKD = chronic kidney disease. GFR = glomerular filtration rate. ESRD = end stage renal disease.
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to risk of mortality, cardiovascular events and cardiac
insufficiency. They evaluated the ability of the GFR estimated
by cystatin C to detect additional cases of GFR decline
among people with GFR estimated by creatinine > 60 mL/
min/1.73 m?, and to distinguish a group with a greater risk of
chronic renal complications among those with GFR based
on creatinine <60 mL/min/1.73 m2. They observed that among
individuals diagnosed with CKD using CKD-EPI formula
based on creatinine, the worst prognostic was limited to a
subgroup that also had CKD according to the formula based
on cystatin C. Therefore, cystatin C may have an important
role in the identification of people with CKD that show a higher
risk of complications.

In another study, Peralta et al."® evaluated whether
the combination of creatinine, cystatin C and albuminuria
would improve the identification of complications
associated with CKD in 26643 patients divided into eight
groups defined by GFR based on creatinine < 60 mL/min/
1.73 m?, GFR based on cystatin C < 60 mL/min/1.73 m?
and/or albuminuria > 30 mg/g, in comparison to creatinine
alone. They verified that the association of these three
biomarkers improved the discrimination of the risk of death
and end stage renal disease. Cystatin C and albuminuria
were both strongly and independently associated with death
among people with and without CKD defined by GFR based
on creatinine. Moreover, the second largest group of risk to
end stage renal disease was not detected by creatinine, but
it was detected by cystatin C and albuminuria. Therefore, the
addition of cystatin C and albuminuria to creatinine to predict
the risk may reclassify people with more accuracy and
distinguish important differences to prognosis.

Rule et al.?% evaluated the GFR of 1150 patients with
risk factors associated to CKD by the clearance of
iothalamate and the formulas based on creatinine, cystatin
C or both. They verified that the GFR based on cystatin C
improved the risk stratification of mortality and renal
insufficiency as compared to GFR based only in creatinine,
suggesting that cystatin C may be considered a better
biomarker for the risk stratification of CKD. In a study involving
42 children with CKD evaluated by the clearance of
99mTcDTPA, Hari et al.?" observed that the cystatin C based
formula showed a better performance than the formula based
on creatinine in children with early CKD.

CYSTATIN C AND DIABETES MELLITUS

Cystatin C has been suggested to provide a better
estimative of the GFR than creatinine in diabetic patients.”
Some studies that have assessed the use of cystatin C to
detect renal function decline in diabetic patients are
summarized in Table 2. A study conducted by Maclsaac et
al.?? demonstrated that plasma cystatin C was at least as
sensible and specific as the GFR estimated by creatinine to
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detect renal impairment, which was evaluated by isotopic
reference, in diabetic patients. Moreover, at normal range of
the GFR, the GFR estimated by cystatin C was superior to
Cockcroft Gault and MDRD formulas based on creatinine.

In a study involving only type 2 diabetic (DM2) patients,
Jeon et al.®® demonstrated that cystatin C levels increased
with increasing of CKD stage from 1 to 3 and from
normoalbuminuria to microalbuminuria and showed a positive
correlation with albuminuria, indicating that cystatin C is a
useful biomarker to detect early renal function decline in DM2
patients, because it reflects both a decrease in the GFR and
an increase in albuminuria. It was also verified that cystatin
C measurement in urine and serum is a useful biomarker for
the evaluation of renal function in DM2 patients with
normoalbuminuria.

Pucci et al.® analysed the renal function of 288 type
1 (DM1) and DM2 patients by the determination of cystatin
C and creatinine plasma levels and the GFR estimated by
Cockcroft Gaul and MDRD formulas, and evaluated the
efficacy of these biomarkers to detect early renal function
decline, comparing to clearance of iohexol. They verified
that plasma cystatin C is a better biomarker to early
detection of renal function decline than plasma creatinine
and the formulas based on creatinine. Similarly, Tan et al.?®
determined the clearance of iohexol in DM1 patients and
compared it with plasma creatinine, GFR based on cystatin
C, clearance of creatinine and GFR estimated by Cockcroft
Gault formula. They observed that cystatin C correlated as
well as the clearance of creatinine with the clearance of
iohexol, and correlated better than plasma creatinine or the
Cockcroft Gault formula.

Mussap et al.?”» compared the plasma levels of cystatin
C and the GFR estimated by Cockcroft Gault formula, in
reference to clearance of 51Cr-EDTA, in DM2 patients to
assess which method is more efficient to evaluate the GFR
of these patients. They verified that cystatin C showed a better
correlation with the clearance of 51Cr-EDTA than the GFR
estimated by Cockcroft Gault formula. Furthermore, cystatin
C showed a better accuracy to distinguish between patients
without renal dysfunction and with renal function decline and
provided less false-positive and false-negative results.
Shimizu et al.® also compared plasma creatinine and
cystatin C in 174 DM2 patients and observed that cystatin C
is a more sensitive and specific biomarker of the renal
function decline than creatinine and may predict early
prognostic stages of nephropathy.

Christensson et al.®® conducted a study with 41 DM1
and 82 DM2 patients in order to determine whether cystatin
C is more accurate than serum creatinine to detect diabetic
nephropathy. They have reported that serum cystatin C has
showed a better performance in comparison to serum
creatinine to detect mild renal disease. However, serum
creatinine was as efficient as cystatin C to detect severe
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Table 2 - Studies that have assessed the use of cystatin C to detect renal function decline in diabetic patients.

Author Population Gold Standard Data

Oddoze et al. 49 patients with DM1 and DM2 Clearance of Cystatin C did not provide a better estimative of GFR
(2001) (mean age 57 years) Cr-EDTA in comparison to plasma creatinine.

Tan et al. 29 adult patients with DM1 Clearance of Cystatin C showed a better performance than plasma
(2002) (age > 18) iohexol creatinine or Cockcroft Gault formula.

Mussap et al. 52 patients with DM2 Clearance of Cystatin C showed a better performance than Cockcroft
(2002) (age from 48 to 73) Cr-EDTA Gault formula.

Shimizu et al. 174 adult patients with DM2 Albuminuria Cystatin C may predict early prognostic stages of
(2003) (age > 18) nephropathy.

Christensson etal. 123 adult patients with DM1 and Clearance of Cystatin C showed a better performance than serum
(2004) DM2 (age > 18) Cr-EDTA creatinine to detect mild renal disease

Perkins et al. 30 patients with DM2 (mean age Clearance of Serial measurements of serum cystatin C are able to
(2005) 40 years) iothalamate detect with accuracy the early renal function decline.

Maclsaac et al.

251 patients with DM1 and DM2

Clearance of

GFR estimated by cystatin C showed the same

(2006) (mean age 60 years) Te-DTPA

Maclsaac et al. 251 patients with DM1 and DM2

(2007) (mean age 60 years) Te-DTPA
Pucci et al. 288 adult patients with DM1 and Clearance of
(2007) DM2 (age > 18) iohexol

Premaratne et al. 85 patients with DM1 (age from

(2008) 14 to 72) Tc-DTPA

Li etal. 91 adult patients with DM2 Clearance of
(2010) (age > 18) Tc-DTPA
Jeon et al. 332 adult patients with DM2 Albuminuria
(2011) (age > 18)

Jeon et al. 205 adult patients with DM2 Albuminuria
(2013) (age > 18)

liadis et al. 448 patients with DM2 Clearance of
(2011) (mean age 65 years) Cr-EDTA
Krolewski et al. 766 patients with DM1 and Not used
(2012) DM2 in CKD stages 1-3

(mean age 38 years)

Clearance of

Clearance of

predictive value as MDRD and Cockcroft-Gault
formulas.

Cystatin C showed a similar accuracy than Cockcroft
Gault and MDRD formulas.

Cystatin C is better to early detection of renal function
decline than plasma creatinine and Cockcroft-Gault
and MDRD formulas.

GFR based on cystatin C was able to predict more
accurately the long term changes in GFR than Cockcroft
Gault and MDRD formulas.

Cystatin C based GFR was less accurate to evaluate
renal function than MDRD formula.

Cystatin C is useful for the evaluation of renal function in
patients with normoalbuminuria.

Cystatin C levels increased from normoalbuminuria to
microalbuminuria.

GFR based on cystatin C was similar to serum
creatinine and CKD-EPI formula based on creatinine.

GFR based on cystatin C may improve the risk
stratification of ESRD determined by CKD-EPland
MDRD formulas.

CKD = chronic kidney disease. GFR = glomerular filtration rate. DM1 = type 1 diabetes mellitus. DM2 = type 2 diabetes mellitus.

ESRD = end stage renal disease.

renal disease. In a study involving 251 diabetic patients,
Maclsaac et al.®® compared the predictive performance of
the GFR based on cystatin C with the methods based on
creatinine. They reported that the GFR estimated by cystatin
C showed the same predictive value as the MDRD and the
Cockcroft-Gault formulas. However, they have shown that the
adjustment of cystatin C according to clinical and biochemical
parameters would improve the predictive value of the GFR
based on cystatin C.

Aiming to evaluate the stages of renal disease in dia-
betes mellitus, Krolewski et al.®" classified DM1 and DM2
patients in stages 1-3 of CKD, according to the GFR
estimated by the CKD-EPI and the MDRD formulas based
on creatinine, and by the Stevens formula based on cystatin
C. They followed the patients during 10 years to verify whether
the prediction of end stage renal disease based on the
staging of CKD established by the formulas based on
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creatinine could be improved by the formula based on cystatin
C. Patients classified in a more severe stage of CKD
evaluated by the formula based on cystatin C in comparison
to the formulas based on creatinine showed a significantly
higher risk to develop end stage renal disease, while those
classified in a less severe stage of CKD evaluated by the
formula based on cystatin C compared to the formulas based
on creatinine showed a significantly lower risk. Therefore,
the formula based on cystatin C may improve the risk
stratification of end stage renal disease determined by the
formulas based on creatinine in DM1 and DM2 patients.
Premaratne et al.®? conducted a study with 85 DM1
patients, who were followed by 10 years, comparing the
methods based on creatinine and cystatin C with the
clearance of 99mTc-DTPA. They verified that the GFR
estimated by cystatin C was more accurate than the GFR
estimated by Cockcroft Gault and MDRD formulas based on

RBAC. 2017;49(3):227-34
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creatinine to detect renal function decline. Cystatin C was
able to predict more accurately the long term changes in GFR
when compared to serial determination of GFR calculated
by the clearance of 99mTc-DTPA, improving the early
identification of patients that show an increased risk to
develop kidney failure. Similarly, Perkins et al.*® assessed
the renal function decline in DM2 patients with normal or
increased GFR to verify whether cystatin C is able to detect
early renal function decline in diabetes mellitus. They have
shown that serial measurements of serum cystatin C are able
to detect with accuracy the early renal function decline in these
patients.

Despite several studies have demonstrated the
superiority of cystatin C compared to other renal biomarkers,
Oddoze et al.®% verified that cystatin C did not provide a better
estimative of the GFR in comparison to plasma creatinine in
49 patients with diabetes mellitus and renal impairment.
Similarly, Li et al.*® observed that the formulas based on
cystatin C provided results less accurate than the MDRD for-
mula based on creatinine to estimate the GFR of 166 patients
with CKD and 91 patients with DM2. lliadis et al.®® also
compared the accuracy of the GFR estimated by formulas
based on cystatin C and creatinine in 448 DM2 patients, using
the clearance of Cr-EDTA as reference and they verified that
the GFR based on cystatin C did not provide a better
evaluation of the GFR than the GFR based on creatinine.

CYSTATIN CAND RENAL TRANSPLANTATION

Cystatin C has been shown to be a more sensitive
biomarker to detect early renal dysfunction, which is
beneficial to kidney transplant patients, in which small
changes of the GFR can impair the post-transplant
course.” Some studies have evaluated the use of cystatin
C to monitor renal function in kidney transplant patients and

they are summarized in Table 3. Malheiro et al.®” compared
the predictive performance of the GFR estimated by the
MDRD and the Cockcroft Gault formulas based on creatinine
with the GFR estimated by the Le Bricon and Stevens formu-
las based on cystatin C, using as reference the clearance of
creatinine, in 173 kidney transplant patients. They observed
that the GFR based on cystatin C showed a better efficacy to
monitor the graft function than the GFR based on creatinine.
In another similar study, Jung et al.®® analysed 72 kidney
transplant patients to compare the clinical efficacy of serum
cystatin C and creatinine, in reference to the clearance of
creatinine. They reported that cystatin C is a more sensitive
biomarker of the reduced GFR (< 60 mL/min/1,73m?) than
serum creatinine.

Krishnamurthy et al.®® compared the efficacy of the GFR
estimated by Le Bricon formula based on cystatin C and the
GFR estimated by the MDRD formula based on creatinine in
30 patients that have received kidney transplant, using as
reference the clearance of Tc-DTPA. They observed that the
GFR based on cystatin C showed a better correlation with
the clearance of Tc-DTPAthan the MDRD formula. White et
al.“9 estimated the GFR using four formulas based on cystatin
C (Filler, Le Bricon, Larsson and Hoek) and seven formulas
based on creatinine, in 117 kidney transplant patients, and
compared them with the clearance of Tc-DTPA. They
observed that the formulas based on cystatin C were more
accurate to predict renal function decline in these patients.

Le Bricon et al.“" compared plasma cystatin C with
the clearance of creatinine and plasma creatinine, three
months after the kidney transplant in 25 patients, and verified
that creatinine overestimated the GFR, while cystatin C
reflected better the GFR and correlated strongly with the
clearance of Cr-EDTA. On the other hand, in a study involving
29 kidney transplant patients, Risch et al.“? verified that the
GFR estimated by Larsson formula based on cystatin C was

Table 3 - Studies that have evaluated the use of cystatin C to monitor renal function in kidney transplanted patients.

Author Population Gold Standard Data

Le Bricon et al. 25 adult patients 3 months after Clearance of Creatinine overestimated GFR, while cystatin C

(2000) kidney transplantation (age > 18) Cr-EDTA reflected better the GFR.

White et al. 117 adult patients 5 months after Clearance of Cystatin C-based formulas were more accurate to

(2005) kidney transplantation (age > 18) Tc-DTPA predict renal function decline than creatinine-based
formulas.

Risch et al. 29 adult patients 6 months after Clearance of GFR based on cystatin C was similar to MDRD formula

(2005) kidney transplantation (age > 18)

Krishnamurthy et al. 30 adult patients 6 months after

iothalamate
Clearance of

to monitor the graft function.
GFR based on cystatin C showed a better performance

(2011) kidney transplantation (age > 18) Tc-DTPA than MDRD formula.
Malheiro et al. 173 adult patients at least one Clearance of GFR based on cystatin C showed a better performance
(2012) year after kidney transplantation creatinine to monitor the graft function than GFR based on
(age > 18) creatinine.
Jung et al. 72 adult patients which were Clearance of Cystatin C is a more sensible biomarker of reduced

(2012) followed up after kidney
transplantation (age > 18)

creatinine

GFR than serum creatinine.

GFR = glomerular filtration rate

RBAC. 2017;49(3):227-34
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similar to the GFR estimated by MDRD formula based on
creatinine to monitor the renal function of these patients.

CYSTATIN CAND CARDIOVASCULARRISK

In the last decade, cystatin C has been associated
with the risk of cardiovascular disease in elderly population,
diabetic patients, individuals with atherosclerosis and
patients with CKD, which possibly reflects a very early
stage of chronic kidney dysfunction in these individuals.“*>
46) Despite cystatin C is not an acute phase protein, it has
been shown a significant association between cystatin C
and CRP, which is an important biomarker of subclinical
chronic inflammation associated with atherosclerosis and
CKD.“D Some studies have assessed the use of cystatin
C to predict the risk of cardiovascular disease and they
are summarized in Table 4.

Vigil et al.“* followed 180 patients with CKD
diagnosed by the GFR based on creatinine during 6 years.
The patients were clustered in tercis according to cystatin
C and creatinine values in the beginning of the study. It
was analysed whether cystatin C could identify the patients
with an increased risk of renal disease progression, death
or cardiovascular events. They observed that, unlike
creatinine, basal serum cystatin C was a predictor of
mortality and of the development of cardiovascular events,
suggesting that cystatin C is a usefull biomarker to evaluate
cardiovascular morbidity and mortality in patients with CKD.

Schottker et al.*® evaluated the risk of cardiovascular
disease in diabetic patients with CKD, which was defined
by the GFR estimated by formulas based on creatinine

and cystatin C. They verified that only the definition of CKD
based on cystatin C consisted on an independent predictor
of the risk of cardiovascular events in diabetic patients,
suggesting that the GFR based on cystatin C may show a
better clinical utility to predict the cardiovascular risk than
the GFR based on creatinine. Shlipak et al.“® performed a
study with 4.637 elderly people in order to compare plasma
levels of creatinine and cystatin C as predictors of
cardiovascular events and mortality. They showed that the
highest levels of cystatin C were directly associated with a
higher risk of mortality and that cystatin C was a stronger
predictor of cardiovascular events than creatinine and the
GFR estimated by creatinine.

In another study, Ix et al.*” investigated the association
between cystatin C with mortality, cardiovascular outcomes
and congestive heart failure among 990 individuals with
coronary artery disease. They observed that cystatin C
serum levels were associated with mortality, cardiovascular
outcomes and congestive heart failure. Moreover, high levels
of cystatin C were able to predict the increase of the risk of
these adverse clinical outcomes, even in individuals without
microalbuminuria or reduced GFR. Jernberg et al.*® also
demonstrated that cystatin C improves substantially the
risk stratification of the patients with suspected or confirmed
non-ST elevation acute coronary syndrome. In other study,
Ichimoto et al.*® reported a prognostic value of cystatin C
in patients with myocardial infarction with elevation of ST
segment that underwent percutaneous coronary
intervention. These authors observed a higher frequency of
cardiovascular events among patients with higher plasma
levels of cystatin C.

Table 4 - Studies that have assessed the use of cystatin C to predict the risk of cardiovascular disease

Author Population Data

Jernberg et al. 126 adult patients with symptoms suggestive of Cystatin C improves substantially the risk stratification of patients

(2004) acute coronary syndrome (age > 18) with suspected or confirmed non-ST elevation acute coronary
syndrome.

Shlipak et al. 4,637 elderly individuals (age 65 or older) Cystatin C was a stronger predictor of cardiovascular events and

(2005) death than creatinine or GFR estimated by creatinine.

Luc et al. 9,758 male individuals aged 50 to 59 years Cystatin C was independently associated with the occurrence of the

(2006) without coronary heart disease first ischemic coronary event.

Ix et al. 990 adult patients with coronary heart Cystatin C was associated with mortality, cardiovascular outcomes

(2007) disease (age > 18) and congestive heart failure.

Ichimoto et al. 71 adult patients who underwent percutaneous Cystatin C was associated with a higher frequency of

(2009) coronary intervention for myocardial infarction cardiovascular events and rehospitalizations after myocardial

with ST segment elevation (age > 18) infarction with elevation of ST segment.

Cepeda et al. 359 individuals aged over 49 years Individuals that have cardiovascular risk factors, such diabetes

(2010) mellitus, CKD and hypertension, showed increased levels of
cystatin C.

Schottker etal. 1,153 patients with DM1 and DM2 The definition of CKD based on cystatin C, but not the one based

(2012) (mean age 64 years) on creatinine, consisted on an independent predictor of the risk of
cardiovascular events in diabetic patients.

Vigil et al. 180 adult patients with CKD (age > 18) Cystatin C, but not serum creatinine, was a predictor of mortality in

(2014) general and cardiovascular mortality in patients with CKD.

CKD = chronic kidney disease. GFR = glomerular filtration rate. DM1 = type 1 diabe mellitus. DM2 = type 2 diabetes mellitustes
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Cepeda et al.® have determined the prevalence of
higher cystatin C plasma levels in general population,
including 415 individuals with more than 49 years old, and
its relation with risk factors for cardiovascular disease. They
found a high prevalence of individuals with increased levels
of cystatin C among those that have cardiovascular risk
factors, such diabetes mellitus, CKD and hypertension. They
have also observed a correlation between cystatin C levels
and biomarkers of cardiovascular risk, such as RPC,
homocysteine and fibrinogen. Luc et al.®" investigated the
association between cystatin C plasma levels and the
incidence of coronary arterial disease, in a longitudinal
study that has involved 9758 healthy men aging between
50 and 59 years old, who were followed during 5 years. They
observed that after the adjustment for traditional
cardiovascular risk factors (age, diabetes mellitus,
tabagism, hypertension, body index mass, triglycerides,
cholesterol LDL and HDL), cystatin C was significantly
associated with the occurrence of the firstischemic coronary
event.

CONCLUSION

There is still no ideal biomarker to evaluate renal
function and cystatin C has been demonstrated to be a very
promising one. The studies about the use of cystatin C show
divergent results. However, most of them demonstrate that
the cystatin C is equal or superior to the other available
biomarkers in different groups of patients, such as patients
with diabetes mellitus, CKD and kidney transplant. In these
patients, cystatin C seems to be especially useful to detect
early renal function decline. Moreover, cystatin C has been
demonstrated to be an interesting biomarker of
cardiovascular risk.

The laboratorial assessment of cystatin C is very
expensive and still needs for standardization, and for this
reason, it is not widely performed. New studies that confirm
the superiority of cystatin C in comparison to methods based
on creatinine, or that demonstrate the advantages of the
association between these biomarkers to evaluate the GFR
of different groups of patients, are still necessary for routinely
use of cystatin C in the clinic. The future use of the cystatin C
may contribute to improve the early diagnosis of CKD,
allowing an early treatment and the prevention of the
progression of the CKD and the development of
cardiovascular complications.
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Resumo

A avaliagéo precisa da progresséo do declinio da fungéo renal é muito
importante, ja que o estabelecimento precoce de terapias renoprotetoras
pode prevenir ou retardar o desenvolvimento da doenca renal terminal.
Até o momento, ndo existe um biomarcador ideal para avaliar a taxa de
filtrac&o glomerular, e a cistatina C tem demonstrado ser muito promis-
sora. Nesta revisdo, nés reunimos varios estudos que avaliaram o uso
da cistatina C para avaliar a taxa de filtracdo glomerular em pacientes
com doenca renal crénica, diabetes mellitus e sob hemodiélise, e tam-
bém o uso da cistatina C para predizer o risco de eventos
cardiovasculares. Apesar de ter sido demonstrado por varios autores
que a cistatina C é igual ou superior aos outros biomarcadores disponi-
veis, algumas limitagcbes ainda precisam ser superadas para que a
cistatina C possa ser utilizada na clinica para melhorar o diagnéstico
precoce da doenca renal crénica.

Palavras-chave
Doencas cardiovasculares; Cistatina C; Nefropatias diabéticas; Trans-
plante de rim; Insuficiéncia renal crénica
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Candida albicans é a espécie mais comum do género Candida a causar infec¢des invasivas

humanas. Essas infec¢des estdo associadas a alta morbidade e alta mortalidade nos paci-
entes acometidos. Uma das razdes pode ser devido a resisténcia da levedura aos antiflingicos
como fluconazol, anfotericina B e caspofungina, que séo utilizados na sua terapéutica.
A resisténcia de Candida albicans ocorre por diversos mecanismos como, por exemplo,
mutagéo e recombinagédo mitéticas, com formagédo de componentes-alvo dos antifiingicos
com menor afinidade de ligacéo a ele, por superexpressao de bombas de efluxo e
formagéo de biofilmes.

Palavras-chave

Farmacorresisténcia fungica; Candida albicans; Antifingicos

INTRODUCAO

O género Candida constitui o principal grupo de le-
veduras que causam infec¢gdes oportunistas no ser hu-
mano. Este género compde-se de cerca de 150-200 es-
pécies, muitas das quais podem habitar o trato gastro-
intestinal, sistema urogenital, pele, e mucosa do trato res-
piratorio de seres humanos.!" Elas se tornam patogénicas
em pacientes com o sistema imunolégico comprometido
e, nestas circunstancias, podem causar doenca em prati-
camente todos os 6rgaos e tecidos, resultando em infec-
¢do superficial, invasiva e sistémica.!” Portanto, estao
emergindo como agentes de infecgdes principalmente em
neonatos, imunocomprometidos, idosos, diabéticos, pés-
operados, uso prolongado de antibiéticos, pacientes in-
ternados, uso de corticoides, transplantados, uso de
catéteres, nutricdo parenteral, gravidez e uso de anti-
concepcionais.(!?

As espécies de leveduras do género Candida mais
importantes do ponto de vista clinico e epidemiolégico séo:
Candida albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis,
Candida parapsilosis e Candida krusei, sendo que a C.
albicans permanece como a espécie mais comum nas in-
fecgbes humanas.(?

A C. albicans constitui-se de uma levedura diploide
com dois pares de oito cromossomos. Multiplica-se por
brotamento e, em determinadas situacdes, pode produzir
tubo germinativo e entéo crescer como pseudo-hifa ou hifa
verdadeira. A identificacdo definitiva & geralmente realiza-
da por provas bioquimicas de assimilagédo de acucares, uti-
lizando-se kits comerciais como API 20C AUX (BioMérieux),
ID 32C (BioMérieux), Candifast (International Microbio) ou
pelo sistema automatizado Vitek system (BioMérieux) ou
Vitek 2 (BioMérieux).\"?

As manifestagdes clinicas na candidiase apresentam
grande diversidade de quadros, como candidiase cutaneo-
mucosa e candidiase invasiva ou sistémica. A candidiase
cutaneo-mucosa consiste em manifestagdes superficiais,
apresentando as seguintes formas: candidiase intertriginosa,
onicomicose, candidiase oral, vulvovaginite, balanopostite
e candidiase cutadneo-mucosa crénica. Ja a candidiase
invasiva ou sistémica caracteriza-se por apresentar infec-
¢bes profundas ou invasivas, podendo localizar-se em um
6rgao ou disseminar-se via sanguinea (candidemia). Apre-
sentam-se como quadros de sintomatologia cardiaca, di-
gestiva, respiratoria, hepatica, renal, ocular, do sistema
nervoso central, ou disseminada, que é uma forma clinica
de dificil tratamento."

'Graduanda. Universidade Federal de Santa Catarina— UFSC — Florianépolis - SC, Brasil.
2Professor. Doutorado. Universidade Federal de Santa Catarina— UFSC — Floriandpolis - SC, Brasil.

Instituicdo: Universidade Federal de Santa Catarina— UFSC — Florianépolis - SC, Brasil.

Conflitos de interesse: N&o ha conflitos de interesse.
Artigo recebido em 14/08/2015

Artigo aprovado em 04/02/2016
DOI: 10.21877/2448-3877.201600407

RBAC. 2017;49(3):235-9

235



Vieira AJH, Santos JI

As infecgbes invasivas estdo associadas a interna-
¢bes prolongadas, com elevada taxa de mortalidade e au-
mento no custo hospitalar.('® Nesses casos, a melhora ou
até a sobrevivéncia do paciente depende da rapida identifi-
cacao do patégeno e, consequentemente, da introdugéo pre-
coce da terapia antifingica.!"?

Antifangicos utilizados na terapéutica da
candidiase invasiva

Dentre os antifungicos utilizados na terapéutica de
candidiases invasivas destacam-se triaz6licos, como fluco-
nazol, derivados poliénicos, como anfotericina B, e, do gru-
po das equinocandinas, a caspofungina.('?

A anfotericina B é indicada para formas graves de
doenca invasiva, pertence ao grupo dos poliénicos. Sao
grandes moléculas que atuam na membrana celular fingica,
onde possui grande avidez pelo ergosterol, justificando sua
especificidade. Também interferem com a permeabilidade
e com as fungdes de transporte pela sua capacidade de
formar grandes poros na membrana causando disturbios
graves no equilibrio idnico, com perda de K+ extracelular,®
além de utilizar multiplas vias de sinalizacao intracelular para
indugdo da morte da levedura.®

Azoélicos constituem um grupo de agentes fungistaticos
sintéticos com amplo espectro de atividade, baseados nos
nucleos imidazol ou triazol.® Eles atuam inibindo a enzima
fangica lanosina-14a-desmetilase, que é responsavel pela
converséo de lanosterol em ergosterol, afetando diretamente
a fluidez da membrana e nas enzimas ligadas a ela.“9 No
caso de infecgdo invasiva, um dos mais utilizados é o fluco-
nazol.®) E um antiftingico triazélico que alcanga grandes con-
centracdes no liquido cefalorraquidiano, podendo ser a pri-
meira op¢ao nos casos de meningite fungica, alcangando
também boas concentragées no humor vitreo, saliva, pele,
unhas e tecido vaginal.

A caspofungina pertence ao grupo das equinocandinas
e é administrada intravenosamente. Ele atua contra o cres-
cimento de fungos através da inibigado da 3-1,3-D-glucano-
sintase.® Este polimero é necessario para manter estavel a
estrutura das paredes celulares fungicas, sendo que, na sua
auséncia, as células fungicas perdem a integridade e ocor-
re a sua lise.® O amplo espectro de atividade fungicida con-
tra as espécies de Candida, baixos efeitos colaterais e perfil
de interagéo favoravel faz da caspofungina terapia de pri-
meira linha para as diversas manifestacdes clinicas da
candidiase.”

Mecanismos de resisténcia de C. albicans a
antifungicos

Uma vez identificado o patégeno causador da infec-
¢ao, a falha na terapia antifiungica pode ocorrer por diver-
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sos fatores, como resisténcia in vitro (intrinseca ou desen-
volvida ao longo da terapia) ou resisténcia clinica.®

A resisténcia clinica ocorre quando o fungo é aparen-
temente susceptivel ao antifungico in vitro, porém néao in
vivo, devido a impossibilidade do antifingico agir no seu
alvo. Pode ser resultado de terapia em pacientes muito
imunodeprimidos, neutropénicos, infecgéo em tecidos pou-
co vascularizados ou abcessos fechados, falta de aderén-
cia do paciente ao tratamento e formacéo de biofilmes em
proteses e catéteres.

Varias espécies de leveduras do género Candidatém
a habilidade de produzir biofilme, inclusive C. albicans.®®

A resisténcia microbiol6gica, por sua vez, envolve
mecanismos moleculares e pode ser intrinseca ou adqui-
rida.® A resisténcia intrinseca é uma caracteristica
fenotipica de determinada espécie de microrganismo e
confere a ele a resisténcia inata antes da exposicéo des-
te ao antifungico. Isso ocorre, por exemplo, com a espécie
de C. krusei, que possui resisténcia intrinseca ao fluco-
nazol.® Ja a resisténcia adquirida ocorre em microrganis-
mos que desenvolveram mutacdes ap6s a exposicado ao
antifingico e posteriormente houve a selecéo, sobrevivén-
cia e proliferagdo daqueles mutantes resistentes.®

Fatores de transcricgdo mutantes contribuem com a
formacéo de resisténcia microbiolégica aos antifiingicos. A
resisténcia que ocorre em C. albicans inclui uma variagao
que tem como fundo a descendéncia clonal. A falta de
recombinacao sexual leva a aquisi¢éo de resisténcia a dro-
gas através da plasticidade do genoma e aumento de taxas
de mutacéo e de recombinagdo mitéticas.!"® Entretanto, a
resisténcia mediada por bombas de efluxo é uma das mais
comuns.!"® Na Tabela 1 estao descritos os principais meca-
nismos de resisténcia de C. albicans para os antifungicos
anfotericina B, fluconazol e caspofungina.

As bombas de efluxo sdo compostas por proteinas,
que estao divididas em dois grupos com base na sua es-
trutura e tipo de energia que utilizam para o transporte de
varias moléculas. O primeiro grupo inclui transportadores
que utilizam a degradacédo de ATP como fonte de energia, a
esse grupo de proteinas da-se o nome de familia ABC (cas-
sete de ligacéo de ATP). Ja o segundo grupo consiste de
transportadores cuja energia é obtida a partir de um gradi-
ente de concentracdo de prétons presentes em membra-
nas biolégicas. Esta categoria é constituida por proteinas
MFS (Major Facilitador Superfamily).®'" Observa-se que
mutacdes em genes que interferem na regulagéo das bom-
bas de efluxo podem levar a superexpresséo destas, fato
que ocorre em certos casos de resisténcia, onde a concen-
tracéo de antifingico no microrganismo e sua acao sao al-
terados pela retirada de droga.("-14

Na literatura tem sido relatada ocorréncia relativamen-
te baixa de casos de resisténcia a anfotericina B, pois
mutacdes que levam a esse tipo de resisténcia trazem
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Tabela 1 - Mecanismos de resisténcia de C. albicans para
anfotericina B, fluconazol e caspofungina

Mecanismos de Resisténcia

Anfotericina B:
- Mutacéo do gene ERG3.(™
- Alterag@o na composicdo da membrana como o aumento
de esfingolipideos.®

Fluconazol:
- Mutacéo no gene ERG 11.(+2)
- Superexpressdo do gene ERG 11.(1429
-Mutagéo no gene ERG3.%"%®)
- Acédo do gene RTA2 na regulagéo positiva da calcineurina.('®
- Agéo da enzima calcinerina na sinalizagdo de eventos em
resposta a acdo do antifingico.>-?2
- Acédo de enzimas antioxidantes fungicas ao estresse oxidativo
induzido por fluconazol.("®
- Acéo da proteina do choque térmico Hsp90.?®
- Acéo de histona desacetilases na expressédo de genes.®
Caspofungina:
- Mutacgéo no gene FKS17 que codifica B-1,3-D-glucano-sintase.(430
Resisténcia a Multiplos Antifungicos:
- Biofilme.®
- Bombas de Efluxo*.""14

*Exceto para caspofungina.(”

consequéncias a sobrevivéncia da levedura, diminuindo
drasticamente sua tolerancia a estresses externos bem
como aumentando a ocorréncia de defeitos na filamentacao
e invasao tecidual.™ Os mecanismos envolvidos em au-
mento de resisténcia a anfotericina B resultam de altera-
¢des na composicdo da membrana plasmatica fungica,
alteracdes quantitativas de esfingolipideos na membrana
com diminuicdo da formacao de ergosterol e funcionamen-
toincorreto de bombas de efluxo, mutagédo do gene ERGS3,
que leva a formacéao de esteréis com menor afinidade de
ligagdo da anfotericina B('Y e superexpresséo de bombas
de efluxo.®

Esfingolipideos podem modular a resisténcia a anfo-
tericina B.(" Eles sdo necessarios para varios processos
celulares, incluindo a manutencgéo da integridade da mem-
brana plasmatica e bom funcionamento de certas protei-
nas da membrana. Alteragcdes na composicdo da mem-
brana, como o aumento de esfingolipideos, podem afetar
positivamente o funcionamento de bombas de efluxo.(™ A
quantidade de esfingolipideos presentes na membrana é
balanceada com a de ergosterol, sendo que, se ha uma
alteracéo quantitativa nos esfingolipideos também havera
no ergosterol, e, consequentemente, na oferta de sitio de
ligacdo de anfotericina B.("" Além disso, a diminuigdo da
producao de ergosterol causada pelo tratamento anterior
com azolicos pode levar secundariamente a um aumento
de resisténcia a anfotericina B devido a menor oferta de
sitio de ligacéo e possivel superexpressao de bombas de
efluxo." Por fim, outro mecanismo de resisténcia reporta-
do é o dareducdo da sensibilidade ao antifingico em res-
posta adaptativa ao estresse oxidativo induzido pela acao
de anfotericina B.("®
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Jia et al., em 2009,"® reportaram que o gene RTA2
esta envolvido no surgimento de resisténcia aos azélicos
em C. albicans por meio da regulagéo positiva da calci-
neurina.™ A calcineurina é uma fosfatase ativada por Ca?
e calmodulina, que esta presente em células eucariontes e
atua na sinalizagéo da célula fingica em resposta a estimu-
los externos.(" A RTAZ2 esta envolvida na reducéo de sensi-
bilidade in vitro de C.albicans ao fluconazol, bloqueando
sua capacidade de danificar a membrana através da regu-
lagéo da calcineurina.® Quando ha mutagéo na calcineurina,
esta se torna inviavel na reducdo da sensibilidade de
fluconazol e outros azélicos, tornando assim a calcineurina
essencial para o desenvolvimento de resisténcia.???

A proteina do choque térmico Hsp90 também é um
regulador da resposta ao estresse, ela esta envolvida de
producéo de biofilme.?® O estresse oxidativo induzido pela
acao de fluconazol pode ser reparado por resposta adapta-
tiva, contribuindo para a reducéo da sensibilidade ao anti-
fangico.(®

Muta¢des no gene ERG11 estdo associadas com re-
sisténcia aos azolicos, pois afetam a expressédo do gene
gue pode mudar a afinidade de lanosterol-14-a-demethylase
por drogas azélicas,??) bem como alteragées quantitati-
vas destas proteinas.\"4%)Por outro lado, mutagdes no gene
ERG3 também aumentam a resisténcia de C. albicans ao
fluconazol.?”8)

Li et al.®mostraram a importancia do papel da fami-
lia de histona desacetilases (HDACs) no desenvolvimento
de resisténcia aos azélicos em C. albicans. A desace-
tilacdo de histona pode levar a expressdo de genes
relacionados aos estagios iniciais de adaptacdo ao
estresse azolico, tais como genes associados as prote-
inas transportadoras nas bombas de efluxo.? Histonas
desacetilases sdo uma familia de enzimas importantes que
atuam no nucleo para desacetilar histonas em lisinas, fato-
res de transcri¢do, proteinas de transducgao de sinal e ou-
tras proteinas celulares.®)

A caspofungina ndo sofre os efeitos da bomba de
efluxo presentes em C. albicans ja que nao atinge concen-
tracdes apreciaveis no ambiente intracelular da levedura.™
Contudo, ha relatos de diminuigdo da susceptibilidade de
C. albicans a caspofungina relacionada a mutagéo no gene
FKS1 que codifica a enzima [-1,3-D-glucano-sintase.('¥
Multiplas mutagdes em FKS7 tém um maior risco de falha
terapéutica, e as varias mutagdes FKS7 SH diferem em ele-
vacdes nas concentragdes inibitérias minimas do anti-
fungico.CY

CONSIDERAGOES FINAIS
Com o aumento do uso de drogas antifungicas, o nu-

mero de relatos de resisténcia aos medicamentos anti-
fungicos também aumentou, o que evidencia ainda mais a
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necessidade de se compreenderem os mecanismos celu-
lares moleculares envolvidos no desenvolvimento da resis-
téncia aos antifingicos.

Néao foram desenvolvidas até o momento estratégias
definitivas para se evitar e combater o aparecimento de re-
sisténcia a antifungicos. Entretanto, pode ser possivel de-
senvolver procedimentos analogos aqueles que sao utiliza-
dos para os antibacterianos como, por exemplo, uso ade-
quado nas dosagens de antifungicos, escolha de um
antifingico mais adequado a um determinado fungo, ade-
réncia do pacientes ao tratamento, aperfeicoamento dos
métodos de diagnéstico das infecgdes fungicas e melhoria
no monitoramento da susceptibilidade ou resisténcia dos
isolados fungicos, que deve ser considerada a fim de me-
Ihor detectar o surgimento de cepas resistentes ou nao.

Abstract

Candida albicans is the most frequent species of the genus Candida to
cause invasive infections. These infections are associated with high
morbidity and mortality in the infected patients. One reason may be due
to resistance to antifungal agents used in the therapeutics of the
infections such as fluconazole, amphotericin B e Caspofungin.
Resistance occurrence in Candida albicans is reported to occur by several
mechanisms such as mutation and mitotic recombination, with the
formation of the antifungal target components with lower binding affinity
to it, overexpression of efflux pumps and biofim formation.
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Fungal drug resistance; Candida albicans; Antifungal agents
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Resumo

O aumento da resisténcia antimicrobiana é considerado, segundo a OMS, como um dos
principais problemas da atualidade, sendo observado o aumento alarmante, nos Ultimos
anos, da circulacdo de cepas com perfil de multirresisténcia, especialmente aos
antimicrobianos de ultima geragéo, incluindo Ceftriaxona e Cefepime (cefalosporina de 3% e
42 geragéo) e Carbapenémicos (Imipenem, Meropenem e Ertapenem) utilizados como prati-
ca no tratamento de diversas infec¢des. No entanto, esta pratica vem favorecendo a selegéo
de microrganismos resistentes a estes farmacos, através de diversos mecanismos, incluin-
do a aquisicéo de B-lactamases de espectro estendido ou genes de resisténcia localizados
em elementos méveis, que, consequentemente, resultam em falhas terapéuticas no trata-
mento empirico de infecgdes invasivas. A combinacgéo entre estes fatores favorece a selegéo
de microrganismos com perfil MDR (Multidrug Resistance), facilitando a implantagéo e dis-
seminagao destes microrganismos em diferentes ambientes, tanto comunitarios quanto
nosocomiais, que podem resultar em infecgdes graves de dificil controle e tratamento clinico
limitado.

Palavras-chave

Carbapenemase; KPC; NDM; Metalobetalactamases

INTRODUCAO

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos é um
grande desafio no tratamento de infec¢cdes causadas por
determinados microrganismos, pois muitas vezes as opgdes
de farmacos sdo minimas."? As enterobactérias podem
apresentar muitos mecanismos de resisténcia que variam
desde deficiéncia de porinas até a producédo de enzimas
capazes de inativar a acdo de drogas antimicrobianas, como
exemplo as beta-lactamases. Atualmente sdo descritas
aproximadamente 35 enzimas beta-lactamases distintas,
das quais algumas, como as carbapenemases, tém apre-
sentado maior relevancia, tendo em vista sua distribuicéo
clonal e o impacto que vem sendo observado pela falha no
tratamento de infecgdes por estes microrganismos.®

As carbapenemases sdo enzimas que atribuem as
bactérias resisténcia aos antimicrobianos carbapenémicos.
A emergéncia das bactérias produtoras de carbapenemase

gera um grande problema de saude publica no Brasil e no
mundo. As infec¢des por enterobactérias que contém este
tipo de enzima aumentam a taxa de mortalidade dos paci-
entes acometidos, pela dificuldade no tratamento, ja que
existem poucas alternativas eficazes na eliminacéo e con-
trole destas infecgdes.®

Existem varios tipos de carbapenemases que séo
transmitidos de um organismo a outro através de mecanis-
mos de trocas genéticas que acontecem no ambiente, in-
cluindo a transferéncia de elementos genéticos moéveis. A
globalizacao certamente contribui para a disseminacéo de
microrganismos que carregam caracteristicas de resistén-
cia, pois podem ser disseminados através da migracéo de
pessoas entre paises, que acabam por transportar de um
hemisfério a outro microrganismos portadores destas
enzimas. Apesar da influéncia dos habitos alimentares, im-
portacao de animais de producéo e plantas ornamentais
terem influéncia na disseminacéao destes microrganismos,
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a presenca de cada um dos tipos de carbapenemases em
microrganismos responsaveis por infecgdes e colonizacdes
pelo mundo ainda é distribuida de forma que cada regiao
ou continente tenha um tipo prevalente.®Nesse cenario tor-
na-se imprescindivel conhecer as metodologias aplicadas
ao diagnostico, permitindo a interpretacéao correta e rapida
e o reconhecimento dos mecanismos de resisténcia envol-
vidos, assim como a pratica de prevencgéo para evitar a dis-
seminacdo destes microrganismos e restringir o uso de
antimicrobianos, utilizando-os de maneira adequada.®

MATERIAL E METODOS

Este artigo de revisdo compde-se de pesquisa biblio-
grafica, que fundamentou sua base teérica por meio de li-
vros, guidelines utilizados por profissionais da area, como
o Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI), que é o
6rgao internacional americano responsavel pelas recomen-
dacdes e padronizagédo das etapas para a realizagéo do
Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos e estabelece
os pontos de corte para a interpretacédo dos resultados, e o
European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST), que é o comité europeu e apresenta al-
guns padrdes ndo contemplados pelo comité americano. Fo-
ram utilizados trabalhos cientificos com dados recentes ob-
tidos através da ferramenta de busca PubMed, utilizando
as palavras-chave carbapenemases, -lactamases, infec-
¢Oes bacterianas e multirresisténcia como descritores, para
caracterizar as carbapenemases e seu diagnéstico labora-
torial de acordo com o cenario mundial no periodo de 2010
a2014.

CARBAPENEMASES

A produgéo de enzimas beta-lactamases tem sido re-
latada como um importante mecanismo bacteriano de re-
sisténcia a antibioticos beta-lactamicos, ja que, hidrolisando
o anel beta-lactamico pela quebra da ligacdo amida, o
antimicrobiano perde a capacidade de inibir a sintese da
parede celular bacteriana.®

Determinados microrganismos, como as enterobac-
térias, podem apresentar como mecanismo de resisténcia
a producéo de beta-lactamase do tipo denominado "carba-
penemase" quando ha a capacidade enzimatica do micror-
ganismo de hidrolisar um antimicrobiano beta-lactamico da
classe dos carbapenémicos e outros beta-lactamicos, re-
duzindo sua ac¢éo bactericida. Sendo assim, uma carbape-
nemase é um tipo especifico de beta-lactamase.” Foram
descritos inimeros tipos de beta-lactamases, com base em
diversos critérios de classificagdo, porém existem duas clas-
sificacdes que sdo mais difundidas e utilizadas pela comu-
nidade cientifica: a classificacdo de Ambler e a de Bush-
Jacoby-Medeiros.®9
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A classificacdo de Ambler foi baseada na sequéncia
de aminoacidos, agrupando em classes de acordo com a
estrutura molecular das beta-lactamases. Neste estudo fo-
ram propostas quatro classes distintas: A, B, C e D.® Ou-
tra classificagéo, sugerida por Bush em 1989, foi baseada
na correlacao entre o substrato e as propriedades inibito-
rias da enzima.!"® Anos depois, esta classificagéo foi atua-
lizada com aintroducéo de caracteristicas estruturais junto
aos critérios anteriores, dividindo-se em quatro grupos: 1,
2,3,4. Embora sejam quatro grupos, o grupo 2 se subdivi-
de em oito outros grupos e o grupo 3 em mais outros trés.©®
Para o estudo das carbapenemases consideramos as duas
classificagdes, pois se complementam.

Entre as enterobactérias produtoras de carbapene-
mases, a Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli estdao
entre as mais relatadas em relagé@o a presenca deste me-
canismo.® Enterobactérias do género Enterobacter, Citro-
bacter, Providencia e Proteus séo reportadas, porém com
menos frequéncia e apresentam resisténcia aos antimicro-
bianos como Ceftriaxona e Cefepime (cefalosporina de 32
e 42 geracéo) e Carbapenémicos (Imipenem, Meropenem
e Ertapenem).(".12)

Classificagdo das carbapenemases

Na Classe A de Ambler estédo alocadas as beta-
lactamases de espectro estendido (ESBL), que sao inibi-
das pelo acido clavulanico. Conferem resisténcia a varias
cefalosporinas de amplo espectro e estdo no grupo 2 de
Bush-Jacoby-Medeiros. Ja as carbapenemases deste gru-
po, pertencentes ao subgrupo 2f, sdo serino-carbape-
nemases, pois tém uma serina como seu principal residuo
catalitico, localizada no seu sitio ativo, e contém os tipos
KPC (Klebsiella pneumoniae Carbapenemase), NMC
(N&@o Metalo carbapenemase), IMI (Imipenem hydrolyzing
carbapenemase), SME (Serratia marcescens enzyme) e
GES (Guiana extended spectrum).®® Os varios tipos de
carbapenemases de classe A comecgaram a ser notifica-
dos a partir de 1982 (SME), 1984 (IMI), 1990 (NMC), 1996
(KPC) e 2000 (GES)."As GES, carbapenemases da clas-
se A, tém sua capacidade hidrolitica aumentada depen-
dendo do seu subtipo GES-1/2/3/4/5.(1415)

Ja na Classe B estdo as Metalobetalactamases
(MBLs), que, além de resistentes aos beta-lactamicos, sédo
resistentes também aos inibidores de beta-lactamases,
porém, séo inibidas pelo acido etilenodiamino-tetracético
(EDTA). Nesta classe de carbapenemase podemos encon-
trar as Metalobetalactamases dos subtipos SPM (Sao Pau-
lo Metalobetalactamase), GIM (German Imipenemase), VIM
(Verona Imipenemase), IMP (Imipenemase), AIM (Australian
Imipenemase) e NDM (New Deli Metalobetalacta-
mases).('31® Essas ultimas, relatadas inicialmente em
2006, na india, sdo carbapenemases de classe B, em que
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ainda estao sendo detectadas novas variantes.!"” ANDM-
1, foi a primeira a ser descrita, e, assim como as outras
MBLs, é zinco dependente.('® Até bem pouco tempo atras,
o subtipo NDM vinha sendo identificado somente em paci-
entes que tiveram alguma relagdo com a regido geografi-
ca da india e Paquistdo, porém, na atualidade, ja foram
isolados na América do Sul de pacientes nao contactantes
com esses paises.(®819

Na Classe C, também classificada como grupo funci-
onal 1, estdo as cefalosporinases cromossomiais ou AmpC
(Adenosina monofosfato ciclico), que por si s6 ndo confe-
rem resisténcia aos carbapenémicos.® Entretanto, quando
associadas a deficiéncia de porinas, podem promover re-
ducéo da sensibilidade e até a resisténcia a esses antimi-
crobianos.® E possivel a mediacdo plasmidial de AmpC,
inclusive em enterobactérias.®

E, por ultimo, na Classe D encontramos as Oxacili-
nases, que pertencem ao subgrupo funcional 2d. Elas hidro-
lisam as oxacilinas, oximinocefalosporinas e carbapené-
micos.® Assim como as carbapenemases da classe A, as
de classe D apresentam serino-enzimas.!”¥ Em entero-
bactérias, as carbapenemases de classe D mais conheci-
das sdo do subtipo OXA-48, o qual, apesar de nao ser
prevalente no Brasil, ja esta difundido em outros paises.52"
As Oxacilinases podem estar associadas a outros meca-
nismos de beta-lactamases, como CTX-M.?? Além do OXA-
48 existem muitos outros subtipos, como OXA-23, OXA-
146, OXA-40, OXA-58, OXA-24 e OXA-40, geralmente en-
contrados em bactérias nao fermentadoras.® As diferen-
¢as entre elas séo estruturais e acabam refletindo em niveis
maiores ou menores de resisténcia.?¥

Diagnéstico laboratorial

E importante que se verifique a concentrag&o inibito-
ria minima (CIM) dos carbapenémicos em cepas néo sensi-
veis a estes antimicrobianos, como também das polimixinas
e tigeciclina para indicar a melhor terapéutica com base na
dose mais precisa de antimicrobiano, pois pelo método de
Kirby-Bauer (disco-difusdo) temos apenas o critério inter-
pretativo de resistente, intermediario e sensivel.®

Em enterobactérias produtoras de carbapene-mases,
a presenca da enzima é suficiente para hidrolisar os carba-
penémicos e reduzir a sensibilidade desta classe no TSA,
sendo o ertapenem o primeiro carbapenémico a apresen-
tar resisténcia, pois € o marcador mais sensivel para este
mecanismo de resisténcia.?® E recomendado, pela Anvisa,®
que em enterobactérias sejam testados os trés carbapené-
micos disponiveis em nosso pais: o imipenem, o merope-
nem e o ertapenem, pois se o resultado do teste indicar perfil
intermediario ou resistente para qualquer um destes
antimicrobianos, é sugestivo que o mesmo seja mediado
pela produgéo de enzima carbapenemase.
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As cepas caracterizadas como metalobetalacta-
mases apresentam resisténcia a 90% das drogas utiliza-
das como escolha no tratamento empirico das infecgdes.
O mapa genético mediado por plasmideo de resisténcia
em cepas caracterizadas como KPC apresenta resistén-
cia multipla ndo s6 para betalactamicos, mas também tal
resisténcia esta associada com outras classe de antimi-
crobianos, como aminoglicosideos, macrolideos, fluoro-
quinolonas.®)

No entanto, a ndo sensibilidade aos carbapenémicos
nao é regra para a presenca de carbapenemases, pois a
presenca de beta-lactamases do tipo ESBL e AmpC asso-
ciadas ou nao a deficiéncia de porinas pode causar CIMs
elevadas destes antimicrobianos.®??

Testes fenotipicos

Os testes fenotipicos séo, ainda hoje, utilizados pela
maioria dos hospitais e laboratérios em todo o mundo por
serem métodos de baixo custo e de simples realizagéo,
permitindo a pratica de estratégias de rotina para a busca
de carbapenemases.!"? Aqui no Brasil, alguns destes testes
sdo padronizados pelo CLSI? e recomendados pela Agén-
cia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa)® como técni-
ca de triagem diagnéstica, ressaltando que o diagnoéstico
final do mecanismo de resisténcia s6 pode ser obtido atra-
vés de testes moleculares.

Tais testes s@o necessarios tendo em vista que algu-
mas vezes a avaliacdo molecular pode detectar a presenca
de genes de resisténcia, mas o mesmo nao é expressado
fenotipicamente.('? As amostras suspeitas de carbapene-
mases através da resisténcia aos carbapenémicos e/ou tes-
tes fenotipicos positivos devem ser enviadas ao Laboraté6-
rio Central de Salde Publica do estado para confirmacéo e
analise molecular.®

Os testes de potencializagéo ou inibigcdo da sensibili-
dade sdo realizados observando-se a diferenca entre os
halos produzidos em Mueller Hinton com os discos de carba-
penémicos puros (meropenem, ertapenem e imipenem) em
comparacao aos discos dos mesmos carbapenémicos im-
pregnados com alguma substancia inibidora ou poten-
cializadora.!” A maioria dos testes fenotipicos, como a inibi-
¢éo com bloqueadores impregnados em disco, nédo é efi-
caz na triagem de carbapenemases de classe D.("?

No Brasil, esta triagem é separada entre enterobac-
térias pertencentes ao grupo CESP (Citrobacter freundii,
Enterobacter spp., Serratia spp., Providencia spp.,
Morganella morganii e Hafnia alvei) e as ndo pertencentes
a esse grupo. Esta divisdo se deve a falsa positividade do
teste para a detecgdo de KPC neste grupo.® Portanto, a
realizacdo do teste fenotipico para Metalobetalactamases
pode ser indicada para ambos os grupos, especialmente
para os microrganismos que apresentam fenoétipo de resis-
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téncia a carbapenémicos, os quais podem estar associa-
dos a resisténcia a outras classes de antimicrobianos.

Discos de carbapenémicos, meropenem e imipenem
puros e impregnados com acido fenilborénico (AFB) sao
utilizados para a deteccéo fenotipica de carbapenemases
de classe A, principalmente do subtipo KPC.('?22% Um teste
positivo é encontrado quando ha diferenga de > 5 mm entre
os discos nao impregnados em relagcdo aos mesmos dis-
cos com acido fenilborénico. Nesse teste, o acido fenilbo-
ronico realiza o bloqueio enzimatico deste tipo de carba-
penemase.®

De maneira semelhante ao teste de inibicdo com AFB,
a inibicao feita com EDTA junto aos carbapenémicos resul-
ta em um aumento de 5 mm ou mais em relacdo aos mes-
mos antimicrobianos puros, caso o teste seja positivo. A
substancia potencializadora, o EDTA, nao sofre influéncia
de outras beta-lactamases. Em um teste positivo, observa-
mos o bloqueio enzimatico das Metalobetalactamases, fun-
cionando como um quelante de zinco.5:30

Para a triagem de outros mecanismos que possam
conferir resisténcia bacteriana a carbapenémicos e que nao
sejam uma carbapenemase, como produgédo de ESBL e
AmpC, é utilizada a cloxacilina, que inibe as transpep-
tidases e carbopeptidases, impedindo a sintese da parede
celular bacteriana e é resistente ao efeito da penicilinase.
Discos de carbapenémicos impregnados com cloxacilina e
outros somente com os carbapenémicos séao testados. O
teste positivo se caracteriza pela potencializagdo da resis-
téncia, ou seja, o diametro do halo sera menor com a
cloxacilina, com diferenga de 5 mm ou mais em relagdo ao
carbapenémico puro. Além disso, o teste com AFB também
se encontra positivo no caso de AmpC plasmidial.®®1?

CONCLUSAO

A identificacdo de mecanismos de resisténcia, além
do perfil de sensibilidade aos antimicrobianos, é muito im-
portante para nortear o tratamento clinico, pois sua detecgéo
minimiza a possibilidade de falhas terapéuticas.

Os métodos fenotipicos aqui descritos, apesar de ndo
serem a metodologia mais moderna e nem definitiva, como
as analises moleculares para diagnéstico final das carbape-
nemases, podem contribuir de forma muito positiva e eco-
ndémica no ambito laboratorial, orientando assim a antibio-
ticoterapia adequada e auxiliando indiscutivelmente na luta
contra a resisténcia bacteriana.

Abstract

Increase in antimicrobial resistance is considered, according to the
WHO, to be one of the main problems in present time, with an alarming
increase in recent years in the circulation of strains with a multiresistant
profile especially to the latest generation antimicrobials, including
Ceftriaxone and Cefepime (cephalosporin of 3rd and 4th generation)
and Carbapenems (Imipenem, Meropenem and Ertapenem) used as a
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practice in the treatment of several infections. However, this practice
has favored the selection of microorganisms resistant to these drugs,
through several mechanisms, including the acquisition of extended-
spectrum fi-actamases or resistance genes located in mobile elements,
which consequently results in therapeutic failures in the treatment of
Invasive infections. The combination of these factors favors the
selection of MDR (Multidrug Resistance) microorganisms, facilitating
the implantation and dissemination of these microorganisms in different
environments, both communitarian and nosocomial, that can resultin
severe infections of difficult control and limited clinical treatment.
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Carbapenemase; KPC; NDM; Metallo-beta-lactamase
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Resumo

Objetivo: O presente trabalho teve como objetivo principal analisar as possiveis modifica-
¢des in vitro do acido ascdrbico nos parametros bioquimicos de ureia e creatinina plasmatica
em amostras de plasma sanguineo de voluntarios saudaveis apoés a presenca de altas
concentragdes de acido L-ascérbico. Métodos: Concentragdes crescentes de acido
ascorbico (5, 10 ou 40 mg/dL) foram adicionadas ao pool de soro humano e os analitos
foram determinados até 1 hora apés a adigdo. O método utilizado nas dosagens de ureia
foi 0 da urease pelo método UV e o de creatinina plasmatica foi o enzimatico por reagdo
de ponto final, ambas por método colorimétrico. Resultados: Foi verificado que, ao se
adicionar a vitamina C nas concentragdes de 5, 10 e 40 mg/dL aos pools controle,
somente nas concentragdes de 10 e 40 mg/dL houve mudangas significativas, sendo
que, na concentragdo de 5 mg/dL, tanto nos parametros de ureia quanto no de creatinina,
ndo houve relevante alteragdo. Conclusao: Conclui-se que a vitamina C, quando
presente nas amostras biolégicas de soro na concentragdo minima de 10mg/dL, é
responsavel por promover interagdées com os constituintes dos testes nos parametros
de ureia e creatinina plasmatica. No presente trabalho, o tema abordado traz de fato
uma relevante posicéo em nivel de informagéo para que os analistas clinicos se policiem
mais nas analises e liberagdo dos laudos laboratoriais.

Palavras-chave
Acido ascérbico; Ureia; Creatinina

INTRODUCAO

O acido ascoérbico participa diretamente das reacdes
de reducéo no interior do organismo humano. A absorgao
da vitamina C é realizada nas porgdes distais do intestino
delgado, que sdo o ileo e o jejuno. Existe um limiar de
absorcédo do acido ascérbico apresentado pelo intestino,
que é de aproximadamente 1.200 mg/dia,’ bem como
outras fungdes muito importantes para o funcionamento
biolégico ideal do organismo, que sédo: atuagao na sintese
de colageno, epinefrina, corticosteroides, acido biliar e,
ainda, acelera a absorgao de ferro e inativa radicais livres.®?®

A interferéncia de diversas substancias nas analises
clinicas vem admitindo um importante papel na rotina
laboratorial interferindo em ensaios e modificando o diag-
nostico de diversos parametros laboratoriais, como o de
glicemia, lipidograma, acido urico, ureia e creatinina. A vi-

tamina C apresenta um elevado potencial 6xido-redutor,
podendo interagir em algumas das fases das reagées qui-
micas com alguns elementos dos reagentes utilizados para
a determinacdo dos mais diversos parametros bioqui-
micos.G4

Existem dois tipos de interferéncias que podem ocor-
rer no momento da analise, que séo classificadas como:
interferéncia in vitro, assim descrita como interferéncia
que ocorre fora de um sistema vivo e interferéncia in vivo,
descrita como interferéncia que ocorre no interior do préprio
sistema vivo. Pode acontecer ainda ambos os mecanis-
mos simultaneamente.®

As determinagdes dos parametros laboratoriais
bioquimicos de ureia e creatinina tém importante papel
na avaliacdo da fungao renal. Muitos avangos na area da
medicina laboratorial foram operados em relagéo as fer-
ramentas utilizadas desde a primeira dosagem de
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creatinina feita por Jaffé em 1886.% Com a degradacgéo
de proteinas pelo organismo, o principal metabolito
gerado é a ureia. Cerca de 90% dessa ureia é excretada
pelos rins, sendo o excedente liberado através do trato
gastrointestinal e pela pele.(

A creatinina € um metabdlito originado da degrada-
¢éo da creatina encontrada principalmente nos musculos
esqueléticos. A partir do uso da creatina pelos musculos, o
que acontece é uma transformacédo da creatina em
creatinina. Toda a creatinina produzida pelo organismo é
eliminada pelos rins. Uma vez que a creatinina é filtrada e o
excesso nao é eliminado, o organismo trata de reabsorver
para posterior excregéo. E por esse motivo que a dosagem
de creatinina torna-se um importante parametro laboratorial
bioquimico na avaliagdo da funcéo renal e é de suma
importancia que essa dosagem venha associada com a
dosagem de ureia.®

MATERIAL E METODOS

Delineamento do estudo e local de execucao dos

testes

Tratou-se de um estudo experimental, realizado
no Laboratério de Bioquimica do Centro Universitario
Doutor Ledo Sampaio, localizado na cidade de Juazeiro
do Norte - CE.

Obtencao da vitamina e amostras bioldgicas

A vitamina C (acido ascérbico) foi fornecida pela far-
macia de manipulacdo Magistral, localizada na cidade de
Juazeiro do Norte-CE. As amostras biolégicas (soro) foram
fornecidas pelo Laboratério de Andlises Clinicas da Clinica
Escola do Centro Universitario Doutor Ledo Sampaio. Para
execucgao dos testes foi utilizado soro de pacientes com
valores de referéncia normais para os analitos (ureia e
creatinina) a fim de preparar um pool/ de soro normal
(500 pL de cada soro), totalizando 2 mL cada pool. Os
critérios de rejeicéo para amostras de soro foram: presenca
de lipemia, hemolise e volume inferior a 500 pL.

Execucdo dos testes enzimaticos

Inicialmente foram preparados os pools utilizando-
se 500 pL do soro de cada paciente, sendo empregadas
quatro amostras em cada pool, obtendo-se um volume
final de 2 mL e, ao final da produgdo dos pools, foram
utilizadas amostras de soro de 12 pacientes. Em seguida
foram adicionados a cada pool/ de soro concentragdes
crescentes da vitamina C obtendo-se uma concentragéo
final de 5, 10 e 40 mg/dL.® As determinagdes dos analitos
bioquimicos foram feitas na primeira hora apés a adigéao
da vitamina, em ftriplicata, pelo método enzimatico
colorimétrico relativo a cada enzima e seguindo as
instrucdes do fabricante (Labtest®).
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Analise estatistica

Os dados obtidos foram expressos em média + des-
vio padréo (DP) e submetidos a analise de variancia (ANOVA)
de uma via, seguindo-se do teste de Tukey, utilizando-se o
programa GraphPad Prism 3.0. As diferengas foram con-
sideradas significativas quando os valores de p < 0,05.

Aspectos éticos da pesquisa

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesqui-
sa do Centro Universitario Ledo Sampaio com nimero de
parecer 1.529.730 em total obediéncia ao disposto na Re-
solugéo n° 466/12 do Conselho Nacional de Saude. As in-
formacgdes dos pacientes foram mantidas em sigilo para
preservacéao da integridade dos mesmos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As tabelas 01 e 02 mostram o grau de interferéncia do
acido ascoérbico nos parametros bioquimicos de ureia e
creatinina plasmatica.

Tabela 01 - Ureia sérica (mg/dL + desvio padrdo) determinadas
apds 1 hora da adigao da vitamina C nos pools de soro

5 mg/dL 10 mg/dL 40 mg/dL
Controle 23,140,332 21,6+0,5° 243+0,72
Ureia 2434222 33,6£2,3° 65,5+1,9°

Controle: Soro sem adigao da vitamina C. Médias dos tratamentos (1 hora apés
a adigdo da vitamina C) seguidas de mesma letra, na linha e coluna, ndo
diferem significativamente entre si (n = 3, p <0,05 - Teste de Tukey). Médias
dos tratamentos seguidas de letras diferentes, na linha e na coluna, diferem
significativamente quando comparados entre si e seus respectivos controles
(n= 3, p <0,05 - Teste de Tukey). Os resultados sao expressos como média da
concentragdo do analito + desvio padrao (mg/dL)

Tabela 02 - Creatinina sérica (mg/dL + desvio padrdo)
determinadas apés 1 hora da adicdo da vitamina C nos pools de
Soro

5 mg/dL 10 mg/dL 40 mg/dL
Controle 0,45+0,022 0,39+0,022 0,49+0,022
Creatinina 0,51+0,032 1,17+0,03° 6,4+0,16°

Controle: Soro sem adigédo da vitamina C. Médias dos tratamentos (1 hora apos
a adigdo da vitamina C) seguidas de mesma letra, na linha e coluna, nao
diferem significativamente entre si (n = 3, p <0,05 - Teste de Tukey). Médias
dos tratamentos seguidas de letras diferentes, na linha e na coluna, diferem
significativamente quando comparados entre si e seus respectivos controles
(n=3, p <0,05 - Teste de Tukey). Os resultados sdo expressos como média da
concentragédo do analito + desvio padrao (mg/dL)

Na analise dos testes foi verificado que, ao se adicio-
nar a vitamina C nos pools de soro nas trés distintas con-
centracdes, uma hora ap6s a adigcéo, na avaliagédo da ureia
notou-se uma consideravel alteracéo nas concentracdes
de 10 mg/dL, onde o controle apresentava um valor de
21,6 mg/dL, e ap6s a adigéo da vitamina C passou para
33,6 mg/dL, expressando um aumento percentual de 55,5%,
e, na concentracédo de 40 mg/dL, onde o controle apresen-
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tava valor de 24,3 mg/dL, apés a adi¢édo da vitamina C pas-
sou para 65,5 mg/dL, expressando um aumento percentual
de 169,5%.

Na avaliagdo da creatinina plasmatica também fo-
ram confirmadas alteragdes significativas nas concentra-
¢des de 10 mg/dL, onde o controle apresentava um valor
de 0,39 mg/dL, e, apés a adigédo do acido ascorbico pas-
sou para 1,17 mg/dL, expressando um percentual de au-
mento de 200%; e, na concentracdo de 40 mg/dL, onde
o controle apresentava valor de 0,49 mg/dL, ap6s a adicao
da vitamina C passou para 6,4 mg/dL, expressando um
percentual de aumento de 1.206%. Tanto nos parametros
de ureia quanto nos de creatinina plasmatica, nos testes
realizados com a adigdo de 5 mg/dL de vitamina C nao
foram observadas alteragdes significativas.

A determinacgéo da ureia em amostras biol6gicas de
soro tem papel relevante na avaliagdo da funcéo renal as-
sim como a determinagéo de creatinina. A quantificacéo do
metabolito pelo método da urease UV segue o seguinte prin-
cipio: a ureia é hidrolisada pela enzima urease onde sao
produzidos amdnia e dioxido de carbono. A aménia reage
com 2 cetoglutarato e NADH numa reacgéo catalisada pela
enzima glutamato desidrogenase, ocorrendo oxidacao de
NADH a NAD. A conseguinte diminuicdo da absorbancia é
diretamente proporcional a concentragéo de ureia presente
na amostra.('”? Na determinacdo da creatinina, baseada
na reacao de Jaffé, segue-se o seguinte principio: a
creatinina participa de uma reagé@o com o picrato alcalino,
formando um complexo de coloracdo avermelhada que
tem o grau de absorbancia quantificado fotometricamente
e é diretamente proporcional a quantidade de creatinina
presente na amostra.!")

Existem diversas substancias que provocam interfe-
réncias tanto no parametro in vivo como in vitro e uma
delas sé@o os farmacos. Vale ressaltar que a vitamina C é
considerada por muitos autores como um medicamento.
Varios medicamentos podem promover alteragdes clinico-
laboratoriais, como é o caso da anfotericina B, que € um
farmaco utilizado no tratamento de pacientes com infec-
¢bes fungicas progressivas potencialmente graves. Esse
medicamento é responsavel por causar interferéncia in
vivo nos parametros de creatinina plasmatica e ureia,
aumentando seus indices, sendo que o mecanismo de
acao responsavel pela alteragéo é a nefrotoxicidade.

Outro medicamento que causa uma tanto interfe-
réncia analitica (in vitro) quanto interferéncia fisiol6gica
(in vivo) de falso aumento dos indices da ureia e da
creatinina plasmatica é o aciclovir. Esse farmaco é
utilizado no tratamento de infeccées agudas causadas
por virus da familia herpesviridae, sendo a insuficiéncia
renal reversivel pelo mecanismo de acéo relacionado
com a interferéncia in vivo, e na interferéncia in vitro o
mecanismo de ac¢do ainda néo foi ainda esclarecido.('?
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O acido ascorbico apresenta uma elevada atividade
redutora e é provavel que essa redugao nos compostos or-
ganicos possa ser o esclarecimento para as devidas alte-
ragdes observadas nos testes. Quando presente em amos-
tras biolégicas de soro, o acido ascérbico é capaz de
interagir com alguns elementos dos reagentes utilizados para
a determinacdo dos parametros de ureia e creatinina
plasmatica, assim como em outros parametros bioqui-
micos, como: glicemia plasmatica e acido urico. Portanto,
essa interferéncia analitica pode promover uma liberagao
errdnea de laudos laboratoriais pelos analistas clinicos res-
ponsaveis.®

De acordo com Martinello e Silva,® em suas anali-
ses in vitro, o que ocorre é que a atividade redutora da
vitamina C promove uma suposta interagcdo com os ele-
mentos do teste, porém, ndo esta bem esclarecido sobre
qual enzima sofre a devida interacdo no momento exato
das reacées. E importante ressaltar que, no trabalho dos
autores citados anteriormente, foi utilizada a vitamina C
na forma de comprimidos efervescentes (nas analises in
vivo) e em gotas (nas analises in vitro), e no presente
estudo utilizou-se o acido ascérbico devidamente
purificado. Os autores Martinello e Silva® nao avaliaram
os parametros de ureia e creatinina, e sim acido urico,
bilirrubina, colesterol total, glicose e triglicerideos. O que
h& de semelhante no trabalho dos autores anteriormente
citados e o presente trabalho é que a atividade redutora
do acido ascérbico tenha sido o fator principal na interacao
com as enzimas dos testes, fazendo assim com que ocorra
uma diminuicdo ou aumento nos parametros bioquimicos
avaliados.

Segundo Antenor et al.,!"® as interferéncias in vitro cau-
sadas pelo acido ascérbico foram significativas quando foi
utilizada a concentracédo de 10 mg/dL tanto na avaliagcédo da
ureia quanto na determinacéao da creatinina, porém os au-
tores nado avaliaram em concentragdes superiores a de
10 mg/dL. No entanto, nesse estudo, as metodologias
utilizadas para a determinagé@o da ureia foram a quanti-
ficada por Berthelot e pela urease UV, e na determinagéo
da creatinina plasmatica foram o método cinético e
creatinina enzimatica. As metodologias utilizadas no pre-
sente trabalho para a determinacéo da ureia e creatinina
foram respectivamente: Urease pelo método UV e Creatina
enzimatica baseada na reacédo de Jaffé.

Os resultados dos testes do presente estudo mostra-
ram que, aumentando a concentragcdo da vitamina C na
amostra de soro, foi notavel o aumento também da interfe-
réncia in vitro tanto nos parametros de ureia quanto de
creatinina plasmatica. De acordo com o procedimento ex-
perimental utilizado no presente trabalho, a quantidade mi-
nima de acido ascorbico suficiente no soro capaz de cau-
sar de fato interferéncia in vitro significativa foi a concentra-
¢éo de 10 mg/dL.

247



Moura FHR, Alexandre JVL, Saraiva RA, Veras HNH

CONCLUSAO

Considerando os resultados obtidos nesse estudo
pode-se sugerir que a vitamina C, quando presente nas
amostras biolégicas de soro nas concentracdes citadas
anteriormente (minima de 10 mg/dL), é responsavel por
promover interagdes com os constituintes dos testes nos
parametros de ureia e creatinina plasmatica, porém os me-
canismos responsaveis pela devida alteragdo ndo foram
ainda esclarecidos.

O uso indiscriminado do acido ascérbico pela popula-
¢éo, induzida pelo fato de néo ser considerado um medi-
camento e também levando-se em conta que, para os
leigos, o uso abusivo da substancia ndo acarreta efeitos
colaterais, estd fazendo com que os profissionais respon-
saveis pela area fiquem atentos principalmente na fase pré-
analitica. No presente trabalho, o tema abordado traz de fato
uma relevante posicéo em nivel de informagéo para os ana-
listas clinicos prepararem seus pacientes direto ou indireta-
mente para coleta nas devidas condi¢gdes a fim da emissao
de laudos laboratoriais fidedignos.

Abstract

Objective: In line with this, the present work aimed to analyze the
possible in vitro modifications of serum urea and creatinine
biochemical parameters in blood serum samples from healthy
volunteers after the presence of high L-ascorbic acid concentrations
(5, 10 or 40 mg/dL). Methods: Ascorbic acid was added in vitro to
the human serum and the biochemical analytes were assayed up to
1 hour after addition. Serum urea levels were determined by urease
activity (UV and colorimetric assay) and serum creatinine levels
were analyzed by enzymatic creatinine concentration using
colorimetric assay and endpoint reaction. Results: Pool serum with
vitamin C at 10 and 40 mg/dL significantly increase the values of
determination of urea and creatinine when compared to pool serum
control. Together, it is possible to affirm that vitamin C at
concentrations equal or up to 10 mg/dL could promote chemical
interactions with components from urea or creatinine detection
colorimetric assays, leading to false-positive results. Conclusion:
In addition, this study provides important information for clinical
analysts to be more careful when performing exam procedures and
in releasing reports from patients who have ingested high
concentrations of vitamin C.
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Ascorbic acid; Urea; Creatinine
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INTRODUGAO

Resumo

Objetivo: Determinar o perfil dos pacientes portadores de leucemia aguda diagnostica-
dos no Hospital Regional de Mato Grosso do Sul. Métodos: Estudo descritivo e
retrospectivo baseado nos dados obtidos nos prontuarios de 2011 a 2015 de pacientes
adultos com diagnéstico de leucemia aguda. Resultados: Dos 68 pacientes
diagnosticados com LA, 19,1% eram Leucemia Linfoide Aguda (LLA) e 80,9% Leucemia
Mieloide Aguda (LMA), sendo 58,8% do sexo masculino e 41,2% do feminino. A faixa
etaria mais prevalente foi entre 40 a 59 anos e foram a 6bito 64,7%. A mediana de
leucdcitos foi 31.845/mm3, hemoglobina 8,38 g/dL, plaquetas 29.500/uL e 60,3% apre-
sentaram mais de 70% de blastos no sangue periférico. A frequéncia de fendtipo
aberrante (FA) foi de 20,6% e, em pacientes com LMA, a presenca do FA interferiu na
sobrevida. Conclusao: A maioria dos dados obtidos corrobora com a literatura e contri-
bui no aprimoramento dos métodos diagndsticos utilizados no HRMS, nas orientagdes
guanto ao manejo dos pacientes e no seguimento terapéutico, melhorando a promogéo
do atendimento e, consequentemente, o aumento da sobrevida desses pacientes.

Palavras-chave
Leucemia; Diagnéstico; Epidemiologia

100 mil habitantes estédo localizados em Campo Grande,
capital do estado.®

Na atualidade, as neoplasias sdo uma das principais
causas de morte, segundo a Organizagdo Mundial da
Saude.('? A estimativa mundial, em 2012, foi de 14 milhdes
de novos casos; ja no Brasil, as estimativas para o ano
2016/2017 séao de aproximadamente 596 mil novos casos
de cancer.®)

Segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA), em
2012 foram estimados 352 mil novos casos de leucemia
no mundo, correspondendo a 2,5% de todos os tipos de
cancer. Em 2016, no Brasil, a estimativa era de 10.070
casos da doencga, sendo 5.540 em homens e 4.530 em
mulheres. Em Mato Grosso do Sul, a previsdao do 6rgao
é de 110 casos/100 mil habitantes, e, destes, 60 casos/

As leucemias correspondem a proliferagcdes neopla-
sicas de células hematopoiéticas que levam a formacéao
de células anormais, as quais néo exercem suas funcdes
corretamente.® Essa proliferagdo pode se concentrar na
medula 6ssea ou extravasar para o sangue periférico.®

Até a década de 1970, a classificacao das leucemias
se baseava em linfoides, ndo linfoides e monociticas. Seis
anos mais tarde foi langada a classificagdo FAB (French-
American-British) baseada na morfologia dos blastos e
nas reagdes enzimatico-citoquimicas. Por volta dos anos
90 apareceu a classificacdo da Organizagdo Mundial de
Saude (OMS), atualizada em 2008, que segmentou as
doencas em categorias e as definiu de acordo com a
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morfologia, imunofenoétipo, aspectos genéticos-mole-
culares e sindromes clinicas.®

As leucemias agudas (LA), mieloide ou linfoide, ca-
racterizam-se pela presenca de células primitivas, deno-
minadas blastos, e pela rapida proliferagéo celular, que,
dentro de poucos meses, pode ser fatal se ndo tratada
com agilidade.®

A suspeita da doenca inicia-se pelos sinais clinicos
e posteriormente pelos exames laboratoriais, em especial
o hemograma e o mielograma.” No geral, as principais
alteragdes hematolégicas sdo anemia, trombocitopenia e
os valores de leucécitos, que podem estar baixos, nor-
mais ou muito elevados.® Técnicas mais especificas, prin-
cipalmente a imunofenotipagem e citogenética, confirmam
o diagnostico de acordo com a linhagem celular e estagio
de maturacao e, por fim, definem o melhor tratamento a
seguir.®

O presente estudo teve como objetivo analisar os
aspectos epidemioldgicos, hematolégicos e imunofe-
notipicos de pacientes adultos portadores de leucemia
aguda diagnosticados no Hospital Regional de Mato
Grosso do Sul (HRMS) no periodo de 2011 a2015 e, assim,
correlacionar com a evolugédo dos pacientes.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo descritivo e transversal com
base em dados secundarios coletados de prontuarios fi-
sicos e eletronicos, no periodo de 2011 a 2015, dos paci-
entes atendidos e diagnosticados com leucemia aguda
no setor de onco-hematologia adulto do HRMS.

Como critério de exclusdo néo foram considerados
os pacientes diagnosticados com tumores sélidos ou
outro tipo de doenca onco-hematolégica, como os linfo-
mas, pacientes menores de 18 anos e prontuarios com
os dados incompletos.

As variaveis epidemiol6gicas analisadas foram: sexo,
idade, procedéncia, regido e status vital. Os parametros
laboratoriais analisados na admissao foram: concentragao
de hemoglobina, contagem global de leucécitos, contagem
de plaquetas, porcentagem (%) de blastos no sangue pe-
riférico, linhagem das células leucémicas e presenca de
fenétipo aberrante.

As amostras foram obtidas através da coleta por pun-
¢éo venosa em torno de 2 mL a 4 mL de sangue total em
tubos com EDTA. Os parametros do hemograma (con-
centracao de hemoglobina, contagem global de leucécitos
e contagem de plaquetas) foram obtidos pelos analisadores
hematol6gicos automatizados Cell Dyn Ruby, ABX Pentra
XL 80 e Sysmex XN-3000TM; ja a porcentagem de blastos
foi definida através da leitura dos esfregacos sanguineos,
por microscopia eletrénica, pelos profissionais do Labo-
ratério de Analises Clinicas do HRMS. Aimunofenotipagem
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foirealizada por citometria de fluxo em amostras de medula
6ssea ou sangue periférico, utilizando painéis de trés cores
(FITC, PE e PerCP), compostos pelos seguintes
anticorpos monoclonais: CD45, CD34, HLA-DR, CD13,
CD33,CD64,CD11b,CD117,CD41a,CD42b, CD61, CD14,
CD15, CD56, Glicoforina A, MPO (mieloperoxidase), CD7,
CD1a, CD3, CD4, CD8, CD10, CD19, CD79a, IgM, IgG e
TdT. Para aquisicao e analise das células marcadas utilizou-
se o programa CellQuestPro no citdémetro de fluxo BD
FACScaliburTM.

Os dados coletados foram compilados em planilha
eletrénica Microsoft Excel® 2010 e apresentados de forma
descritiva, em média £ erro padrdo da média, variacdo e
mediana, frequéncia absoluta (n) e relativa (%), represen-
tados em graficos e tabelas. A analise de sobrevida dos
pacientes portadores de LMA em relagdo ao fenétipo
aberrante (FA) foi representada pela Curva de Kaplan-Meier,
no modelo de analise de sobrevivéncia. Aassociacao entre
as variaveis foi calculada pelo teste Qui-quadrado, com
nivel de significancia de 5%, por meio do soffware estatis-
tico SigmaStat for Windows verséao 3.5.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Anhanguera - Uniderp, sob
o parecer n° 1.832.015, de acordo com as resolugdes e
normativas do Ministério da Saude.("®

RESULTADOS

Foram coletados 79 prontuarios, sendo 11 destes
excluidos por ndo se enquadrarem na pesquisa. Portanto,
68 individuos diagnosticados com LA fizeram parte do estu-
do, com 19,1% (13) de Leucemia Linfoide Aguda (LLA) e
80,9% (55) de Leucemia Mieloide Aguda (LMA). Em rela-
¢do ao sexo, 58,8% (40) sdo masculinos e 41,2% (28) femi-
ninos. Aidade dos pacientes variou de 19 a 88 anos, com
idade média de 47,8 £ 20,12 anos (média + erro padrao),
35,3% (24) com idade de 19-39, 39,7% (27) de 40-59 anos
e 25% (17) com idade superior a 60 anos. Quanto a proce-
déncia 52,9% (36) eram da capital e 47,1% (32) oriundos
de cidades interioranas. Conforme relatado pelos pacien-
tes, 80,9% (55) residiam em area urbana e apenas 19,1%
(13) habitavam na area rural.

Em relacdo ao desfecho clinico, 64,7% (44) evolui-
ram para o 6bito e 35,3% (24) dos pacientes mantiveram-
se em tratamento. Ndo houve associacéao entre o desfecho
clinico e as variaveis demogréficas analisadas nestes pron-
tuarios (p>0,05). Os valores referentes a estes dados estédo
detalhados na Tabela 1.

Quanto as caracteristicas hematolégicas, ao diag-
noéstico, houve variagdo no nimero de leucécitos de 670 a
354.400/mm?3, com mediana de 31.845/mm?3; em 30,9%
(21) dos individuos prevaleceram valores entre 20.000 e
50.000/mm3. Os valores de hemoglobina variaram de 2,8 a
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15,8 g/dL, com mediana de 8,38 g/dL, apresentando maior
prevaléncia entre 6,1 a 10 g/dL em 61,8% (42) dos casos.
A porcentagem de blastos no sangue periférico estava acima
de 70% em 60,3% (41) pacientes e as plaquetas variaram
de 1.000 a 189.000/uL com mediana de 29.500/uL, sendo
valores menores ou iguais a 20.000/uL mais prevalentes
(36,8%). As frequéncias dessas variaveis estdao detalha-

das na Tabela 2.

Foi identificada uma associacgao significativa
(p=0,0002) entre os valores de leucécitos e o desfecho

clinico dos pacientes. Sendo que no grupo >50.000/
mm3e <100.000/ mm?3e no grupo > 100.000/ mm?3obte-
ve-se relacao significativa (p<0,05) com o fato dos pa-
cientes evoluirem para o 6bito e valores de leucécitos
<5.000/ mm? de se manterem em tratamento (p< 0,05)
(Tabela 2).

Observando a Tabela 2, verifica-se que nao houve as-
sociacao entre o desfecho de ébito ou manutencgéo de tra-
tamento e os valores de hemoglobina (p=0,71), blastos
(p=0,29) e plaquetas (p=0,89).

Tabela 1 - Caracterizagdo demografica de 68 pacientes com diagnéstico de leucemia aguda entre
2011 e 2015 no HRMS. Campo Grande, 2016

Frequéncia
y Obitos (n=44) Tratamento (n=24)  Valor de
Variavel
(%) (n) (%) (n) (%) (n) P

Sexo

Masculino 58,8 40 63,6 28 50 12 040

Feminino 412 28 346 16 50 12 ’
Faixa etaria

19 a 39 anos 353 24 295 13 458 11

40 a 59 anos 39,7 27 38,7 17 M7 10 0,17

> 60 anos 250 17 31,8 14 125 03
Origem 52,9 36 523 23 54,2 13

Capital 0,88

. 471 32 477 21 458 11

Interior do estado
Regr's;’na 80,9 55 84,1 37 75 18 055

Rural 19,1 13 15,9 07 25 06 ’

Dados expressos em nimeros absolutos e porcentagem (%)
Valor p>0,05 determinado pelo teste do Qui-Quadrado

Tabela 2 - Descrigdo das analises laboratoriais de sangue periférico e suas relagdes quanto
ao desfecho clinico registrados em prontuarios de 68 pacientes com diagndstico de leucemia
aguda, entre 2011 e 2015, no HRMS. Campo Grande, 2016

Variavel Frequéncia Obitos Tratamento Valor de
(%) n (% (0 (%) (n) P
Leucécitos/mm? 1"
<5.000 235 16 11,4 05 45,8 04
>5.000 e <10.000 59 04 0,0 00 16,7 02
>10.000 e < 20.000 59 04 45 02 8,3 05 0,0002
>20.000 e < 50.000 30,9 21 36,4 16 20,8 01
>50.000 e < 100.000 16,2 11 22,7 10 4,2 01
>100.000 17,6 12 25 11 4,2
Hemoglobina (g/dL)
< 6,0 14,7 10 15,9 07 125 03 017
6,1a10,0 61,8 42 63,6 28 58,3 14 ’
>10,0 235 16 20,5 09 19,2 07
Blastos (%)
<30 16,2 11 11,4 05 25,0 06
>30<70 235 16 22,7 10 25,0 06 0,29
>70 60,3 4 65,9 29 50,0 12
Plaquetas/uL
<20.000 36,8 25 36,4 16 375 09
>20.000 e < 50.000 32,3 22 29,5 13 375 09
>50.000 e > 100.000 25,0 17 27,3 12 20,8 05 0,89
>100.000 e >150.000 44 03 45 02 4,2 01
> 150.000 15 01 25 01 0,0 00

Dados expressos em nimeros absolutos e porcentagem (%).
Valor p>0,05 determinado pelo teste do Qui-Quadrado
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Foram identificados fenétipos aberrantes em 20,6%
dos casos (14); dentre estes, as expressées imunofenoti-
picas encontradas nos pacientes com LLA foram CD13
(14,3%) e CD 13+33 (50%), e os antigenos CD7 (28,6%)
e CD7+19 (7,1%) nos casos de LMA. A presenca de
fenétipos aberrantes ndo apresentou relagéo significativa
com o desfecho clinico dos individuos (p=0,13) (Figura 1).

Porém, ao se analisar o grupo LMA com FA, a sobrevida
global dos portadores desta condigao foi significativamente
reduzida (p=0,01) em comparag¢do aos ndo portadores
(Gréfico 2). No grupo LLA, esta relagédo pode ser observada
devido aos poucos casos detectados. Foi utilizada para
essa analise a Curva de Kaplan-Meier, no modelo de
andlise de sobrevivéncia.

m Obitos = Tratamento 91,7%
" 100% - s
E 72,7%
S 80% p=0,13 (n=32
€
_g 60% -
£
> 40% - 27.3%
£ (n=12)
[1}]
S 20% - 8,3%
nc: (n=2)

0%
Com Sem
Fendtipo Aberrante

Figura 1. Gréfico representando o numero percentual de individuos com ou sem presencga de fenétipo aberrante de acordo com o desfecho
clinico de manutengdo do tratamento ou 6bito. p=0,13; Teste Qui-quadrado.

T L SR——— ,

Sobrevida global: LMA e marcador aberrante

0,0

P=0,010

45% sem marcador (n=50%)

0,2+ ke peEee e

50% com marcador (n=5)

dias de seguimento

270 360

Figura 2. Gréfico representando a sobrevida do grupo LMA em relacdo ao fenétipo aberrante. P=0.010; Curva de Kaplan-Meier.
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DISCUSSAO

A linhagem leucémica prevalente nesse estudo foi a
LMA, fato ja esperado, uma vez que o mesmo foi realizado
em uma populagéo adulta, corroborando com a literatu-
ra.""2 Assim como em outros estudos,!'*'Y o predominio
foi do sexo masculino, tanto na LMA quanto na LLA.

Alguns autores afirmam que a LMA ocorre com
maior frequéncia entre individuos com idade superior a
60 anos;!"®"® sendo assim, os idosos possuem um prog-
nostico desfavoravel que, associado as comorbidades,
nao responde positivamente ao tratamento.(") Ao contrario
dos achados descritos, nesse estudo, assim como no
estudo de Rodrigues,™ houve maior nimero de casos
de LMA entre os individuos com idade inferior a 60 anos.
Tal perfil chama a atengdo, uma vez que acomete
individuos em uma fase economicamente ativa, com
menos de 60 anos.

O Mato Grosso do Sul tem como base econémica a
atividade agropecuaria, sendo um dos maiores produtores
agricolas do pais e apresenta um consumo de agrotoxicos
significativo.('®' Logo, deve-se levar em conta a exposi-
¢cdo e a contaminacgé@o causadas pelos agrotoxicos tanto
dos individuos que residem na zona rural quanto dos que
vivem em areas préoximas. Moradores das areas urbanas
podem se expor ao risco de forma indireta, por exemplo,
no consumo de alimentos contaminados por esses
agrotoéxicos.)

Fortes evidéncias apontam que os agrotoxicos con-
tém substancias potencialmente carcinogénicas, aumentan-
do os riscos de desenvolverem neoplasias como Linfoma
Nao Hodgkin citado por Costa et al.?" 22 Essa relacédo se
torna relevante ao nosso estudo devido a elevada exposi-
¢do da populacao estudada, apesar de a minoria dos paci-
entes com LA residir em zona rural (19,1%).

Cumpre destacar que os casos de LMA encontrados
nesse estudo foram semelhantes aos descritos por
Rodrigues et al.("?

N&o houve diferenca significativa entre moradores do
interior do estado e os residentes em Campo Grande. E
importante atentar-se para o fato de que parte dos pacien-
tes do interior, ao se cadastrarem para atendimento no
HRMS, informam enderecos de hospedagem na capital
ao invés da residéncia de origem. Logo, acredita-se que
os dados estejam subestimados.

No presente estudo houve uma relagéo significativa
(p<0,05) entre os pacientes que apresentaram leucopenia
ao diagnéstico (leucécitos < 5.000/mm?) e permanecem
em tratamento no HRMS. O estudo de Arellano et al.?
encontrou uma relagdo entre leucopenia e sobrevida na
LMA promielocitica e na LLA, porém, a justificativa para
essa relacao ainda nédo é esclarecida. Uma hipétese seria
gque a boa resposta dos pacientes leucopénicos ao
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tratamento pode estar relacionada a expressao diminuida
de moléculas de adeséo, receptores de quimiocina na
superficie das células blasticas e a baixa produgédo de
proteinas envolvidas na proliferagéo e diferenciacéo celular
(FLT3).®

Em contrapartida, pacientes com valores de leucé-
citos entre 50.000/mm?3 e 100.000/mm? e > 100.000/mm?3apre-
sentaram relagéo significativa (p<0,05) com ébito. O va-
lor de leucécitos acima de 100.000/mm?3, que estava pre-
sente em 17,6% neste estudo, é um fator desfavoravel ao
prognostico e tem relagédo com menores taxas de remis-
sdo completa e menor sobrevida, tanto na LLA, quanto
na LMA.(?*2% Esta relag@o entre o valor de leucécitos aci-
ma de 100.000/mm?3 e sobrevida também foi encontrada
em criancgas, segundo descrito por Viana et al.,®® que re-
lataram sobrevida de 48% em pacientes com menos de
100.000 leucécitos/mm? (p = 0,0001) e de 23% em paci-
entes com leucécitos acima de 100.000/mm3. Essa eleva-
da quantidade de células esta relacionada também a com-
plicagdes pulmonares e do sistema nervoso central.?®)

As dosagens de hemoglobina, apesar de ndo apre-
sentarem relacgao significativa com o desfecho clinico, de-
monstraram valores proximos aos obtidos em outros estu-
dos,"5?) como Cui et al.,("® que obteve uma mediana de
hemoglobina de 8,9 g/dL. Atrombocitopenia (< 20.000) es-
teve presente, com maior frequéncia, nos pacientes estu-
dados neste artigo, mas, apesar de sua capacidade de
causar hemorragias e, consequentemente, elevar a mor-
talidade,®® essa variavel ndo obteve relagdo com o 6bito.
Os estudos de Alves®’ e de Vasconcelos?® demonstra-
ram frequéncias inferiores de pacientes com
trombocitopenia quando comparado ao encontrado nesse
estudo.

A expressdo de fenoétipos aberrantes nesta analise
foi inferior ao reportado por Momani et al.,*% que obtiveram
26% de casos com a presencga desse fenétipo. Os marca-
dores antigénicos mais frequentes também foram relatados
por Momani et al.,®® que encontraram maior expressao de
CD7 em LMA (43%), o que corrobora com este estudo, e
47% de CD13 nos casos de LLA.

A literatura mostra uma variedade de padrdes fenoti-
picos aberrantes em LA, que incluem a expressédo de
antigenos de linhagem diferente, auséncia ou expressao
aumentada de um antigeno, coexpresséao de antigenos pre-
sentes em diferentes estagios da maturacéo e a presenca
de fenoétipos nunca descritos em medula éssea.®"

Atualmente, a identificacdo de fenoétipos aberrantes
em LA é de grande valor para a deteccdo de Doenca
Residual Minima (DRM) e monitorizagédo do paciente
durante tratamento.®'3? Nos ultimos anos, varios estudos
tém mostrado que alguns imunofenétipos aberrantes
poderiam estar associados a alteragdes moleculares
especificas e ao prognostico. 03
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Nao foi objetivo inicial desse estudo avaliar a remis-
séo dos pacientes, mas, relacionando com o desfecho clini-
co, essa variavel nao apresentou valores significativos. No
entanto, os pacientes portadores de LMA com presenca de
FA acabaram morrendo mais precocemente, consequen-
temente, tendo uma menor sobrevida. Isso corrobora com o
estudo, que relata a presenca de FA como um indicador de
mau prognéstico na LMA.®%

CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo, tanto
epidemiolégicos quanto laboratoriais, forneceram conhe-
cimentos iniciais a respeito do perfil dos pacientes que
buscam atendimento no servigo de hematologia do HRMS.
Esses dados podem contribuir no aprimoramento dos mé-
todos diagnésticos utilizados no HRMS, nas orientagcdes
quanto ao manejo dos pacientes e no seguimento tera-
péutico, melhorando a promogéo do atendimento e, conse-
quentemente, o aumento da sobrevida desses pacientes.

Abstract

Objective: To determine the profile of patients with acute leukemia
diagnosed at the Hospital Regional de Mato Grosso do Sul.
Methods: Descriptive and retrospective study based on data
obtained from medical records from 2011 to 2015 adult patients
diagnosed with acute leukemia. Results: Of the 68 patients
diagnosed with LA, 19.1% were acute lymphocytic leukemia (ALL)
and 80.9% of acute myeloid leukemia (AML), being 58.8% of male
and 41.2% female. The age group most prevalent was between 40 to
59 years and died 64.7%. The median of leukocytes was 31,845/
mm?, the hemoglobin level was 8.38 g/dL, the platelets 29,500/uL
and 60.3% had more than 70% of blasts in the peripheral blood. The
frequency of aberrant phenotype (AP) was 20.6%, and in patients
with AML, the presence of AP interfered in survival. Conclusion:
The majority of data obtained corroborates with the literature and
contributes to the improvement of the diagnostic methods used in
HRMS, guidelines on patient management and therapeutic follow-
up, improving the promotion of care and, consequently, increasing
the survival of these patients.
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Leukemia; Diagnosis; Epidemiology
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INTRODUCAO

Resumo

Objetivo: O exercicio fisico intenso e prolongado referente a uma atividade fisica néao
planejada ou mal estruturada pode originar complicagées e comprometer os seus bene-
ficios. Nesta perspectiva, foi analisada a proteinuria e creatindria em praticantes de
treinamento de forca apés a pratica de exercicio fisico de baixa e alta intensidade.
Métodos: O presente trabalho trata de um estudo descritivo de campo, de corte
transversal e carater experimental, e para isso foi analisada a proteinuria e a creatindria
em amostras de urina coletadas antes e ap6s a realizagcdo de exercicio fisico de baixa
e alta intensidade. Os exercicios de intensidades distintas foram realizados em dias
diferentes com intervalo de 72 horas no minimo. Resultados: Foi encontrado aumento
significativo da proteinuria apds o exercicio fisico de baixa e de alta intensidade, tendo
maior perda de proteinas ap6s o exercicio fisico de alta intensidade. A creatinuria também
apresentou aumento apés o exercicio fisico. Conclusao: A realizagdo de exercicio
fisico intenso promoveu o aumento da proteindria e creatindria em praticantes de treina-
mento de forga. A proteindria foi maior quanto mais intenso foram os exercicios fisicos.
Considerando as limitagdes da pesquisa, devido ao pequeno nimero de voluntarios,
mais estudos com individuos praticantes de treinamento de forca sédo necessarios para
consolidar os achados referentes ao exercicio fisico e alteragdes urinarias nesta
modalidade.

Palavras-chave
Proteinuria; Educagéo fisica e treinamento; Creatinina

lidade da membrana glomerular, deixando passar para o
filtrado uma variavel quantidade de proteinas séricas.® Ou-

Exercicio fisico é considerado toda e qualquer ativida-
de corporal planejada, estruturada e repetitiva que influen-
cia no condicionamento fisico.(! O exercicio fisico requer
uma adaptacdo metabolica, que depende do tipo da inten-
sidade e também da duragdo,? e apés sua realizacéo al-
guns 6rg@os como os rins, coracao e o baco podem sofrer
alteragées.®

Apo6s o exercicio fisico intenso, as alteragdes renais
mais frequentemente encontradas na amostra de urina sédo
os glébulos vermelhos isomérficos, os cilindros e a protei-
nuria.?

A excrecéo urinaria de proteinas em individuos sauda-
veis vai variar com a intensidade, duragéo e com o tipo de
exercicio.” Durante o exercicio fisico pode ocorrer uma
proteindria funcional decorrente de alteracdes nas pressdes
hidrostaticas no glomérulo, que promovem um acréscimo
na forca de filtragé@o, ocasionando um aumento na permeabi-

tras causas da elevacao de proteinas na urina séo: leséo,
luxagao ou ruptura muscular ocorrida durante a pratica es-
portiva, ja que, no local da leséo, podem ser liberadas pro-
teinas constituintes do tecido local lesado.®

Diante deste contexto, mostrou-se importante avaliar
proteindria e creatinuria ap6s a pratica de exercicio fisico
em individuos do sexo masculino praticantes de treinamen-
to de forga, pois, inicialmente, essa perda de proteinas na
urina ndo esta associada com a doenca renal, mas posteri-
ormente pode vir a causar danos a niveis renais.

MATERIAL E METODOS

Foram incluidos no estudo nove atletas do sexo mas-
culino com idade acima de 18 anos, que praticam regular-
mente musculagdo no minimo ha dois meses, além de te-
rem sido considerados aptos ao exame de saude indicado
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pelas duas academias de Nova Serrana - MG. Nao fizeram
parte da amostra individuos que tinham contraindicagdo mé-
dica para a pratica dos exercicios propostos, hipertensos,
diabéticos, problemas de saude e/ou em uso de medica-
mentos que podiam alterar as fungdes renais. Os partici-
pantes do estudo foram instruidos a néo realizar qualquer
tipo de esforgo fisico nas horas que antecedessem a reali-
zacao do estudo.

Os individuos que consentiram em participar do estu-
do responderam um questionario com dados pessoais
como nome, se faz uso de medicamentos, uso de suple-
mentos e tempo de treinamento. Cinco dos individuos rela-
taram fazer uso de algum suplemento alimentar, trés relata-
ram fazer uma dieta rica em proteina e apenas um individuo
relatou ndo fazer uso de nenhum suplemento e/ou dieta rica
em proteina. Posteriormente, para obter os dados sobre a
proteindria e creatinuria, os voluntarios realizaram exercici-
os fisicos em trés dias distintos, respeitando o intervalo de
72 horas entre cada programacao. No primeiro dia foram
submetidos ao teste de repeticdo maxima para encontrar o
valor maximo de peso que o individuo suportasse levantar.
No segundo dia, o voluntario realizou exercicio de baixa in-
tensidade (Bl), correspondendo a carga de 60% do peso
darepeticdo maxima determinada anteriormente. No tercei-
ro dia foi submetido aos mesmos exercicios, porém com
carga de 90% do peso da repeticdo maxima, sendo este o
exercicio de alta intensidade (Al). O programa de treino foi
realizado com os seguintes exercicios: leg press horizontal;
supino reto; pulley costas; desenvolvimento sentado; aga-
chamento hack/livre; voador peitoral; remada baixa; rema-
da alta. Cada exercicio foi realizado com trés séries de 12
repeticdes com o descanso entre as séries de um minuto e
trinta segundos.

Para analise laboratorial foram coletadas duas amos-
tras de urina de cada voluntario nos dias do exercicio de Bl
e nos dias de Al, sendo uma amostra de urina coletada an-
tes e a outra apds o exercicio. Aurina foi coletada em frasco
apropriado e armazenada em caixa térmica a 8°C,", sendo
realizado o teste quimico nas amostras de urina ndo centri-
fugadas por meio da fita reagente (Uriquest Plus - Labtest
Diagnéstica®) para detecgdo semiquantitativa de proteinas,
glicose, nitrito, leucécitos, bilirrubina, pH, densidade, ceto-
nas, sangue e urobilinogénio. A proteinuria foi dosada em
duplicata pelo método colorimétrico vermelho de pirogalol
e com o reagente Sensiprot (Labtest Diagnéstica®), tendo
como valor de referéncia 1 mg/dL a 15 mg/dL. A creatinuria
foi dosada em duplicata pelo método colorimétrico picrato
alcalino - Jaffé e com o reagente Creatinina (Labtest
Diagnéstica®), tendo como valor de referéncia 39 mg/dL a
259 mg/dL, seguindo o padrao de qualidade requerido para
analises de amostras biolégicas. Todos os procedimentos
analiticos e valores de referéncias foram estabelecidos a
partir da bula do reagente usado.
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Os dados obtidos foram organizados em planilhas do
programa Microsoft Excel 2010, a analise de consisténcia
foi realizada para determinar erros de digitagéo e infor-
macédo, que depois de conferidos foram corrigidos. Foi
empregada uma estatistica descritiva para analisar os
dados coletados e o teste t de Student para amostras
pareadas para comparar a proteindria e creatindria antes
e ap06s os exercicios.

Todas as informagdes obtidas foram de total sigilo,
preservando-se a identidade dos voluntéarios e divulgando
apenas as de interesse da pesquisa. O projeto foi sub-
metido a Plataforma Brasil, tendo sido aprovado pelo
comité de ética sob CAAE: 37719114.0.0000.5125, n° de
comprovante 095947/2014.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente trabalho analisou alteragdes urinarias em
uma amostra composta por individuos praticantes de trei-
namento de forga, que fizeram dois tipos de exercicio fisico,
sendo um de baixa intensidade e o outro de alta intensida-
de em dias distintos.

A proteinuria, avaliada pelo método quantitativo, an-
tes da realizacédo do exercicio de BI, variou de 1,4 mg/dL a
11,2 mg/dL (Tabela 1), ndo ultrapassando os valores de re-
feréncia que sé@o de 1,0 mg/dL a 15,0 mg/dL.® Apés realiza-
¢ao do exercicio de Bl foi encontrada proteintria com valor
acima do limite superior da normalidade em 33,3% (3) dos
voluntarios, sendo que estes valores variaram de 17,6 mg/dL
a 26,4 mg/dL (Tabela 1). Comparando-se a proteinuria an-
tes e apos o exercicio de BI, foi verificado aumento signifi-
cativo (p=0,006) dos valores em todas as amostras anali-
sadas.

Ja a proteinuria antes do exercicio de Al variou de
3,5 mg/dL a 71,1 mg/dL e 22,2% (2) dos voluntarios ultra-
passaram o valor de referéncia (Tabela 1). Ap6s o exercicio
de Al, a proteinuria variou de 5,2 mg/dL a 78,1 mg/dL e
66,6% (6) dos voluntarios ultrapassaram o valor de referén-
cia (Tabela 1). Comparando-se a proteindria antes e ap6s
o exercicio de Al foi verificado que, em todas as amostras
analisadas, houve um aumento significativo da proteinuria
(p = 0,029).

Avaliando-se os valores de proteinuria antes do exer-
cicio de Bl e a proteinuria antes do exercicio de Al, nao foi
encontrada diferenca significativa (p = 0,150) entre os gru-
pos; assim, pode-se afirmar que nao houve diferenca en-
tre os grupos controles para proteinudria. Quando avalia-
das as proteinurias apo6s os exercicios Bl e Al foi encontrado
um aumento significativo (p = 0,011) dos valores no exer-
cicio de Al, refletindo maior perda de proteinas apés o
exercicio de Al.

Ponce e Cruz® encontraram aumento substancial
da proteindria ap6s exercicio fisico (antes do exercicio
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Tabela 1 - Concentracéo da proteintria no treino de baixa intensidade e alta intensidade.

Treino de Bl Treino de Al

Voluntarios Antes do treino  Apds o treino  Antes do treino  Apds o treino
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)

01 6,6 8,4 11,9 14,4
02 9,1 12,3 12,3 17,6
03 11,2 17,6 13,0 38,7
04 10,2 26,4 13,3 78,1
05 5,9 8,1 10,2 11,9
06 9,8 12,6 15,4 60,5
o7 8,4 20,7 711 76,0
08 1,4 4.9 3,5 52
09 5,2 12,6 10,9 76,0

p* = 0,006 p* = 0,029

13,6 mg/dL + 8,9 e ap6s o exercicio 79,5 mg/dL + 64,7), mes-
mo ap6s um curto periodo de esforgo (40' a 55'), sendo en-
contrado aumento significativo da proteindria no final da cor-
rida, concordando assim com o presente estudo. Reforgan-
do o que foi encontrado, Badilla'® relata que a forma mais
comum de proteinuria é a funcional e que geralmente surge
em exame isolado, desaparecendo nos exames sub-
sequentes, podendo estar correlacionada com a febre e o
exercicio fisico. E, mais ainda, Gusméao, Galvao e Possan-
te® afirmam que a causa primaria das alteragées na
proteindria no exercicio fisico intenso é a vasoconstricdo da
circulacdo renal promovendo a passagem de proteinas e
glébulos vermelhos através da membrana basal glomerular.

No entanto, a suplementacéo alimentar quando feita
sem orientacdo adequada pode gerar uma sobrecarga re-
nal, ocasionando efeitos negativos no metabolismo hepati-
co e renal."’ Daniel e Neiva''? descrevem que o balango
nitrogenado de individuos em uso de algum suplemento
proteico é significativamente superior ao de individuos que
ndo consomem nenhum tipo de suplemento a base de pro-
teina. No presente estudo nao foi evidenciada proteinuria
acima do limite de referéncia antes do exercicio de Bl (Ta-
bela 1), porém, antes do exercicio de Al, 22,2% (2) dos vo-
luntarios excederam o limite de referéncia (Tabela 1), sen-
do um deles com uma discreta elevag¢édo da concentracgéo,
com o valor de 15,4 mg/dL e o outro com uma elevada con-
centracdo, com valor de 71,1 mg/dL. Este aumento encon-
trado antes do exercicio pode estar relacionado com o uso
de suplementos e/ou dieta rica em proteinas, pois 55,5%
(5) desses voluntarios relataram fazer uso de suplemento a
base de proteina e 33,3% (3) relataram fazer dieta rica em
proteina (Quadro 1). Ndo houve um acompanhamento pré-
analitico dos habitos alimentares dos voluntéarios e do uso
de suplementos, indicando que o uso dos suplementos foi
diferente entre os voluntéarios que relataram o consumo, ten-
do como hipé6tese o uso exagerado por alguns desses indi-
viduos na véspera da realizacdo do exercicio de Al. Po-
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Quadro 1 - Suplementagéo usada pelos voluntarios

Voluntario  Suplementagao

o1 Proteir_1a, Maltodextrina, Vasodilatador, Creatina e
Albumina.

02 Nao faz uso de nenhum suplemento.

03 Albumina, Creatina, BCAA, Maltodextrina.

04 Vasodilatador, Proteina e Energético.

05 Dieta rica em proteina.

06 Whey Protein, BCAA, ZMA, Creatina, F Destroyer,
Omega 3.

o7 Dieta rica em proteina.

08 Barra proteina e Gel energético.

09 Dieta rica em proteina.

rém, mesmo atentando aos erros pré-analiticos, é notério
o aumento da creatiniria com o aumento da intensidade
do exercicio fisico.

A creatinuria avaliada pelo método quantitativo antes
do exercicio de BI variou de 68,2 mg/dL a 658,4 mg/dL e
33,3% (3) dos voluntarios ultrapassaram o valor de referén-
cia, que é de 39 a 259 mg/dL (Tabela 2). Ap6s o exercicio
de BlI, a creatinuria variou de 71,8 mg/dL a 742,5 mg/dL e
44 4% (4) dos voluntarios apresentaram resultados maio-
res que o valor de referéncia (Tabela 2). Também foi verifi-
cado aumento dos valores em todas as amostras analisa-
das, sendo este aumento significativo (p=0,004).

Ja a creatinuria antes do exercicio de Al variou de
73,8 mg/dL a671,4 mg/dL e 66,6% (6) dos voluntarios ultra-
passaram o valor de referéncia (Tabela 2); ap6s o exercicio
de Al, a creatinuria variou de 95,5 mg/dL a 1.388,8 mg/dL e
os mesmos 66,6% (6) dos voluntarios apresentaram valo-
res acima da referéncia, embora este aumento ndo tenha
sido significativo (p = 0,135).

A creatinina excretada diariamente é proporcional a
massa muscular, exceto em caso de exercicio fisico, que
pode aumentar a sua excrec¢ao, difundindo do musculo
para o plasma, de onde é removida por filtragéo glomerular
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Tabela 2 - Concentragéo da creatindria no treino de baixa intensidade e de alta

intensidade.

Treino de Bl Treino de Al
Voluntarios Antesdo treino  Apds otreino  Antes dotreino  Apds o treino

(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)

01 109,4 134,4 265,7 266,7
02 261,9 273,5 2945 376,9
03 658,4 7425 671,4 782,0
04 314,6 4157 5842 1388,8
05 134,4 198,3 179,2 248,3
06 146,5 186,6 346,3 497.,5
07 237,0 324,8 304,7 313,1
08 68,2 71,8 73,8 95,5
09 94,5 111,8 124,3 143,2

p* = 0,004 p*=0,135

e, em caso de concentragdes excessivas, o organismo
também realiza a excrec¢do pelos tibulos renais.(™

Comparando a creatinuria antes do exercicio de Bl
e Al verificou-se um aumento significativo (p= 0,020), ja
os valores encontrados apés o exercicio de Bl e Al nao
foram significativos (p = 0,115); portanto, considerando a
amostra antes do exercicio fisico como controle, pode-se
afirmar que houve um viés na analise da creatindria. Nao
houve um acompanhamento pré-analitico dos habitos
alimentares dos voluntarios e do uso de suplementos,
indicando que os habitos alimentares foram diferentes
durante o periodo da pesquisa, ja que cada exercicio fisico
foi realizado em dias distintos. Porém, mesmo atentando
aos erros pré-analiticos, & notério o aumento da creatinuria
com o aumento da intensidade do exercicio fisico.

O aumento da creatindria pode estar associado com
a desidratacdo durante o exercicio, pois, quando ha um
déficit hidrico no corpo, o rim gera uma urina mais concen-
trada por continuar a excretar solutos.('® Nas amostras ana-
lisadas, a densidade variou entre 1.021 a 1.026 no exerci-
cio de BI, ja no exercicio de Al variou de 1.023 a 1.028.
Portanto, as amostras analisadas nao tiveram diferencas
significativas da densidade, levando a entender que nao foi
um aumento da concentrac@o da urina e sim um aumento
da excrecdo da creatinina na urina. A perda hidrica renal
(transpiracdo e evaporacao) pode alterar a relagéo entre
soluto e solvente na urina, excretando uma amostra mais
concentrada;® os exames quimicos de todas as amostras
dos exercicios de Bl e Al ndo apresentaram indicios deste
tipo de alteracéao.

A suplementacao feita a base de creatina, creatinina
e aminoacidos pode ocasionar o aumento da concentragéo
de creatinuria."¥ Em relagdo aos voluntarios, trés relataram
fazer uso de suplementos a base de creatina e aminoacidos
(Quadro 1) e os mesmos apresentaram creatiniria acima
do valor de referéncia (Tabela 2). Segundo Resende,
Bizzotto e Rocha, ™ o uso desses suplementos podem
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gerar uma sobrecarga renal ao ser excretado. Esta infor-
macao é condizente com o evidenciado pelo presente es-
tudo, pois 33% (3) dos voluntarios que realizaram exerci-
cio de Bl e 66% (6) dos voluntarios que realizaram exercicio
de Al ja estavam com os niveis de creatinuria acima do
valor de referéncia antes da realizacdo do exercicio fisico.
O trabalho realizado por Carvalho, Molina e Fontana("® apre-
senta que a suplementacdo pode aumentar os niveis de
creatinina, ocasionando um falso indicador de disfuncao
renal. No entanto, Souza Junior et al.'"® citam que a
ingestdo em pequenas doses (1 g ou menos) de creatina
tem pouco efeito na concentragéo circulante de creatina,
enquanto doses maiores (5 g) podem resultar em um
aumento de aproximadamente 15 vezes em relagéo as
concentragdes iniciais. Contudo, ha relatos controversos:
Oliveira™ explica que aingestédo de suplementos tais como
a creatina e proteina ndo promovem sobrecarga renal tanto
em individuos que realizam exercicios fisicos quanto em
individuos sedentérios. O aumento da massa muscular é
outro fator que pode estar relacionado com elevacéo da
concentracdo da creatinuria, e, apesar de nao ter sido
medida, pode ter influenciado nos niveis de creatinuria
obtidos antes do exercicio fisico.

Em todas as amostras, a cor permaneceu amarelo
citrino, ndo mostrando alteragdes significativas antes e apés
os exercicios de Bl e Al. A leucocituria e glicosuria indica-
ram niveis normais antes e apos os exercicios de Bl e Al, o
pH prevaleceu acido nas nove amostras coletadas antes e
apo6s o exercicio de Bl. Apés o exercicio de Al, oito amos-
tras apresentaram pH acido e uma amostra apresentou pH
neutro; antes do exercicio de Al, as amostras analisadas
apresentaram pH acido.

As cetonas normalmente néo estdo presentes na
urina. A deteccéo de cetona pode ocorrer durante o stress
fisiologico, jejum, gravidez e o exercicio fisico em dema-
sia.(’® A cetona é produto do metabolismo incompleto de
acidos graxos e sua presenca na urina esta relacionada
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com condigdes metabélicas, nas quais acidos graxos, ao
invés de carboidratos, sdo usados como fonte de energia.®
Nas amostras analisadas, apenas 11,1% (1) dos voluntari-
os apresentou cetonas ap6s o exercicio de Bl, que pode
estar relacionada ao estado de jejum, presenca de dietas
alimentares pobre em carboidrato, ou o exercicio fisico rea-
lizado. Nos outros voluntarios, o organismo nao utilizou aci-
dos graxos no lugar de carboidrato como fonte de energia,
néo tendo a positivagao de cetonas na fita reagente.

Analisando-se os resultados da fita reagente néo fo-
ram detectados proteindria antes do exercicio de Bl; ja nos
resultados apo6s o exercicio de Bl, 22,2% (2) dos voluntarios
apresentaram positivacéo da proteinuria na fita. Na analise
das amostras antes do exercicio de Al, 22,2% (2) dos volun-
tarios ja apresentavam proteindria na fita e nas amostras
apo6s o exercicio de Al houve positivagéo da proteintria em
66,6% (6) dos voluntarios. O aumento encontrado no exame
quantitativo da proteinuria antes e apds os exercicios de Bl
e Al condizem com a positivagdo da proteindria no exame
quimico das amostras antes e apds os exercicios de Bl e Al
dos mesmos individuos.

No trabalho realizado por Lopes e Kirsztajn,? que
analisou alteragGes urinarias através de fita reagente e
comprometimento renal em ultramaratonista ao longo de
uma prova de 75 km, foi observado que, nos momentos
de esforgo fisico maximo, houve, em 20% (4) dos corre-
dores, a positivagdo da hematiria e proteinuria. Nas
amostras analisadas no presente trabalho também foram
detectados proteintria apés a realizacdo dos exercicios
de Bl e Al, porém nao foi encontrado sangue antes e nem
apos os exercicios de Al e Bl na fita reagente. Vale
salientar que a fita reagente consegue detectar a presenca
de hematuria acima de cinco hemacias intactas por
microlitro. Portanto, observou-se que os exercicios
realizados pelos voluntarios ndo foram tédo extenuantes a
ponto de obter hematuria.

Os valores encontrados na relagéo proteinuria/creati-
nuria nas coletas realizadas antes e ap6s o exercicio de Bl
foram inferiores a 0,2 mg/mg em todos os voluntarios (Ta-
bela 3), valor habitualmente considerado como normal."
Comparando a relagdo proteinuria/creatindria antes e
ap6ds o exercicio de Bl foi verificado aumento significati-
vo (p = 0,022). Ja antes do exercicio de Al houve uma dis-
creta alteracdo em 11,1% (1) dos voluntarios, com valor de
0,23 mg/mg, ultrapassando o valor de referéncia (Tabela 3).
Apos o exercicio de Al, 22,2% (2) dos voluntarios apresen-
taram valor superior ao normal, sendo 0,24 mg/mg em uma
amostra e 0,53 mg/mg em outra amostra (Tabela 3), mas
comparando a relagdo proteindria/creatinuria antes e apés
o exercicio de Al, nao foi encontrada variagao significativa
dos valores (p = 0,196). Avaliando-se os valores da relagcéao
proteindria/creatindria antes do exercicio de Bl e antes do
exercicio de Al, ndo foram encontrados valores significati-
vamente diferentes (p = 0,282). Comparando-se os valores
da relacao proteinuria/creatinuria apés o exercicio de Bl e
apo6s o exercicio de Al, também n&o foram encontrados va-
lores significativamente diferentes (p = 0,164).

Ponce e Cruz,® ao comparar a relagé@o proteintria/
creatindria ap6s uma corrida, verificaram que 15% (3) dos
individuos apresentaram a relacao proteindria/creatinuria aci-
ma do normal, chegando a encontrar em um deles o valor
de 2,05 mg/mg, e que todos apresentavam valores normais
antes da corrida, concordando com os resultados encontra-
dos no presente trabalho.

Por permitir uma maior praticidade e uma precocida-
de no diagnéstico da lesdo glomerular, a relagéo proteinaria/
creatindria se mostra um 6timo método, podendo ser utili-
zado na substituicdo dos demais testes de avaliagédo da fun-
¢ao glomerular.?® Assim, os valores encontrados acima de
0,2 mg/mg mostram que a excregé@o estimada de 24 ho-
ras esta acima do valor ideal, o que, a longo prazo, pode
impactar de forma negativa no funcionamento renal.

Tabela 3 - Relagédo proteinuria/creatintria no treino de baixa intensidade e alta

intensidade.

Treino de Bl Treino de Al
Voluntarios Antes do treino  Apds o treino  Antes do treino  Apds o treino

(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)

01 0,06 0,06 0,04 0,05
02 0,03 0,04 0,04 0,04
03 0,01 0,02 0,01 0,04
04 0,03 0,06 0,02 0,05
05 0,04 0,04 0,05 0,04
06 0,06 0,06 0,04 0,12
o7 0,03 0,06 0,23 0,24
08 0,02 0,06 0,04 0,05
09 0,05 0,11 0,08 0,53

p* = 0,022 p* = 0,196
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Esse método foi util para avaliar a fungéo renal dos
voluntarios, por ser um exame que pode ser feito a qualquer
horario do dia, facilitou na abordagem dos voluntarios e con-
tribuiu com a realizacdo do estudo, pois néo foi exigido o
horéario para participagédo dos voluntarios.

CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados obtidos possibilitaram observar alte-
racdes urinarias nos voluntarios, indicando que o exercicio
fisico interfere na proteinuria, determinada pela positivagéo
no teste pela fita reagente e na dosagem pelo método quan-
titativo, sendo a proteinuria maior apés realizar exercicio fi-
sico e aumenta com o aumento da intensidade do exercicio
fisico. Visto que nao houve um acompanhamento pré-anali-
tico dos voluntarios, habitos alimentares diferentes ocorre-
ram durante o periodo da pesquisa, além de terem feito con-
sumo de suplementos que contém creatina, o que proporci-
onou um viés na andlise da creatinuria. Porém, foi encontra-
do aumento da creatiniria com a realizagédo do exercicio
fisico.

Inicialmente, essa perda de proteinas na urina néo
estad associada com a doenca renal, mas posteriormente
pode vir a causar danos a niveis renais, pois, quanto
maior for a proteindria, mais rapido sera o declinio da
funcao renal.®

A pratica de exercicio fisico € muito importante, mas
tem que ser monitorada e adaptada a cada individuo. O
exercicio devera ter um programa personalizado e ser
orientado por profissionais especializados. Se estas regras
néo forem adotadas os maleficios decorrentes do exercicio
fisico poderao sobrepor-se aos seus beneficios.

Considerando as limitagées da pesquisa, devido ao
pequeno numero de voluntarios, mais estudos com individu-
os praticantes de treinamento de forca sdo necessarios para
consolidar os achados referentes ao exercicio fisico e alte-
racdes urinarias nesta modalidade.

O presente estudo nao teve fontes de financiamen-
to externas e ndo houve conflito de interesses entre os
autores.
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Abstract

Objective: Intense and extensive physical exercise regarding unplanned
or poorly structured physical activity can lead to complications and spoil
its benefits. In this perspective, proteinuria and creatinuria have been
analyzed in practitioners of strength training after physical exercise of
low and high intensity. Methods:This paper is a descriptive field study,
cross-sectional and experimental character. Thus, proteinuria and
creatinuria were analyzed in urine samples collected before and after
physical exercise of low and high intensity. The exercises of different
intensities were performed on different days with an interval of at least
72 hours. Results: A significant increase of proteinuria happened after
low and high intensity physical exercise, with higher protein loss after
high intensity physical exercise. Creatinuria also increased after physical
activity. Conclusion: The performance of intense physical exercise
promoted the increase of proteinuria and creatinuria in practitioners of
strength training. Proteinuria was higher the more intense the physical
exercises were. Considering the limitations of the research, due to the
small number of volunteers, an extensive study involving strength training
practitioners is required to consolidate the findings related to physical
exercise and utinary changes in this modality.
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Proteinuria; Physical Education and Training; Creatinine
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INTRODUGAO

Resumo

Objetivo: Determinar os valores de referéncia do plaquetograma no servigo de Hematologia
do Laboratério Central do Hospital Universitario Oswaldo Cruz de Pernambuco, bem como
criar um algoritmo para revisdo de laminas em casos de trombopenias e trombocitoses,
utilizando como critérios os valores de referéncia dos indices plaquetarios, além das mensa-
gens e histograma emitidos pelo contador hematolégico. Métodos: O presente estudo foi
realizado a partir das informagdes obtidas no banco de dados do equipamento Sysmex XT
1800, contador hematoldgico que utiliza impedancia elétrica e laser como metodologia para
contagem de células. Foram selecionados 258 hemogramas de pacientes atendidos no
ambulatério do Laboratério Central do Hospital Universitario Oswaldo Cruz, com contagem
de plaquetas entre 150 e 450 mil/mm?, a fim de se calcularem os valores de referéncia de
todos os indices plaquetarios.Os valores de referéncia foram calculados a partir da média de
cada parametro, mais ou menos dois desvios padrées. O algoritmo para liberagédo do
plaquetograma foi construido a partir dos valores de referéncia obtidos para cada indice, em
conjunto com a interpretagao das mensagens e do histograma emitidos pelo equipamento
XT 1800. Resultados: Os valores de referéncia encontrados foram préximos aqueles encon-
trados na literatura, sendo ainda necessarios outros estudos de correlagéo para valorizar
ainda mais o uso desses indices na rotina laboratorial e nos laudos de hemograma. Conclu-
sao: A determinagéo dos valores de referéncia dos indices plaquetarios, bem como a cons-
trugéo do algoritmo para revisao de lamina dos plaquetogramas, contribuiram para otimizagéo
da rotina laboratorial e valorizagéao clinica do plagquetograma.

Palavras-chave
Contagem de Plaquetas; Plaquetas; Trombocitopenia; Trombocitose; Algoritmo

— percentual de plaquetas grandes (com volume maior que
12fL).2

A evolucdo da automacdo na hematologia introduziu
na rotina laboratorial diversos parametros. Dentre essas
novas ferramentas, aquelas relacionadas as plaquetas, ape-
sar de ja serem disponibilizadas pela maioria dos contado-
res hematolégicos de ultima geragéo, ainda séo pouco com-
preendidas e utilizadas tanto na pratica médica, como
laboratorial, devido a dificuldade de padronizac¢éo."

Esses parametros compdem o chamado Plaqueto-
grama (em analogia a denominacgéo dada ao eritrograma
e leucograma) e consiste de quatro indices plaquetarios,
além da contagem de plaquetas.®® Estes indices sdao PCT
— plaquetécrito, PDW — Amplitude de variagdo do tamanho
das plaquetas, MPV — volume plaquetario médio e P-LCR

Destes, o mais conhecido e algumas vezes presente
no laudo é o MPV. Este indice representa a média dos
volumes de todas as plaquetas contadas e avaliadas por
impedancia elétrica na maioria dos contadores automa-
tizados. Dessa forma, os contadores medem as plaquetas
e ao conta-las fornecem a média do volume plaquetario,
plotando os valores em um histograma.® Alguns contado-
res ainda utilizam a metodologia ética para a contagem de
plaquetas e determinagdo do volume médio plaquetario.®

O MPV apresenta uma correlagao inversa com a con-
tagem de plaquetas e representa um importante marcador
para a atividade e funcdo plaquetarias, sendo muito impor-
tante na avaliagdo de diversas desordens clinicas de ori-
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gem hematolégica ou nao, tais como diabetes mellitus,
infarto agudo do miocardio, leucemia linfoide aguda,
leucemia mieloide aguda, entre outras doencgas onco-
hematolégicas, bem como na avaliagdo da resposta me-
dular.4®

O PCT representa o equivalente ao hematécrito para
as plaquetas e corresponde ao volume total de plaquetas
num determinado volume de sangue e esta diretamente re-
lacionado com a contagem de plaquetas e com seu volu-
me.® E fornecido pelos analisadores Sysmex (Roche
Diagnéstica®) através do chamado empilhamento virtual.
Em outros equipamentos, este indice é calculado a partir do
MPV, pela formula: PLT x MPV.®)

Por outro lado, os outros dois indices, o PDW e o P-
LCR, séo calculados a partir do histograma de distribuicao
do tamanho plaquetario. Alargura de distribuicéo até o nivel
de 20% é o PDW, enquanto que o percentual de plaquetas
com volume maior que 12 fL serd o P-LCR.®

Na rotina laboratorial, a automagéo vem contribuindo
para dar maior rapidez e precisédo nos resultados e a revi-
sdo de lamina, cada vez mais restrita, fica limitada a condi-
¢des em que se encontram alteragdes significativas nas
contagens globais ou emissdo de mensagens de erros, a
fim de se confirmarem os resultados.”

No caso especifico das plaquetas, quando a conta-
gem global esta aumentada ou diminuida, uma avaliagéo
em lamina deve ser realizada com o propésito de ratificar
as contagens fornecidas pelos analisadores hematol6gicos
e avaliar a morfologia plaquetaria.”” Nesta situacéo, os indi-
ces plaquetarios em questdo podem nortear as decisGes
quanto a revisao de lamina na rotina laboratorial.

Além disso, alguns estudos foram realizados compro-
vando a utilidade e a relagéo desses parametros com di-
versas condigcdes clinicas. Salto encontrou média de MPV
significativamente menor em pacientes com Purpura
Trombocitopénica Imune (PTI) quando comparada com ou-
tras condigdes hematol6gicas (Leucemias agudas e créni-
cas, linfoma Hodgkin e Nao Hodgkin e Sindrome Mielodis-
plasica), podendo este indice ser usado como ferramenta
orientadora ao diagnoéstico de PTI. Neste mesmo estudo
também foram observadas diferencas significativas nas
médias de PCT entre estes doentes quando comparados
ao grupo controle.®

Da mesma forma foram evidenciadas diferengas sig-
nificativas dos valores de MPV, PDW e P-LCR em um gru-
po de gestantes com pré-eclampsia, comparadas a um gru-
po de gestantes normais, enquanto que nao foi evidenciada
diferenca significativa nas contagens de plaquetas nesses
grupos.®

Por outro lado, apesar desses estudos, pouco se co-
nhece a respeito dos valores de referéncia desses indices,
sendo talvez este o motivo por serem ainda pouco valoriza-
dos na prética laboratorial. Além disso, existem muitas vari-
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aveis que interferem nos valores dos indices plaquetarios,
devido aos quais se torna necessario que os valores de re-
feréncia sejam estabelecidos para cada servigo. Sustentam
esta necessidade a variagcdo na metodologia dos equipa-
mentos e a dindmica populacional de cada local.®

Diante disso, um estudo mais aprofundado desses
parametros é de suma importancia tanto para a classe mé-
dica quanto para os profissionais analistas clinicos, que
podem fornecer resultados mais completos aos pacientes
e médicos assistentes.

MATERIAL E METODOS

Foi realizado um estudo retrospectivo com 258 paci-
entes ambulatoriais do Hospital Universitario Oswaldo Cruz
de Pernambuco (HUOC), atendidos no laboratério central
deste hospital com solicitacdo médica para hemograma
entre os meses de julho e setembro de 2013, por meio da
consulta ao banco de dados do contador hematolégico utili-
zado em nosso servigo. A consulta em banco de dados en-
volveu apenas os valores numéricos dos parametros plaque-
tarios. Por se tratar de um estudo retrospectivo, a analise
de variaveis pré-analiticas, sabidamente conhecidas por in-
terferirem na contagem de plaquetas (tempo de garrote-
amento, homogeinizacao, dificuldades da coleta), ndo foi
possivel, pois tais informagdes ndo constam no banco de
dados consultado.

Da mesma forma, a andlise do esfregaco sanguineo
foi realizada em tempo oportuno durante a avaliagcdo do
hemograma para liberacédo do resultado, sem, no entanto,
terem sido feitas anotag6es no banco de dados quanto aos
achados.

Os pacientes foram selecionados de forma aleatéria,
excluindo-se aqueles do Centro de Oncologia e do setor de
transplantados do hospital. Também néao foram separados
grupos etarios, nem de sexo, tendo em vista que o valor de
referéncia preconizado para contagem de plaquetas é Uni-
co para ambos os sexos e ndo varia com a idade.

As amostras de hemograma foram coletadas por pun-
¢éo venosa em tubo contendo anticoagulante EDTA (acido
etilenodiaminotetracético) e processadas em até duas ho-
ras ap6s a coleta, no contador hematolégico Sysmex XT
1800 - Roche Diagnostica®, que utiliza a metodologia de
impedancia elétrica para contagem de células. As plaquetas
sdo contadas no mesmo canal dos eritrécitos, sendo consi-
deradas plaquetas as células com volume inferior a 20 fL.

Quanto aos indices plaquetarios, o PCT é determina-
do através do numero de plaquetas que passam por um ori-
ficio com volume e tempo pré-definidos, método conhecido
como empilhamento virtual. O MPV é calculado como o quo-
ciente entre PCT e a contagem de plaquetas, enquanto que
o PDW e P-LCR séo calculados a partir do histograma de
distribuicdo de tamanho plaquetario, sendo o primeiro obti-

RBAC. 2017;49(3):263-7



Valores de referéncia dos indices plaquetarios e construcéo de algoritmo para liberagdo do plaguetograma

do no nivel de 20% de frequéncia do histograma, enquanto
que o segundo representa o percentual de plaquetas com
volume a partir de 12 fL até o limite superior.®)

Determinacao dos valores de referéncia dos

indices plaquetarios

A fim de se determinarem os valores de referéncia do
plaguetograma, foram calculadas as médias e os desvios
padrées (DP) para cada um dos parametros estu-dados,
considerando apenas os pacientes que apresentaram valo-
res de contagem de plaquetas compreendidas entre 150 a
450 mil/mm?, Os valores de referéncia foram considerados
como média + 2 DP, considerando modelo utilizado em Salto
(2012). Para estes calculos foi utilizado o programa Excel -
Microsoft.

Algoritmo para revisdo de lamina

No presente estudo, tendo como base os valores de
referéncia encontrados para os indices plaquetarios, foi pro-
posto um algoritmo para revisdo de laminas nos casos de
trombopenias e trombocitoses, em avaliagdo conjunta com
o histograma, os alarmes e mensagens liberados pelo equi-
pamento.

Etica

O projeto de pesquisa deste estudo foi analisado e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HUOC -
Hospital Universitario Oswaldo Cruz, da Universidade de
Pernambuco.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Determinacao dos valores de referéncia

Os valores de referéncia encontrados para a conta-
gem de plaquetas e para os demais parametros do plaqueto-
grama estao apresentados na Tabela 1.

No que se refere a contagem de plaquetas, observou-
se que o limite inferior na populagéo estudada é menor que
o encontrado na literatura, que é de 140 (mil/mm3), enquan-
to que o limite superior (412 mil/mm?3) se mostrou bem proé-
ximo ao limite conhecido como normal - 400 mil/mm3).

Tabela 1 - Valores de Referéncia do Plaquetograma na populagéo
estudada

Valores de

Parametros Média . .
referéncia

Desvio padrao

Cont. de plaquetas

(milimm?) 266,96 72,64 121,66 - 412,26
MPV (fL) 10,19 1,02 8,15-12,24
PCT (%) 0,27 0,07 0,13-0,41
PDW (fL) 11,95 2,16 762-16,27
P-LCR (%) 26,37 7,32 11,72 - 41,00

*valores de referéncia expressos pela média + 2 desvios padrao
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Botma et al., em estudo realizado com 60 individuos,
encontraram valores de referéncia para a contagem de
plaquetas de 178 a 429 (mil/mm3). Em outro estudo, o gru-
po que apresentou contagem de plaquetas normal apresen-
tou média de 269 (mil/mm?), com variagdo entre 150 a 445
(mil/mm?3).(19 Estes valores também s&o citados em outras
publicagdes: 140 a 400 ou 140 a 450(mil/mm?), dependen-
do do método utilizado, por Oliveira® e ainda, de 140 a 360
(mil/mm?) citado por Failace."

Algumas variaveis pré-analiticas podem interferir na
contagem de plaquetas, tais como, dificuldades na coleta,
garroteamento prolongado, falta de homogeinizagao ade-
quada e a proporg¢ao de anticoagulante/sangue. Além da
possibilidade de pseudotrombopenia por agregacéo
plaquetaria em EDTA e satelitismo plaquetario, condi¢ges
de causa idiopatica, que podem ocorrer em alguns paci-
entes.(") Essas variaveis ndo foram controladas no presente
estudo devido o mesmo ter sido feito com base na consul-
ta do banco de dados. Sendo necessario, portanto, estu-
dos posteriores para se confirmar a hipétese da existén-
cia desses interferentes no valor de referéncia para conta-
gem de plaquetas.

Tanto o MPV quanto o PDW estéo relacionados com
o tamanho das plaquetas, sendo o primeiro inversamente
proporcional a contagem de plaquetas. O tamanho das
plaquetas sofre interferéncia de varios fatores, em especial
do anticoagulante utilizado na coleta. O EDTA, anticoa-
gulante de escolha para andlises hematol6gicas, pode in-
duzir alteragdes na forma e na ultraestrutura das plaque-tas,
que variam com o tempo e temperatura. Estudos ja aponta-
ram que MPV aumenta em decorréncia do inchaco plaque-
tario provocado pelo EDTA, no entanto também foi obser-
vado em outros estudos que este inchago diminui quando a
analise é realizada em até duas horas apds a coleta.('”

Esses parametros de volume plaquetario sofrem ain-
da interferéncias relacionadas as demais séries sanguine-
as, tais como presenca de fragmentos eritrocitarios ou
leucocitarios, crioaglutininas, micrécitos, bem como qualquer
outra causa que gere debris.(""

No presente estudo foram encontrados valores de re-
feréncia semelhantes aos observados na literatura, indican-
do que na amostra populacional analisada os possiveis in-
terferentes ndo foram suficientes para gerar erros significa-
tivos na determinacédo desses indices pelo contador
hematolégico, estando os mesmos de acordo com o espe-
rado. Comar et al.(” relataram que os limites de referéncia
encontrados em estudos publicados foramde 8fLa 13fL e
9 fL a 14 fL, respectivamente, para MPV e PDW em conta-
dores Sysmex - Roche Diagnéstica. Da mesma forma,
Botma et al.'® encontraram média do MPV 10,34 fL, com
valores de referéncia entre 8,8 fLa 12,5 fL, enquanto que a
média do PDW foi 12,19 fL com variacédo entre 9,3 fL a
16,0 fL.
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O PCT representa a massa plaquetaria e ndo sofre
grandes variagdes com a variacdo da contagem de
plaquetas, diminuindo apenas quando ha trombopenias
bastante acentuadas, situagées em que o organismo nao
consegue compensar a massa plaquetaria.® Esta obser-
vacao esta de acordo com o verificado no nosso estudo, o
qual apresentou baixo desvio padréo para este indice (0,07)
e valores de referéncia semelhantes aos encontrados na
literatura consultada, que apresentaram valores de 0,22 a
0,40, 0,13 a 0,43%,"9 enquanto que Giovanetti, Nasci-
mento e Paula® encontraram médias 0,24 (DP=0,07), para
mulheres e 0,28 (DP = 0,06) para homens.

O dltimo indice, P-LCR, representa o percentual de
plaquetas grandes e apresentou, em nosso estudo, uma
variabilidade muito alta, com desvio padrao de 7,32, numa
populacdo com contagem de plaquetas normal. Estes va-
lores, tanto da média (26,37), quanto do desvio padrao
(7,32) sdo préximos aos observados por Maluf,® que ob-
servou média 26,99 e desvio padrédo de 6,61, com intervalos
de referéncia de 15,8 a 41,6, semelhantes ao encontrado
no presente trabalho.

Construcao do algoritmo para liberagiao do
plaquetograma

O algoritmo para liberacéo do plaquetograma foi de-
senvolvido com o intuito de valorizar a analise do plaque-
tograma como critério para revisdo de laminas nos casos
de trombopenias e trombocitoses, juntamente com a in-
terpretacéo do histograma e das mensagens emitidas pelo
equipamento. Além disso, com o objetivo de ser implan-
tado na rotina do nosso servigo, utilizamos como referén-
cia os alarmes emitidos pelos dois equipamentos utilizados
em nosso laboratério, XT 1800 e XE 2100, ambos da
Sysmex - Roche Diagnéstica® (Tabela 2).

Associando as mensagens, os valores de referén-
cia encontrados e o histograma de distribuicdo plaque-
tario construimos o fluxograma para uso na tomada de
decisdes e liberacéo de resultados em nosso servigo (Fi-
gura 1).

Tabela 2 - Mensagens emitidas pelos equipamentos XT 1800 e
XE 2100 para a série plaquetaria

Mensagens
PLT Abn. Distribution

PLT Abn. Scattergram
(apenas XE 2100)

PLT clumps

Significado

Distribuicdo anormal no histograma

Distribuicdo anormal no histograma

Agregacéo plaquetaria

Trombocitopenia Cont. plaquetas abaixo do valor

referéncia do equipamento*
Cont. plaquetas acima do valor de
referéncia do equipamento*

*cada equipamento é configurado pelo usuario. Os nossos sdo:
trombocitopenia < 100 (x103/mm?®) e trombocitose > 600 (x103/mm?).

Trombocitose
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1.1 Verificar interferéncia com
VCM microcitico: considerar
revisdo de lamina
se VCM baixo.

1.2 Indices plaguetarios e

1. PLT. ABN contagem de plaquetas

DISTRIBUTION normais —» liberar resultado
sirevisdo

1.3 Indices efou cont
plaquetas fora dos limites
de referéncia: MPV, P-LCR
ou MPV elevados —» revisar
lamina para investigar
presenca de macroplaguelas
Se cont. plaguetas
> 600.000/mm’ ou
< 50.000/mm:
revisar [Amina

MENSAGENS DO
EQUIPAMENTO
2.1 Agitar a amostra no
vortex ou manualmente e
processar novamente no
modo manual
Se: permanecer com ufiags
de agregagao —» revisar
lamina quando dentro dos
valores criticos.”
Se aflag» e contagem
corrigidos —» liberar
resultados

2. PLT. CLUMPS

Indices e graficos histograma
3. TROMBOPENIA { normais —» liberar resultado

sem revisao se contagem

> 50.000/mm’

Indices e graficos histograma
4. TROMBOCITOSE normais -+ liberar resultado
{ sem revisdo se contagem
< 600.000/mm

Fluxograma para liberac&o do plaquetograma com ou sem revis&o de
lamina

Os equipamentos utilizados no Servico de Hema-
tologia do laboratério Central do Hospital Universitario
Oswaldo Cruz estédo configurados para liberar as mensa-
gens de trombocitopenia e trombocitose com valores abai-
xo de 100 (mil/mm?3) e acima de 600 (mil/mm?3), respectiva-
mente. No entanto, como a linearidade dos equipamentos
Sysmex para contagem de plaquetas varia de 0 a 5.000
(x103/mm?), consideramos valores alargados para revisdo
de lamina, quando a contagem de plaquetas for menor que
50 (mil/mm?3) ou maior que 600 (mil/mm?3).

Foram utilizados esses mesmos limites como crité-
rios para construcédo do algoritmo para liberagdo do
plaguetograma, no que diz respeito a contagem de plaque-
tas, enquanto que para os indices utilizamos os limites
encontrados no presente estudo.

Além disso, hd que se considerar o significado de
cada indice, pois o plaquetécrito, por exemplo, por ndo
sofrer variagdes significativas, ndo pode ser considerado
como unico critério para decisdo sobre revisdo de lamina.
Os demais indices, por sua vez, refletem variagdes no
tamanho das plaquetas, o que pode ser facilmente
verificado e confirmado pela analise da lamina.

Este fluxograma é de grande importancia para nos-
SO servigo, pois os indices plaquetarios ndo sédo emitidos
na impressao do hemograma, ficando disponiveis apenas
para consulta no software do equipamento (com excecao
do MPV), de tal forma que muitas vezes passam desper-
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cebidos pelos analistas que desconhecem a interpretacao
e funcdo desses parametros.

A decis@o sobre a necessidade de revisao de lami-
na em casos de trombopenia ou trombocitose ficara mais
facil com a analise deste fluxograma, utilizando todos os
recursos fornecidos pelos equipamentos e interpretando
corretamente os indices plaquetarios em conjunto com o
histograma, sendo dessa forma Util ndo apenas para nosso
servigco, mas também para outros que se interessarem.

CONCLUSOES

1. O intervalo de referéncia encontrado para a conta-
gem de plaquetas mostrou que a populacéo estudada apre-
senta limite inferior abaixo do que o esperado e conhecido
como normal divulgado na literatura consultada. Esses
resultados podem ser devido a problemas pré-analiticos,
tais como garroteamento demorado, erro na proporgao
sangue/anticoagulante e falha na homogeneizacédo da
amostra. No entanto, tais variaveis sdo hipéteses que
necessitam de estudos posteriores para confirmar ou nao
a interferéncia nos limites de referéncia da contagem de
plaquetas na populagédo estudada.

2. Os intervalos de referéncia dos indices MPV,
PDW, PCT e P-LCR apresentaram valores semelhantes
aos encontrados na literatura consultada.

3. O fluxograma desenvolvido neste trabalho seréa de
grande importancia para valorizagdo do plaquetograma,
tanto como critério para decidir sobre revisdo da lamina
em casos de trombopenia e trombocitose, como também
para emissao de laudos com informacdes mais completas
gue possam ajudar a classe médica a monitorar melhor a
condicdo clinica de nossos pacientes.

Abstract

Objective: The present study aimed to determine reference values of
plateletgram at Hematology Service of Central Laboratory of Universitary
Hospital Oswaldo Cruz in Pernambuco, in addition of build an algorithm
for slide revision in thrombocytopenia and thrombocytose clinical
conditions. Methods: The present study was cartied with a retrospective
research in the database of the equipment Sysmex XT 1800, which
uses impedance and laser technology for cells count. 258 patients from
the database have been selected, all of whom had been assisted on the
outpatient department of the Central Laboratory of University Hospital
Oswaldo Cruz, and all presented platelet count between 150-450
thousand/mm?® according to the records. Based on the platelet count of
the selected patients, the reference values for all indices described
previousily have been calculated, using the mean value for each parameter
plus or minus two standard deviations. The algorithm for the platelet
parameters results was achieved through the use of the reference values
obtained for each index, in addition to the interpretation of the histogram
and messages of the cell count provided by the XT 1800. Results: The
reference values found in this study were similar to those found in the
already existing literature. However, other correlation studies between
these indices with the aim of increasing their value in the laboratory
routine and also in medical decisions are still necessary. Conclusion:
The determination of reference values for platelet indices, as well as the
algorithm for slide revision of plateletgram contributed to otimization of
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laboratory routine and improve the clinical appreciation of the platelet
parameters.

Keywords
Platelet count; Blood platelets; Thrombocytopenia; Thrombocytosis;
Algorithms
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INTRODUCAO

Resumo

Objetivo: Este estudo objetivou comparar os resultados das dosagens de ureia e creatinina
entre amostras de soro e plasma com EDTA e citrato de sddio, como forma de determi-
nar se esses biomarcadores sofrem interferéncia em suas dosagens quando analisados
pelo plasma. Métodos: Um total de 100 amostras de pacientes admitidos no Hospital
Universitario da Universidade Federal de Juiz de Fora, sendo 50 pacientes atendidos em
ambulatério, que ndo apresentavam histérico de doenga renal, e 50 pacientes do setor de
hemodidlise, a fim de se obterem valores dentro e fora da referéncia para ureia e
creatinina. Todos os resultados foram comparados pelo teste de Wilcoxon pareado,
com um p<0,05 indicando significancia estatistica. Resultados: Observaram-se
diferencas estatisticamente significativas comparando-se todos os valores de ureia
coletados em tubo de soro e em plasma com EDTA (p=0,0016), bem como a comparagao
entre as amostras coletadas em soro e em plasma com citrato de sddio (p<0,0001). A
mesma diferenga estatisticamente significante foi observada quando comparados todos
os valores de creatinina coletada em soro e em plasma com EDTA (p=0,0147) e entre
os valores de soro e citrato de sédio (p<0,0001). Conclusao: Os resultados mostraram
haver diferencas estatisticas significativas entre as dosagens realizadas em soro e
plasma com EDTA e citrato de sédio, tanto para a ureia quanto para a creatinina. Porém,
a proximidade dos valores encontrados de ureia e creatinina em amostras de soro e
plasma mostrou ndo haver diferenga clinica entre os mesmos.

Palavras-chave
Bioquimica; Plasma; Soro; Testes laboratoriais

organismo, contribuindo assim para a homeostasia, re-
gulando as concentragdes séricas e plasmaticas através

Atualmente, com a constatagdo do rapido aumento
de sua prevaléncia, a Doenca Renal Crénica (DRC) é
considerada um problema de saude publica, com alto
impacto econdmico.” Dados do Instituto Brasileiro de
Geografia Estatistica (IBGE), durante a pesquisa pano-
ramica da saude brasileira, demonstraram que, no ano
de 2013, a doenga renal crénica representava em indivi-
duos acima de 18 anos 1,4% dos diagnosticos médicos
de doenca crénica.?

A doenca se manifesta quando os rins, 6rgaos vitais,
tém suas funcgdes alteradas, principalmente a filtracéo
glomerular, removendo residuos e excesso de agua do

da absorcédo e excrecdo de substéancias e ions filtrados
nos glomérulos.®4

Em relagdo ao monitoramento e prevencao da doen-
carenal, é importante identificar, de forma precoce, os pa-
cientes que apresentam altera¢do da funcgéo renal, pois as
manifestagdes clinicas permanecem silenciosas e se con-
fundem com sinais clinicos de diversas outras morbidades
até a doenca situar-se no estagio avancado, que pode le-
var a necessidade de dialise e/ou transplante. E com apoio
nessas observagdes que se preconiza a utilizagao de tes-
tes laboratoriais clinicos para o diagnéstico e acompanha-
mento da doenga."
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As andlises laboratoriais de ureia e principalmente
da creatinina sdo consideradas testes especificos, entre-
tanto tardios e pouco sensiveis. No entanto, ainda na
atualidade s&@o os principais biomarcadores séricos e
plasmaticos utilizados para avaliagdo da funcéo renal, pois
podem ser dosados por exames laboratoriais clinicos de
rotina, apresentam boa correlagéo clinico-laboratorial, sdo
de origem endégena e livremente filtradas pelos
glomérulos.("5®

Soro e plasma s@o amostras rotineiramente empre-
gadas em analises laboratoriais.” Muitos fornecedores de
reagentes relatam em suas bulas que as dosagens po-
dem ser realizadas em soro ou plasma, porém somente
sdo recomendadas em plasmas se todas as outras
andlises desses mesmos pacientes forem realizadas
neste mesmo tipo de amostra.® Portanto, para acom-
panhamento médico, analises de ureia e creatinina devem
ser realizadas sempre em soro, ou utilizando um mesmo
anticoagulante, o que exige uma padronizacédo do
laboratoério, devido a falta do conhecimento da interferéncia
de anticoagulantes nestas dosagens.

Apesar desta recomendacéo, de que amostras de
pacientes sejam analisadas sempre com soro ou um mes-
mo tipo de anticoagulante, para parametros comparati-
vos, uma lacuna existe no conhecimento das variagdes
nas concentragcdes de ureia e creatinina analisadas no
soro ou em plasmas contendo acido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA) ou citrato de sédio para avaliagdo da fun-
cdo renal. Para elucidar este efeito, este trabalho teve
como objetivo comparar os resultados das dosagens de
ureia e creatinina entre amostras de soro e plasmas com
EDTA e citrato de s6dio, como forma de determinar se
esses biomarcadores podem ser influenciados por estes
anticoagulantes.

MATERIAL E METODOS

Foi realizada uma andlise quantitativa em 100 amos-
tras de sangue de pacientes admitidos no Hospital Univer-
sitario de Juiz de Fora - HU/UFJF, de ambos os géneros,
acima de 18 anos de idade, com e sem diagnéstico de do-
enca renal, para avaliar se havia diferencas significativas
entre as concentragdes de ureia e creatinina em soro e
plasmas com EDTA e citrato de sédio.

Os individuos foram selecionados a partir da solicita-
¢do médica em que constava o pedido para dosagem de
ureia e creatinina séricas e que concordaram em participar
da pesquisa. Foram formados dois grupos para o estudo,
sendo um grupo de pacientes com valores de ureia e
creatinina alterados e outro de pacientes com valores de
ureia e creatinina dentro da referéncia. Para selecionar es-
ses grupos foram incluidos pacientes atendidos em
ambulatério, que ndo apresentavam dados clinicos de
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doenca renal, e pacientes que realizavam hemodialise,
como forma de se obterem valores dentro e fora da
normalidade. Todos os participantes assinaram o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

As amostras de soro foram submetidas a centrifugacéo
a 3.400 rpm por cinco minutos, e as amostras coletadas em
EDTA e citrato de s6dio foram submetidas a mesma rota-
¢éo por dez minutos. Em seguida foram realizadas as ana-
lises das concentragdes de ureia e creatinina, em soro e
plasmas. Todas as amostras foram analisadas logo apés
a centrifugacéao.

As andlises de ureia e creatinina foram realizadas pelo
método enzimatico UV, utilizando-se o aparelho Labmax 560
do Laboratério de Analises Clinicas do HU/UFJF, unidade
Dom Bosco. Os valores de referéncia empregados para
ureia e creatinina foram 10 mg/dL a 45 mg/dL e 0,50 mg/dL
a 1,20 mg/dL, respectivamente.

As amostras sanguineas foram prontamente analisa-
das e os resultados comparados estatisticamente. Primei-
ramente foi realizada uma avaliagdo da distribuicdo dos
dados e observou-se que os mesmos ndo seguiam a dis-
tribuicdo normal (Teste de Kolmogorov-Smirnov). Assim,
optou-se para andlise estatistica a utilizacao de testes nao
paramétricos, como o teste de Wilcoxon pareado. O nivel
de significancia utilizado foi de 0,05 para todas as analises.

Este trabalho foi analisado e aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa envolvendo seres humanos da Uni-
versidade Federal de Juiz de Fora, parecer niumero
1.460.250.

RESULTADOS

Os resultados das analises de ureia e creatinina das
amostras coletadas em soro (padréao de referéncia) dos 100
pacientes do estudo foram comparados com os resultados
das amostras coletadas em EDTA e citrato de sodio, utiliza-
dos como anticoagulantes, para avaliar se apresentavam di-
ferencas estatisticamente significativas. Os valores de refe-
réncia empregados foram os utilizados no Hospital Univer-
sitario, sendo que, para ureia e creatinina, foram 10 mg/dL
a 45 mg/dL e 0,50 mg/dL a 1,20 mg/dL, respectivamente.

Os resultados das dosagens de ureia, realizadas em
soro e plasmas com EDTA e citrato de sodio, estéo repre-
sentados na Figura 1.

A partir da avaliacao do grafico Boxplot para as amos-
tras, pode-se observar a presenca de um outlier (paciente
52) para os trés tipos de coleta, que nao foi retirado para
analise estatistica, uma vez que é uma situacédo que faz
parte da rotina laboratorial. Nota-se também que os valores
das medianas s@o muito préximos entre os tipos de coleta
e os resultados abaixo da mediana apresentam menor
variabilidade que os resultados acima. Em relacdo aos
resultados das dosagens, podemos perceber que os 25%
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Figura 1. Apresentagdo dos valores referentes a dosagem de ureia
em soro e plasmas de EDTA e citrato de sédio.

dos resultados, entre o primeiro quartil e a mediana, apre-
sentam uma diferenca de no maximo 21 mg/dL, ja entre a
mediana e o terceiro quartil podemos ter uma diferenca
de até 45,75 mg/dL.

Os resultados dos valores de creatinina também fo-
ram distribuidos a partir das dosagens realizadas em soro
e plasmas com EDTA e citrato de sédio, e estdo repre-
sentados na Figura 2.
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Figura 2. Apresentacgédo de valores referentes a dosagem de creatinina
em soro e plasma de EDTA e citrato de sédio.

Observa-se, a partir do Boxplot, que as medianas
das dosagens de creatinina nas amostras de soro e
plasmas com EDTA e citrato de soédio estdo proximas, e
os resultados abaixo da mediana apresentam-se menor
variabilidade que os resultados acima. Os resultados, entre
o primeiro quartil e a mediana, apresentam uma diferenca
de no maximo 0,89 mg/dL, ja entre a mediana e o terceiro
quartil podemos ter uma diferenca de até 7,22 mg/dL.
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Como forma de melhor avaliar os valores minimos e
maximos e a mediana obtida nas dosagens de ureia e
creatinina, foram separados em dois grupos os valores des-
ses biomarcadores. Em um grupo foram inseridos os valo-
res de ureia e creatinina encontrados dentro do valor de re-
feréncia, e em outro grupo foram inseridos os valores de
ureia e creatinina encontrados fora do padrao de normali-
dade. Os valores de ureia e creatinina encontrados dentro
do padréo de referéncia estao representados, respectiva-
mente, nas Figuras 3 e 4.

Como se observa no grafico Boxplot da Figura 3, os
valores das medianas encontradas nos trés tipos de amos-
tras estdo préximos, e os resultados abaixo e acima da
mediana também apresentam variabilidades semelhantes.
Pode-se perceber que os 25% dos resultados, entre o
primeiro quartil e a mediana, apresentam uma diferenca
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Figura 3. Apresentacéo dos valores referentes a dosagem de ureia, em
soro e plasmas com EDTA e citrato de sédio encontrados dentro do
padrdo de referéncia.
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Figura 4. Apresentacdo dos valores referentes a dosagem de
creatinina em soro e plasmas com EDTA e citrato de sédio
encontrados dentro do padrdo de referéncia.
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de no maximo 8,25 mg/dL, e entre a mediana e o terceiro
quartil a diferenca foi até 7,0 mg/dL.

Ja no Boxplot da Figura 4, as medianas entre as
amostras coletadas em soro e EDTA se diferenciavam
minimamente da mediana das amostras coletadas em
citrato de sédio. As dosagens com citrato de sédio apre-
sentaram um resultado discrepante (paciente 20), mas
que nao foi retirado para analise estatistica. Em relacao
aos resultados das dosagens, podemos perceber que os
25% dos resultados, entre o primeiro quartil e a mediana,
apresentam uma diferenca de no maximo 0,17 mg/dL, ja
entre a mediana e o terceiro quartil podemos ter uma
diferenca de até 0,10 mg/dL.

O outro grupo analisado, com valores de ureia e
creatinina fora da normalidade, também foram represen-
tados, respectivamente, nas Figuras 5 e 6.
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Figura 5. Apresentacéo dos valores referentes a dosagem de ureia em
soro e plasmas com EDTA e citrato de sédio encontrados fora do
padrédo de referéncia.
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Figura 6. Apresentagédo dos valores referentes a dosagem de creatinina
em soro e plasmas com EDTA e citrato de sédio encontrados fora
do padréo de referéncia.
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Ja no Boxplot da Figura 5, as medianas entre as
amostras coletadas em soro e EDTA diferenciavam-se
das amostras coletadas em citrato, e os resultados
abaixo da mediana apresentam menor variabilidade que
os resultados acima. O paciente 52 apresentou resultado
discrepante nas amostras coletadas em soro, EDTA e
citrato de sédio. Em relagédo aos resultados das dosa-
gens, podemos perceber que os 25% dos resultados,
entre o primeiro quartil e a mediana, apresentam uma
diferenga de no maximo 12,75 mg/dL, ja entre a mediana
e o terceiro quartil podemos ter uma diferenca de até
27,8 mg/d.

No Boxplot da Figura 6, as medianas entre as trés
amostras coletadas em soro e EDTA diferenciavam-se das
amostras coletadas em citrato de sédio, e os resultados
abaixo e acima da mediana apresentam variabilidade se-
melhante. Os pacientes 73 e 82 apresentaram valores dis-
crepantes nas trés amostras analisadas. Em relagé@o aos
resultados das dosagens, podemos perceber que os 25%
dos resultados, entre o primeiro quartil e a mediana, apre-
sentam uma diferenca de no maximo 2,26 mg/dL, ja entre a
mediana e o terceiro quartil podemos ter uma diferenca de
até 1,97 mg/dL.

Para analise estatistica dos dados, como os mesmos
nao seguiam distribuicdo normal (p < 0,0001), foi utilizado o
teste de Wilcoxon pareado.

No primeiro momento, foi realizada uma comparacgéao
entre os valores de ureia e creatinina séricas e plasmaticas
de todas as amostras (dentro e fora dos valores de refe-
réncia).

Para as comparacdes entre amostras coletadas em
soro (padréo para analise) e em anticoagulantes (EDTA
e citrato de sédio), houve diferencas estatisticamente sig-
nificativas tanto nas dosagens de ureia quanto de
creatinina.

As dosagens de ureia quando comparado soro e
EDTA (p = 0,0016) e quando comparado soro e citrato de
sédio (p < 0,0001) mostraram que os anticoagulantes in-
fluenciam, pelo menos quando comparados estatistica-
mente, as amostras de soro nas dosagens. A mesma
diferenca estatisticamente significativa foi observada
quando comparadas dosagens de creatinina sérica e em
plasma com EDTA (p = 0,0147) e entre a creatinina sérica
e em plasma com citrato de sédio (p < 0,0001), como
observados na Tabela 1.

Tabela 1 - Comparagdes estatisticas, pelo teste de Wilcoxon
pareado®, entre as amostras de soro e plasma com EDTA e citrato
de sédio em dosagens de ureia e creatinina

ureia creatinina
soro/ EDTA p =0,0016 p =0,0147
soro/citrato p <0,0001 p <0,0001
*n < 0,05
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Em um segundo momento foram realizadas analises
estatisticas em cada grupo separadamente. No grupo em
que as dosagens séricas foram realizadas em pacientes
com valores dentro do padrado de referéncia, quando com-
parado os valores de ureia entre as amostras de soro e plas-
ma com EDTA, observou-se ndo haver diferenca estatisti-
camente significativa (p = 0,2618). A mesma comparacao,
quando realizada entre soro e citrato de s6dio, apresentou
diferenca estatistica significativa (p < 0,0001). Ja para as
dosagens de ureia de pacientes fora do padrédo de referén-
cia, quando comparados estatisticamente soro e EDTA, foi ob-
servada diferenca estatisticamente significativa (p = 0,0028).

Tabela 2 - Comparagdes estatisticas, pelo teste de Wilcoxon
pareado*, entre as dosagens de ureia em pacientes com valores
dentro e fora do padréo de referéncia, analisando soro e plasma de
EDTA e citrato de s6dio

dentro do padrédo de

fora do padréao de

referéncia referéncia
soro/ EDTA p=0,2618 p =0,0028
soro/citrato p <0,0001 p <0,0001
*» < 0,05

Ao se compararem soro e citrato de sédio para este mesmo
grupo também foi encontrada diferenca significativa esta-
tisticamente (p < 0,0001), como mostra a Tabela 2.

A mesma comparacgédo também foi realizada para
analisar os valores de creatinina. Para os pacientes com
valores dentro do padrdao de referéncia, entre as
amostras de soro e plasma foi observada diferenca esta-
tisticamente significativa nas analises de soro e EDTA
(p = 0,0170), assim como nas andlises soro e citrato de
sodio (p < 0,0001). Na dosagem de creatinina fora do
padréo de referéncia, quando comparados estatisticamente
soro e EDTA, estes apresentavam diferenca estatistica-
mente significativa (p = 0,0473). O mesmo foi observado
na comparacao entre soro e citrato de sédio (p < 0,0001),
como mostra a Tabela 3.

Tabela 3 - Comparagdes estatisticas, pelo teste de Wilcoxon
pareado®, entre as dosagens de creatinina em pacientes com valores
fora e dentro do valor de referéncia, analisando soro e plasma de
EDTA e citrato de sédio

dentro do padrdo de

fora do padrao de

referéncia referéncia
soro/ EDTA p=0,0170 p =0,0473
soro/citrato p <0,0001 p <0,0001
*p < 0,05
DISCUSSAO

Neste estudo, foram avaliadas as concentracées
séricas e plasmaticas de ureia e creatinina em 100 pacien-
tes pelo método enzimatico, assim como a literatura suge-
re, por ser um método que sofre menos interferéncias.®
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Para todas as metodologias existentes ha uma possibili-
dade de interferentes, levando assim a obtencgéo de resul-
tados inadequados, no trabalho é discutida uma variavel
de importancia determinante que é o tipo de amostra utili-
zada (soro e plasmas).(1?

As 100 amostras foram analisadas em conjunto e tam-
bém separadas em dois grupos, um grupo com 50 pacien-
tes com valores de ureia e creatinina séricas dentro do pa-
dréo de referéncia, e outro grupo com 50 pacientes com
valores de ureia e creatinina séricas fora dos padrées de
referéncia. Foram considerados como padrdo os valores
de 10 mg/dL a 45 mg/dL e 0,50 mg/dL a 1,20 mg/dL, para
ureia e creatinina, respectivamente. Valores semelhantes
ao utilizado por Almeida,"" que relata em seu trabalho valo-
res de referéncia, pelo método enzimatico, entre 15 mg/dL
e 39 mg/dL para a ureia e de 0,5 mg/dL a 1,2 mg/dL para
creatinina.

O presente estudo comparou estatisticamente soro (pa-
dréo de analise) e plasmas com EDTA e citrato de sédio
pelo método enzimatico. No entanto, os trabalhos encon-
trados na literatura foram, em sua maioria, realizados em
testes colorimétricos, o que poderia ser considerado um
interferente em termos de comparacéo, apesar dos valores
de referéncia para métodos enzimaticos e colorimétricos
serem semelhantes.("12

Mesmo as amostras de soro serem o padréo de re-
feréncia, a utilizacdo do plasma pode ser util por diversos
motivos, como redug¢do do tempo de espera para a coa-
gulacao, obtencédo de maior volume de plasma do que de
soro, auséncia de interferéncia advinda do processo de
coagulacao e redugéo do nimero de tubos de coleta, em
casos de coletas dificeis, tanto para pacientes internados
por um longo prazo quanto para criangas em que o proce-
dimento se torna dificil, muitas vezes, mais doloroso e
desconfortavel.”

Entretanto, o uso de plasmas permanece controverso
na patologia clinica pelo desconhecimento sobre a interfe-
réncia dos anticoagulantes nos métodos de analise. Alguns
trabalhos realizados pelo método colorimétrico relatam e
discutem a presenca ou néo de tais interferentes.

Lopes!™ concluiu que o citrato de sédio interfere nas
analises de ureia e creatinina quando comparadas com
as realizadas em soro, porém ndo foram apresentados
dados estatisticos que comprovem a diferenga. Em nosso
estudo também foi observada diferenca estatisticamente
significativa quando comparado todos os resultados de
ureia em amostras coletadas em soro e citrato de sé6dio
(p<0,0001), e entre todos os resultados de creatinina
coletados em soro e citrato de sédio (p<0,0001). A mes-
ma diferenca estatistica foi observada quando apresenta-
mos os resultados encontrados em dois grupos (com va-
lores dentro da referéncia ou fora da referéncia), em que
as comparacdes de ureia e creatinina, com valores dentro
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da normalidade, entre soro e citrato de s6dio apresentaram
valores (p<0,0001) para ureia e creatinina (p<0,0001). Para
as amostras com valores alterados, a comparacgao entre
ureia sérica e em plasma com citrato de so6dico apresen-
tou (p<0,0001) e entre creatinina sérica e em plasma com
citrato sédico o valor de (p<0,0001).

Ja Saito('¥ apresentou, durante a semana de inicia-
cao cientifica em Santa Catarina, um trabalho afirmando que
o citrato sodico néo interfere nos niveis de ureia e creatinina
sanguineo. Comprova tal situagéo ao afirmar que, em anali-
se colorimétrica, esses biomarcadores, coletados em san-
gue de caes, ndo apresentaram diferencga estatisticamente
significativa quando comparados a amostra de soro. Esses
dados foram analisados pelo teste paramétrico ANOVA,
porém, os valores estatisticos ndo foram demonstrados no
trabalho. Comparando com nosso estudo, que utilizou
outra metodologia estatistica (teste ndo paramétrico de
Wilcoxon pareado), ja que os dados ndo seguiam distri-
buicdo gaussiana, e as analises foram realizadas por téc-
nicas enzimaticas, observamos diferencas estatistica-
mente significativas tanto nas comparacées de ureia sérica
e plasmatica quanto nas comparacgdes entre creatinina
sérica e plasmatica. Para as andlises de ureia comparadas
entre soro e citrato de s6dio foi encontrado p < 0,0001, e
para creatinina comparada entre soro e citrato, p < 0,0001,
o que difere do estudo de Saito.

Condé," avaliando a fungdo renal, por meio da dosa-
gem plasmatica (sem especificar o anticoagulante) de ureia
e creatinina, por método colorimétrico, obteve como resul-
tado valores mais elevados no grupo com DRC em didlise
em comparacéo aos hipertensos sem danos renais. Afirma
que os resultados encontrados nas dosagens plasmaticas
sdo equivalentes aos resultados encontrados nas dosagens
séricas, porém nao apresenta dados estatisticos que com-
provem essa semelhancga. Em nosso estudo, realizado por
método enzimatico, os resultados ndo diferiram clinicamen-
te, apesar da diferenca estatisticamente significativa obser-
vada quando comparados resultados obtidos em soro e re-
sultados obtidos em plasmas com EDTA e citrato de sédio,
tanto no grupo de pacientes com valores normais quanto no
grupo de pacientes com valores acima do padréo de refe-
réncia. O Unico grupo que nao apresentou diferenca estatis-
tica foi aquele que comparou ureia entre soro e plasma com
EDTA, com valores dentro do padrao da referéncia, no qual
foi obtido p = 0,2618. No grupo fora do padrao de referén-
cia, os valores de ureia e plasma com EDTA apresentaram
diferencas estatistica com valor de p = 0,028, valor este
maior que os apresentados pelo citrato s6dico quando com-
paradas as determinagdes no soro.

Nos tubos de coleta utilizados (capacidade de 5 mL),
o volume de EDTA esta entre o intervalo de 1,2 mg a
2,0 mg por mL de sangue; ja para o citrato de sédio, o
intervalo é de 0,1 mol/L a 0,136 mol/L, com uma toleran-
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cia permitida de +10%; as concentragdes utilizadas atual-
mente sdo de nove partes de sangue para uma parte de
solucdo de citrato.”Podemos observar nas Figuras 1, 2, 3,
4.5 e 6 que os valores de ureia e creatinina nas amostras
de plasmas com citrato sodico estavam sempre com resul-
tados ligeiramente inferiores aos de soro e EDTA. Foram
observados também valores de p sempre mais significati-
vos entre soro e citrato sodico do que soro e EDTA. Uma
questéo possivel de ser observada seria o maior volume do
anticoagulante citrato de s6dio no volume total da amostra.

Apesar de ndo haver diferenca estatistica no uso de
EDTA para as dosagens de ureia no grupo dentro do pa-
dréo de referéncia, é necessario pensar que o laboratério
nem sempre tem acesso ao dado clinico do paciente para
observar se ha ou ndo uma possivel alteracao dos valores
de ureia e creatinina, e a escolha do tubo de coleta é feita
antes do inicio da mesma. Optamos também pela analise
de todos os pacientes (sem doenca renal e com doenca
renal) de forma conjunta. Tanto nas comparacgdes de ureia e
creatinina entre soro e plasmas com EDTA e com citrato de
sédio foi observada diferenca estatistica, o que a principio
nos levaria a afirmar que tubos contendo esses anticoagu-
lantes interfeririam na dosagem desses biomarcadores.

Porém, analisando os resultados obtidos, de forma
clinica, eles ndo apresentavam diferencga, permitindo o uso
dos mesmos na pratica laboratorial.

CONCLUSAO

Os resultados mostraram haver diferencas estatisti-
cas significativas entre as dosagens realizadas em soro
e plasmas de EDTA e citrato de sodio, tanto para a ureia
quanto para a creatinina. Porém, a proximidade dos valores
encontrados de ureia e creatinina em amostras de soro e
plasmas mostrou ndo haver diferenga que venha impactar
na conduta clinica entre os mesmos. Estes, em nenhum
dos pacientes alteravam a classificagdo dos mesmos entre
dentro da faixa de normalidade e fora da faixa de normali-
dade. E os que estavam fora da faixa de normalidade apre-
sentaram pequenas variagoes.

Abstract

Objective: This study aimed at the results of the urea and creatinine
between samples serum and plasma samples with EDTA and sodium
citrate as a way of determining if the biomarkers are interfering with their
dosages when analyzed by plasma. Methods: A total of 100 patient
samples admitted to the University Hospital of the Federal University of
Juiz de Fora. Fifty patients were treated at an outpatient clinic with no
history of renal disease, and 50 patients from the hemodialysis area, in
order to obtain values inside and outside the hospital. Reference to
urea and creatinine. All the results were compared by the paired Wilcoxon
test, with a p <0.05 showing statistical significance. Results: Statistically
significant differences were observed compatring all urea values collected
in serum and plasma tubes with EDTA (p = 0.0016), as well as the
comparison between samples collected in serum and in plasma with
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sodium citrate (p < 0.0001). The same statistically significant difference
was observed when comparing all creatinine values collected in serum
and plasma with EDTA (p = 0.0147) and between serum and sodium
citrate values (p <0.0001). Conclusion: The results showed that there
are significant statistical differences between the dosages performed in
serum and plasmas with EDTA and sodium citrate, both for urea and for
creatinine. However, the proximity of the values of urea and creatinine
found in serum and plasma samples showed no clinical difference
between them.
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Biochemistry; Plasma; Serum; Laboratory test
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INTRODUGAO

Resumo

Objetivo: Determinar a estabilidade dos antigenos eritrocitarios do Sistema ABO, Rh e
Ag Kell, a fim de estabelecer a temporalidade de armazenamento de amostras in natura
e sem conservantes para uso no Controle Interno de Qualidade (CIQ) dos testes
imunohematolégicos. Métodos: Foram coletadas 20 amostras contendo EDTA e realizada
a deteccédo dos antigenos A, B, RhD, RhC, RhE, Rhe, Rhc, Kell (K1) através do uso de
anticorpos monoclonais. Os testes de hemdlise através da inspecéo visual da suspenséo
de eritrécitos foram executados no primeiro dia de coleta. Os mesmos testes foram
repetidos apés os 5°, 13°, 15°, 21°, 37°, 50° e 77° dia da coleta, sendo observados a
intensidade de hemaglutinagéo e o grau de hemdlise. Resultados: Dentre as 18 amostras,
55,6% foram classificadas como A RhD Positiva, 5,6% AB RhD Positiva, 38,8% O RhD
Positiva e nenhuma do grupo B RhD Positiva, tendo sido duas amostras excluidas do
estudo por ndo apresentarem o Ag RhD. Detectaram-se 61% de Ag RhC nas amostras
estudadas, 77,7% de Rhc, 38,8% de RhE, 88,9% de Rhe e 11,1% de Kell. No 77° dia foi
observada uma maior diminui¢cdo na intensidade da hemaglutinagcéo para os antigenos
Rhe, RhC e RhD, respectivamente, ndo sendo observada esta diminuigéo para os demais
antigenos detectados. A partir do 37° dia de coleta foi observada hemdlise em todas as
amostras coletadas. Conclusao: Amostras in natura com EDTA por até 21 dias apds a
coleta nao tiveram diminuigéo na intensidade da hemaglutinagéo e hemdlise representativa.
Séao necessarios demais estudos de estabilidade para outros antigenos eritrocitarios.

Palavras-chave
Eritrécitos; Controle da Qualidade; Reatividade-Estabilidade; Antigenos de Grupos San-
guineos

Dentre os sistemas ja descritos é possivel destacar
o sistema ABO, Rh e Kell como os de grande importancia

Os sistemas de grupos sanguineos sdo caracteri-
zados pela presencga ou auséncia de antigenos na
membrana eritrocitaria. Esses antigenos sdo herdados
geneticamente e definidos por sequéncias especificas de
aminoacidos, constituindo proteinas que podem ou nao
estar ligadas a carboidratos ou a lipidios.(™?

De acordo com a nomenclatura da Sociedade Inter-
nacional de Transfus@o Sanguinea (ISBT), estdo descritos
mais de 328 antigenos eritrocitarios, distribuidos em 36
sistemas de grupos sanguineos. Esses nimeros nao séo
estaticos e novos antigenos de grupos sanguineos estao
sendo identificados periodicamente.*?

clinica e estes serdo brevemente explanados a seguir. O
Sistema ABO, cujos antigenos nao estéo restritos apenas
a membrana dos eritrécitos, sdo moléculas complexas
presentes também em glicolipidios e glicoproteinas
membranares.(? A expressdo dos antigenos do Sistema
ABO depende da atividade de glicosiliransferases espe-
cificas codificadas pelo gene ABO.®

O Sistema de grupo sanguineo Rh é o mais poli-
morfico, composto por 54 antigenos de natureza glico-
proteica com importante papel na integridade da mem-
brana eritrocitaria, possuindo funcéo estrutural e de trans-
porte de gases.®®
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Dentre esses, apenas cinco antigenos possuem im-
portancia clinica pelo fato de estarem envolvidos com for-
mas clinicamente significantes da Doenga Hemolitica do
Feto e Recém-nascido e reacao transfusional (RhD, RhC,
RhE, Rhc, Rhe), sendo o antigeno RhD o mais importante,
devido ao seu alto grau de imunogenicidade.“”

O Sistema Kell é composto por antigenos glico-
proteicos com fungdo enzimatica e estdo expressos nos
eritrécitos com baixa densidade antigénica. Estes estao
expressos na glicoproteina Kell, que pertence a subfamilia
das endopeptidases zincodependentes, cuja principal fun-
¢do é a ativacdo de peptideos bioativos por clivagem
enzimatica; estes antigenos estdo bem desenvolvidos ao
nascimento e estdo presentes no cérebro, érgaos linfoides,
coragdo e musculos esqueléticos.>* Com a instituicdo
rotineira do pré-natal e prevencdo de aloimunizagcdo em
gestantes RhD negativas, tem-se observado um aumento
da frequéncia de casos de DHFRN por anti-K1.?

Os aloanticorpos contra antigenos dos demais sis-
temas de grupos sanguineos, além do ABO sao produzidos
em resposta a uma sensibilizacdo que pode ser em uma
transfusao, aborto ou gravidez, devido a exposic¢édo do in-
dividuo a um antigeno eritrocitario diferente dos seus.
Esses sdo capazes de desenvolver reacées hemoliticas
como na incompatibilidade transfusional, incompatibilidade
materno-fetal, e anemia hemolitica autoimune.?®

O uso de amostras controle no Controle de Qualida-
de Interno (CQI) contendo antigenos ABO, RhD, RhC, RhE,
Rhc, Rhe e K (Kell (K1) se faz necessario no laboratério
de andlises clinicas de acordo com o que é preconizado
pela legislacédo vigente (RDC 302 de 15 de Outubro de
2005), com o objetivo de avaliar a estabilidade dos
reagentes imunohematolégicos.®

A obtencdo de amostras controle é relevante para
a validagao de técnicas como também para verificar a
reprodutibilidade dos resultados liberados. O emprego
de amostras controle, bem como de outras medidas de
CQl e externo em Laboratérios de Analises Clinicas é
pertinente para avaliar constantemente a variabilidade das
determinacdes e a confiabilidade dos resultados. Tais
fatores contribuem para um diagnéstico mais preciso e
eficiente, bem como para uma melhoria na qualidade dos
produtos e servigos oferecidos pelos laboratoérios
clinicos.('¢13)

Os eritrocitos produzidos comercialmente para em-
prego nos testes imunohematolégicos tém validade de até
35 dias. Essas suspensdes de eritrocitos fenotipados séo
produzidas a partir de amostras de sangue humano, ™ que
durante a conservacao dos eritrécitos podem sofrer as cha-
madas lesdes de estoque. Essas lesdes sdo alteracdes
bioquimicas que ocorrem no eritrécito, tais como deformi-
dade na membrana, alteragdes no metabolismo e hemdlise,
que podem levar a modificagcdes no resultado dos exames
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e gerar resultados falsos negativos.('2'51% Nesse sentido,
o aperfeicoamento de técnicas de avaliagcdo da estabili-
dade de eritrocitos que sejam efetivas e que possam man-
ter sua viabilidade e funcdo representa uma necessidade
na area da imunohematologia, a fim de possibilitar a rea-
lizacdo de exames laboratoriais e controle de qualidade,
fornecendo subsidios para diagnéstico e prevengéo.('?

A obtencdo de suspensdes de eritrécitos estaveis
que mantenham todas as suas caracteristicas fisico-
quimicas e morfologicas pode proporcionar melhorias na
qualidade de servicos de imunohematologia, visto que
essas mantém o Potencial Zeta ideal para propor-cionar
a hemaglutinagdo nos testes imunohematolégicos.?'?
Portanto, o estudo da estabilidade de antigenos eritro-
citarios em amostras utilizadas no CQIl se faz necessario
para melhorar a qualidade dos produtos oferecidos pelos
laboratérios de analises clinicas, de forma que os servigos
prestados possam ser precisos e confiaveis. Sendo assim,
o presente estudo teve como objetivo avaliar a estabilidade
dos principais antigenos eritrocitarios do Sistema ABO (A
e B), do Sistema Rh (RhD, RhC, Rhc, RhE, Rhe) e Kell
(K) para o uso destas amostras sem o uso de conservantes
eritrocitarios no CQl dos exames laboratoriais imuno-
hematolégicos.

MATERIAL E METODOS

Apés a aprovacgédo do projeto pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade do Vale do Itajai (UNIVALI)
sob parecer 1.259.259 e a assinatura do Termo de Con-
sentimento Livre e Esclarecido pelos pacientes do La-
boratério Escola de Analises Clinicas (LEAC), foram
coletadas aleatoriamente as vinte amostras de individuos
de ambos os sexos com volume de 4 mL de sangue
venoso anticoagulado com EDTA, sem uso de conser-
vantes preservadores de eritrocitos.

Foram incluidas no estudo amostras de individuos
com idade entre 18 e 65 anos e excluidas amostras de
individuos portadores do fenétipo RhD Negativo e TAD
Positivo, sendo que, para esse teste, foram utilizados
antiglobulinas humanas e reagentes de hemacias da
BioRadLaboratories®.

Apo6s a coleta das amostras, estas foram avaliadas
através da inspecéo visual de hemolise e deteccdo dos
antigenos eritrocitarios pela fenotipagem eritrocitaria uti-
lizando anticorpos monoclonais (FreseniusKabi®) para
os antigenos A, B, RhC, RhE, Rhe, Rhc, K e para a
fenotipagem RhD o uso de anticorpos monoclonais (Bio-
RadLaboratories®) no primeiro dia de coleta e nos dias
5,13, 15, 21, 37, 50 e 77 posteriores a coleta.

As amostras coletadas foram armazenadas in
natura, sem adicdo de conservantes, visando a diminui-
¢ao de custos para o CQl e avaliagcéo da estabilidade des-
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tes antigenos. As amostras foram armazenadas no refrige-
rador do Laboratério Escola de Analises Clinicas (LEAC)
da Univali e, durante seu armazenamento, foi monitorada
a temperatura de 4° a 6°C visando preservar as amostras
em temperaturas adequadas conforme legislacéo
vigente.(""

Os testes executados de forma singular (e ndo em
duplicata) foram realizados em temperatura ambiente (20°
a 24°C) no 1°, 5°, 13°, 15°, 21°, 37°, 50° e 77° dia. Os
testes foram executados, sendo a leitura dos resultados
realizada imediatamente, conforme instrugcées dos fabri-
cantes.

Para a realizacdo dos testes imunohematolégicos
néo foi realizada em paralelo amostra controle comercial
para a validacado dos experimentos, visto que, conforme
a literatura, ha subgrupos sanguineos que podem diminuir
significativamente a expresséao antigénica dos antigenos
eritrocitarios.("? Visto assim, em amostras controle (no
qual possuem conservantes estabilizadores de eritrocitos)
estas ndo mimetizam a amostra coletada original-mente
neste experimento (in natura). Desta forma, nédo foi ne-
cessario realizar testes em duplicatas, visto que este
estudo teve como objetivo avaliar a estabilidade das
amostras de acordo com o grau de hemaglutinacao
preconizado por testes qualitativos padronizados com uso
de equipamentos, materiais e insumos validados seguindo
os critérios minimos de intensidade da Portaria Ministerial
158 de 2016 e artigo cientifico.('”

As intensidades minimas da hemaglutinagéo espe-
radas para os antigenos A, B e RhD foram de no minimo
3+, conforme descrito na literatura.('"” Para os antigenos
RhC, RhE, Rhe, Rhc e K ndo ha artigos cientificos preco-
nizando sua intensidade minima devida a variacao
antigénica entre individuos."? Desta forma, este trabalho
teve como critério a ades&@o de intensidade minima de
hemaglutinacdo de 3+ por ser uma intensidade de facil
visualizagdo na técnica em tubo.

Fenotipagem ABO

Para a determinagéo do fenétipo ABO foi preparada
uma suspensao de eritrécitos a 3% em solugéo salina
(NaCl 0,9%), e aos tubos identificados como A, B e AB
foram adicionados 50 pL desta suspensdo. Posterior-
mente, a cada tubo foram adicionados 50 pL dos
respectivos antissoros monoclonais antiA, antiB, antiAB
da FreseniusKabi® e, apds homogeneizacdo dos tubos,
estes foram centrifugados a 2.326 g (sendo que g é a
forca centrifuga relativa) por 15 segundos e entédo
submetidos a leitura.

A técnica em tubo seguiu o padrédo de leitura da
intensidade da reacdo de 0 (Negativo) a 4+ (Positivo)
conforme Judd.("®
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Fenotipagem, RhC, RhE, Rhe, Rhc, K

Para a identificacdo dos principais antigenos do Sis-
tema Rh foi preparada uma suspensédo de eritrécitos a
3% em solugéo salina (NaCl 0,9%), e a cada tubo
identificado como RhC, RhE, Rhe, Rhc, K foram
adicionados 50 pL desta suspensdo. Posteriormente, a
cada tubo foram adicionados 50 pL dos respectivos
antissoros monoclonais Fresenius Kabi® e, ap6s a
homogeneizagdo da reacao, foram centrifugadas as
reacdes a 2.326g por 15 segundos e entdo realizada a
leitura. A técnica em tubo seguiu o padrao de leitura da
intensidade da reagé@o conforme Judd.('®

Fenotipagem RhD

Para realizacdo da fenotipagem RhD em tubo, foi
preparado uma suspensao de eritrocitos a 3% em solu-
¢éo salina (NaCl 0,9%) e, posteriormente, aos dois tubos
identificados como D e Controle de Rh foram adicionados
50 pL da suspensdo. Foram adicionados 50 yL de antiD
BioRad Laboratories® e 50 pyL do Controle do Rh BioRad
Laboratories® nos respectivos tubos e, ap6s homoge-
neizacao da reacgéo, estas foram centrifugadas a 2.326 g
por 15 segundos para leitura das reagcdes. No caso das
leituras negativas foi realizada a Pesquisa do Antigeno D
Fraco, conforme preconizado pela legislagdo em vigor.('"
Para a pesquisa de D fraco, as amostras negativas ou
com intensidade de hemaglutinacdo < 2+ foram incuba-
das a 37°C por vinte minutos e entdo lavadas por trés
vezes com solucdo de NaCl a 0,9%. As solugdes lavadas
foram adicionados 100 yL de soro de Coombs antilgG
BioRad Laboratories® e entdo foram centrifugadas por 15
segundos a 2.326 g.

Foi realizada posteriormente a leitura visualizando a
presenca ou a auséncia de hemaglutinacdo. Em caso de
nao hemaglutinacdo foram adicionados 50 pL de hemacias
para Controle CoombsBioRad Laboratories®, os tubos
foram homogeneizados e centrifugados por 15 segundos
a 2.326 g e entdo realizada a leitura de acordo com
Judd.(®

Teste de Antiglobulina Direto

O Teste de Coombs Direto (TAD) foi realizado de
acordo com Roback e colaboradores.? Os eritrocitos das
amostras coletadas foram lavados trés vezes em solugao
salina (NaCl 0,9%) e posteriormente preparada uma sus-
pensédo de eritrocitos a 3% em NaCl 0,9%. Aos tubos
identificados (IgG, Poli) foram acrescentados 50 pL de
suspensao de eritrocitos e 100 pL do soro antiglobulina
correspondente a cada tubo (Soro Antiglobulina Humana
Monoespecifica IgG BioRadLaboratories® e Soro
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Antiglobulina Humana Poliespecifica 1IgG+C3d BioRad
Laboratories®) respectivamente. Apés homogeneizacgéo,
os tubos foram centrifugados a 2.326 g por 15 segundos.
A técnica em tubo seguiu o padrdo de leitura da inten-
sidade da reacdo conforme Judd.\"”® No caso de resulta-
dos negativos, a reagdo permaneceu incubada por cinco
minutos em temperatura ambiente e, posteriormente, foi
centrifugada a forca de 2.326 g por 15 segundos, sendo
realizada uma nova leitura das reacoes.

Os resultados negativos foram confirmados com adi-
¢ao do controle de Coombs BioRadLaboratories®, centri-
fugando e observando a hemaglutinagédo, conforme
descrito por Judd.(™®

Hemodlise

O teste de hemolise foi realizado mediante a inspe-
¢ao visual. As suspensdes de eritrocitos 3% foram centri-
fugadas a 2.326 g por 45 segundos.'™ Em seguida, foi
observado o sobrenadante da suspenséo, visualizando a
presenca (sobrenadante rosado ou avermelhado) ou au-
séncia de hemolise (sobrenadante limpido), conforme Por-
taria 158 de 2016.""

RESULTADOS

Dentre as vinte amostras coletadas, duas (10%) fo-
ram excluidas por apresentarem resultado RhD negativo
e nenhuma amostra analisada apresentou resultado po-
sitivo para o TAD. Sendo assim, o estudo deu continuidade
na avaliacdo da estabilidade dos antigenos eritrocitarios
com 18 amostras.

Do total das 18 amostras, 11 (55,6%) eram do A
RhD Positivo, uma (5,6%) AB RhD Positivo, sete (38,8%)
O RhD Positivo e nenhuma amostra possuia o fenétipo
B RhD Positivo. O nimero absoluto e o percentual de
amostras, respectivamente, contendo o antigeno RhC
foi de 11 (61%), Rhc 14 (77,7%), RhE 7 (38,8%), Rhe 16
(88,9%) e K 2 (11,1%).

Em todas as amostras classificadas como A RhD
Positivo, pdde-se observar que a intensidade de hema-
glutinacédo de 4+ entre o antigeno A e o anticorpo
monoclonal AntiA se manteve constante ao longo dos
77 dias. Em uma amostra (AB RhD Positiva), essa
manteve a intensidade de hemaglutinacdo entre o
antigeno B e o anticorpo monoclonal AntiB constante de
4+ até o 77° dia.

O antigeno RhD apresentou variagdo na intensida-
de das reagdes ao longo dos 77 dias. Do total de amos-
tras, uma (5,55%) apresentou diminui¢cdo na intensidade
da hemaglutinagéo a partir do 50° dia. As demais amos-
tras apresentaram variacdo de 4+ e 3+ entre os 1° e 77°
dia.
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Para o antigeno RhC, nédo foi observada variagéo
de intensidade em dez (90,9%) das 11 amostras entre
os dias 1° ao 77°, sendo o percentual da diminuicdo da
amostra apresentada na Tabela 1.

Tabela 1 - NUmeros absolutos de amostras que sofreram diminuigdo
de intensidade de hemaglutinagdo e seu respectivo percentual de
acordo com a presenga deste antigeno nas amostras analisadas do
1°ao 77° dia

Antigeno  Numero absoluto da amostra e seurespectivo percentual
RhD 1 (5,5%)
RhC 1(9,1%)
Rhe 7 (43,8%)

Dentre as dez amostras que nao sofreram diminui-
¢do na intensidade da hemaglutinagéo, no 37° dia houve
a observagcdo de que uma amostra apresentou
intensidade de 2+. Contudo, a mesma amostra voltou a
apresentar intensidade de 3+ e 4+ nos 50° e 77° dias,
respectivamente. Assim, essa amostra ndo foi conside-
rada rejeitada pelos pesquisadores, visto que pode ter
ocorrido excesso de homogeneizagédo no 37° dia. Assim,
dentre as 11 amostras que possuiam o antigeno RhC,
uma amostra sofreu diminuigédo na intensidade da reacao
antigeno-anticorpo no 77° dia de 4+ para 2+.

Ao avaliar a estabilidade dos antigenos Rhc e RhE
ao longo dos 77° dias, a intensidade de aglutinacédo se
manteve em 100% das amostras, tendo variagdes entre
3+ e 4+ durante a interpretacdo da intensidade da
hemaglutinacdo ao longo dos dias.

Houve uma maior diminuicdo na estabilidade dos
antigenos Rhe durante o estudo conforme descrito na
Tabela 1.

Dentre as 16 amostras, nove (56,2%) se mantiveram
constantes ao longo dos testes. Destacando que sete
amostras apresentaram intensidade de 2+ somente no
77° dia da pesquisa.

Apenas duas amostras continham o antigeno K e
estas demonstraram intensidade entre 4+ e 3+ do primeiro
dia de analise até o 77° dia. Contudo, uma amostra no
13° dia apresentou intensidade de 2+, voltando a apresentar
intensidades entre 4+ e 3+ nos dias posteriores. Desta
forma, essa amostra ndo foi considerada rejeitada pelos
pesquisadores, visto que pode ter ocorrido excesso de
homogeneizacédo no 13° dia.

Ao analisar a Figura 1 o grau de hemolise das Sus-
pensdes de Hemacias a 3% foi evidenciado que no 1°,
5° 13° e 21° dias de analises (marcadores em cinza)
estas ndo apresentaram hemdlise.

A partir do 37° dia (marcadores em vermelho) pdde-
se observar presenca de hemolise avermelhada em 100%
das amostras.
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DISCUSSAO A partir da analise dos resultados, foi possivel obser-

O desenvolvimento de estudos para o uso de eritré-
citos fenotipados em técnicas de CQl de forma eficiente,
em que os antigenos eritrocitarios tornam-se estaveis por
longos periodos, é relevante.('”? A elaboragéo destes estu-
dos deve levar em consideragcédo antigenos transmem-
branares, de superficie e/ou adsorvidos & membrana."? E
necessario o desenvolvimento de metodologias que visem
aumentar o tempo de estabilidade dos antigenos em rela-
¢ao as suspensdes de eritrocitos disponiveis comercialmen-
te ou in house, podendo contribuir para melhorar a qualida-
de de servicos em analises clinicas durante a execucgéao dos
exames imunohematolégicos.(™?

O armazenamento de eritrocitos resulta no aumento
de hemolise, sendo este um parametro importante para
avaliar a qualidade dos eritrécitos armazenados.!"® Com o
armazenamento também podera ocorrer uma reducgéo nos
niveis de adenosina trifosfato (ATP), sendo este necessario
para a protecdo da forma e estabilidade da membrana
dos eritrécitos. Eventualmente, estas alteragdes causam
reducdo na viabilidade dos eritrocitos.?®?Y O grau de
hemolise dos eritrécitos durante a preservacéo constitui-
se um fator limitante para o tempo de armazenamento, e
autores tém considerado a taxa de hemolise espontanea
como marcador fundamental da preservagao.1?
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var que 100% das amostras comecaram a apresentar
hemolise a partir do 37° dia. Pesquisas anteriores mostram
baixos indices de hemolise, com valores inferiores a 2%
ap6s 60 dias de preservagcdo em meio de conservagéo de
eritrécitos (CE) (meio contendo Na2HPO4 8 mmoles/L,
glicose 20 mmoles/L, EDTANa2 1 mmol/L, KCI 8 mmoles/L,
NaCl 75 mmoles/L, citrato de s6dio 40 mmoles/L e albumina
bovina (AB) 6 g/L), e de menos de 1% ap6s 90 dias de pre-
servacao de eritrécitos em meio CE apés fixacdo parcial
com glutaraldeido.® No presente estudo néo foi observada
interferéncia da hemdlise na diminuigéo da intensidade de
hemaglutinacéo, porém foi evidenciado que, apés o dia 21,
a hemolise era observada visualmente e, por consequéncia
disso, pode ocorrer a diminuicdo de antigenos na suspen-
sdo de hemacias e essa diminui¢do interfere diretamente
na reagao antigeno-anticorpo.®

De acordo com Sallem, foi possivel manter os antige-
nos eritrocitarios A, B, D, C, c, E, e, K estaveis por 63
dias em solugédo CE, sendo que alguns deles apenas di-
minuiram a sua intensidade de hemaglutinacdo ao longo
dos 63 dias.”” No presente estudo foi possivel observar
que a intensidade dos antigenos A e B foram constantes
ao longo de 77 dias sem o uso de conservantes de
eritrécitos, sendo que estes mantiveram a intensidade de
hemaglutinagéo de 4+ do primeiro ao ultimo dia de analise.
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Para a aprovacao de reagentes imunohematolégicos quan-
to a reatividade, os antigenos A e B precisam ter
reatividade minima de 3+, o que condiz com o encontrado
neste trabalho.'"” Esta intensidade constante pode estar
relacionada com a alta densidade antigénica do Sistema
ABO, no qual a hemdlise observada nesses dias nao
seria suficiente para interferir nos testes imunohema-
tologicos."

Os estudos de Myhre e colaboradores mostram que
ndo ha nenhuma mudancga significativa nos antigenos do
Sistema ABO e Rh (C, ¢, E, e) durante o armazenamento,
de 21 a 42 dias, com qualquer um dos sistemas de conser-
vacao de anticoagulantes testados por eles (citrato-fosfato-
dextrose, fosfatocitrato de dextrose-adeninaona, citratofos-
fatodextrose com aditivo salinoadeninaglicose e um siste-
ma de citrato fosfato dupla de dextrose com aditivo de solu-
¢ao de glucose e solugdo salina tamponada com adenina).??
Nesse mesmo estudo foi observado que apenas o antigeno
RhD teve alteragdo na reatividade e em poucos casos hou-
ve mudancas individuais mudando de 4+ para 3+.?? Esses
dados corroboram o presente estudo, ainda que, sem uso
de conservantes de eritrécitos, se observou apenas que uma
amostra sofreu reducao na intensidade de hemaglutinagéo
de 2+. Vale ressaltar que a expressao do antigeno RhD de
um individuo pode variar qualitativa ou quantitativamente
devido a mutagdes no gene RHD.? A quantidade de sitios
antigénicos expressos por eritrocitos também é diferente
para cada individuo, visto que esta expressao esta envolvi-
da com os demais fenétipos do Sistema Rh. Contudo, to-
dos os eritrécitos possuem a mesma quantidade de anti-
genos expressos. A densidade antigénica do antigeno RhD
varia de 10.000 a 25.000 sitios por eritrocitos.? No presen-
te estudo, diferentes amostras apresentaram reacao de in-
tensidade inicial de 3+ e ao final do estudo aumentaram a
intensidade para 4+. Essas mudancas podem estar relaci-
onadas também com homogeneizagéo excessiva, que des-
taca a possibilidade de resultados falsos negativos ou di-
minuicao na intensidade das rea¢des na fase de leitura de-
vido a agitacdo excessiva, ja que os testes em tubos séo
subjetivos e dependem do desempenho e habilidade do
operador.?®

Pesquisadores estabeleceram requisitos minimos
esperados na inspecao de qualidade dos soros identifica-
dores de antigenos eritrocitarios que o antigeno RhC tenha
reatividade minima de 3+ e o antigeno Rhc 1+.%* De acor-
do com esses dados, todas as amostras que continham
o antigeno Rhc se mostraram em conformidade, apresen-
tando os requisitos minimos. Ja para o antigeno RhC,
apenas 9,1% das amostras ndo apresentaram o valor mi-
nimo esperado, tendo diminuido sua intensidade de
hemaglutinagéo para 2+ no 77° dia. Os antigenos RhC e
Rhc estédo localizados em duas proteinas expressas na
membrana dos eritrécitos e possuem menor expressao
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que o antigeno RhD, o que pode justificar a variacao
encontrada."

Sé&o requisitos minimos para a aprovagado de rea-
gentes imunohematolégicos quanto a reatividade, que o
antigeno RhD tenha intensidade de 3+.?24 Segundo a le-
gislagdo hemoterapica, o servico de hemoterapia deve re-
alizar controles de qualidade de reagentes em imuno-
hematologia, sendo que a intensidade minima esperada
para o reagente RhD é de 3+."”Embora os Laboratorios
de Analises Clinicas ndo possuam critérios minimos de
aprovacao através da RDC 302, os resultados encontra-
dos neste estudo demonstram a importancia desta avali-
acdo da estabilidade dos antigenos no CQIl utilizando
amostras sem uso de conservantes, avaliando assim a
estabilidade dos mesmos.

Embora o antigeno RhE seja antigeno transmem-
branar e possuir uma diferenga do antigeno RhD de apro-
ximadamente 39 aminoacidos, neste estudo ndo foram evi-
denciadas alteracdes na estabilidade do antigeno RhE. Os
resultados corroboram aos de Novaretti e colaboradores
na inspecao de qualidade, visto que o mesmo necessita
ter reatividade minima de 3+.?% Ja o antigeno Kell (K1),
que nao teve alteragdes na reatividade dos eritrocitos,
apenas uma amostra apresentou decréscimo de 4+ para
3+. No entanto, essa diminui¢cdo néo faz com que as amos-
tras entrem em nédo conformidade, ja que elas precisam
ter reatividade minima de 1+ para aprovacgéao na inspecgéo
de qualidade.? Os resultados encontrados neste trabalho
sdo semelhantes com os encontrados por Sallem,'? onde
houve decréscimo de 1+ na reatividade do antigeno Kell
(K), amostras que iniciaram com 3+ apresentavam 2+ ao
final de 63 dias e amostras com 4+ apresentavam 3+. Con-
tudo, quando avaliado o antigeno Rhe, foi evidenciada uma
diminuicao representativa da esta-bilidade e capacidade
de deteccédo do antigeno Rhe. O decréscimo de intensida-
de foi de 4+ nos dias iniciais do estudo. Ao final do 77°
dia, 50% das amostras continuaram em conformidade.
Porém, este estudo nao utiliza conservantes de eritrécitos,
o que pode justificar um maior percentual para este antigeno
transmembranar. A homogeneizacédo excessiva pode ter
relacdo com essa diminuicdo de intensidade de hema-
glutinacdo, ja que, para Rumsey, os testes manuais sao
menos precisos e aumentam a subjetividade dos resulta-
dos.®)

Os conservantes de eritrocitos podem auxiliar na es-
tabilidade dos antigenos por um periodo maior. Um estudo
que utilizou conservante de eritrécitos e que estabeleceu
reatividade minima de 1+ obteve resultados que contrapdem
aos evidenciados neste estudo, sem uso de conservantes.
O antigeno Rhe com uso de conservantes pode ter reativi-
dade média de 4+ por 63 dias.!"? Outros pesquisadores, ao
avaliarem a estabilidade de antigenos de outros grupos san-
guineos (Luhteran e Diego), obtiveram resultados de esta-
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bilidade desses antigenos de até 120 dias. Contudo, pes-
quisadores utilizaram metodologias de criopreservacao, nas
quais, os resultados utilizando criopreservadores de
eritrécitos evitaram a diminuigdo dos niveis de expresséao
dos antigenos estudados. Frequentemente é observada,
ap6s ciclos de congelamento e descongelamento, a dimi-
nuicdo da expressao antigénica dos mesmos. Por fim, os
autores concluiram que as células estabilizadas podem ser
armazenadas e transportadas a um menor custo e risco, em
comparacdo com as células criopreservadas.®®

Existe a necessidade de desenvolvimento de técnicas
efetivas para preservacao de eritrcitos que man-tenham in
vitro a viabilidade, a fim de possibilitar a realizacdo de exa-
mes laboratoriais e controle de qualidade, fornecendo sub-
sidios para diagnéstico, prevencao e conduta em casos de
sensibilizagdo associados a transfusdo, gestacéo e trans-
plante de 6rgaos.(™ Desta forma, a partir de resultados de
pesquisas sobre estabilidade dos eritrocitos sem uso de
conservantes, foi possivel manter as amostras com antigenos
eritrocitarios A, B, RhD, RhC, Rhc, RhE, Rhe, K estaveis até
77 dias. Esse estudo pode contribuir para o controle de qua-
lidade interno imunohematolégico, assegurando resultados
mais fidedignos e trazendo uma alternativa as suspensdes
de eritrécitos fenotipados disponiveis comercialmente. No-
vos métodos de andlise envolvendo nanocristais de semi-
condutores, como sondas fluorescentes, tém sido utiliza-
dos na Imunohematologia para avaliar a estabilidade dos
antigenos eritrocitarios.?” E importante avaliar a estabili-
dade de antigenos eritrocitarios de outros sistemas de
grupos sanguineos. Esses estudos sdo de suma impor-
tancia, visto que antigenos eritrocitarios do sistema de
grupo sanguineo |, Lewis e P1pK séo adsorvidos na
membrana do eritrocito. Assim, ao longo do tempo de
armazenamento de reagentes eritrocitarios, mesmo con-
tendo conservantes de eritrocitos, esses antigenos podem
ser removidos da membrana eritrocitaria, ocasionando re-
sultados falsos-negativos na detec¢do de anticorpos
irregulares.(*1520) Assim como, s@o necessarios estudos
para avaliar a estabilidade do antigeno RhD com outros
clones de anticorpos utilizados nesse estudo. Esses
estudos sdo importantes, uma vez que observamos
variagdes na intensidade de hemaglutinacdo ao longo do
estudo. Essas alteragdes podem estar associadas a
avidez dos clones de anticorpos anti-RhD utilizados na
rotina laboratorial.('":232%

CONCLUSAO

Para laboratoérios clinicos que possuem recursos fi-
nanceiros escassos € viavel manter amostras de antigenos
eritrocitarios (A, B, RhD, RhE, Rhe, RhC, Rhc, K (K1))
armazenado por até 21 dias em geladeira (4 - 6°C), para
uso no CQl imunohematolégico, visto que a partir desta
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data foi observada a presenca de hemolise nas amostras,
embora as intensidades de hemaglutinagédo tenham ficado
dentro dos requisitos legais.

Reforgca-se a importancia da analise da hemdlise
apresentada nas amostras, embora nao tenham interferi-
do no decréscimo de intensidade de hemaglutinacéo das
amostras, sendo que muitas delas mantiveram seu grau
de hemaglutinagdo mesmo apéds a constatacédo de
hemédlise.

A hemédlise, apesar de ndo ser um interferente para os
antigenos estudados, pode vir a variar a intensidade de
hemaglutinacdo de antigenos que n@o sédo de membrana, e
sim adsorvidos a membrana eritrocitaria, como os antigenos
do Sistema P1pk e Sistema Lewis). O uso de amostras in
natura até 21 dias para CQIl pode ser um método econémi-
co, evitando assim o uso de controles comerciais. Os resul-
tados desta e outras pesquisas se fazem necessarios e
podem contribuir para melhorar o controle de qualidade dos
servicos de andlises clinicas.

Abstract

Objective: To determine the stability of the ABO, Rh and Ag Kell
erythrocyte antigens to establish the storage time of preservative-
free and in natura samples for use in the Internal Quality Control
(IQC) of immunohematological tests. Methods: Twenty samples
containing EDTA were collected. Through the use of monoclonal
antibodies the detection of A, B, RhD, RhC, RhE, Rhe, Rhc, Kell (K1)
antigens and the hemolysis test were performed by visual inspection
of the erythrocyte suspension. The tests were performed on the first
day of collection and repeated after fifth, 13th, 15th, 21st, 37th, 50th
and 77th of the collection, in which hemagglutination intensity and
degree of hemolysis were observed. Results: Among the 18 samples,
55.6% were classified as A RhD Positive, 5.6% AB RhD Positive,
38.8% RhD Positive and none of Group B RhD Positive, having two
samples excluded from the study because they did not present the
RhD antigen. 61% ag RhC in the studied samples, 77.7% Rhc,
38.8% RhE, 88.9% Rhe and 11.1% Kell were detected. On the 77th
day, a greater decrease in hemagglutination intensity was observed
for Rhe, RhC and RhD antigens, respectively, and no decrease was
observed for the other antigens detected. From the 37th day of
collection, hemolysis was observed in all samples collected.
Conclusion: In natura samples with EDTA for up to 21 days after
collection had no decrease in hemagglutination intensity and
representative hemolysis. Further stability studies are required for
other erythrocyte antigens
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Erythrocytes; Quality control; Reactivity-stability; Blood group antigen
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Etiologia de infecgcbes hospitalares e perfil de sensibilidade aos
antimicrobianos em um hospital do sudoeste do Parana, Brasil
Etiology of hospital infections and profile of antimicrobial sensitivity in a hospital of

southwest Parana, Brazil
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Leticia Ramos de Lima?

Resumo

Objetivo: Identificar os principais micro-organismos causadores de infecg¢des, a incidéncia
desses patdgenos e os perfis de sensibilidade aos antimicrobianos. Métodos: Foram ana-
lisados relatérios dos resultados de testes de sensibilidade a antimicrobianos de culturas
de pacientes internados em um hospital do sudoeste do Parana no periodo de margo a
junho de 2016. Este estudo analisou 241 resultados, englobando uroculturas, hemoculturas
e culturas em geral. Resultados: As bactérias mais encontradas foram Staphylococcus
coagulase negativa (31,95% dos achados), seguido por Escherichia coli (21,16%) e Klebsiella
spp. (12,86%). A pesquisa dos fendtipos de multirresisténcia mostrou que 25,9% das
enterobactérias eram produtoras de beta-lactamases de espectro estendido. Dos
Staphylococcus aureus, 10,5% eram portadoras do fenétipo Staphylococcus aureus resis-
tente a meticilina. Conclusao: Os resultados corroboram os dados da literatura, segundo
os quais a escalada da multirresisténcia tem continuado, especialmente nos pacientes
hospitalizados

Palavras-chave

Infecgéo hospitalar; Resisténcia a antimicrobianos; Bactérias

INTRODUCAO

A prevencao e controle de infecgcdes no ambito hospi-
talar afeta a todos os departamentos das instituicdes. Por
se tratar de um local com uma variedade grande de micro-
organismos, os pacientes e os profissionais da saude es-
tédo expostos a patégenos perigosos e os membros da co-
munidade procuram tratamento para doencas contagiosas,
ocorréncias comuns que os hospitais precisam saber con-
trolar. Para garantir a segurancga de pacientes, profissionais
de assisténcia a saude, familiares, visitantes e outros que
entrem em contato com um hospital, essa prevencao deve
ser prioridade.("

Na Portarian®2.616 de 12 de maio de 1998 do Minis-
tério da Saude (MS), define-se como Infecgcé@o hospitalar
aquela "adquirida apés a admissao do paciente e que se
manifeste durante a internagédo ou apés a alta, quando pu-
der ser relacionada com a internagé@o ou procedimentos
hospitalares".®

Ainfeccéo hospitalar € um problema mundial, que con-
tribui para o aumento de varios problemas relacionados a

saude, como aumento da morbidade, da letalidade, do tem-
po de internacgéo, dos custos, além da ameaca constante
da disseminacdo de bactérias resistentes aos antimicro-
bianos.®

Aresisténcia bacteriana aos antimicrobianos é um pro-
blema médico crescente gerado por diversos mecanismos
genéticos e pela consequente selecdo de cepas resisten-
tes. Contribuem para isso o consumo desnecessario e ex-
cessivo de antibiéticos. Essa resisténcia pode causar in-
feccoes dificeis de serem tratadas, o que facilita a perma-
néncia das bactérias no local e favorece sua proliferagéo.“%

Os hospitais sdo os principais locais onde ocorrem
infecgdes por bactérias resistentes ou multirresistentes, prin-
cipalmente nas Unidades de Terapia Intensiva (UTIl), onde
existe uma populagéo vulneravel devido a gravidade das
doencas e utilizagado de multiplos processos invasivos. Isso
faz com que o sistema imunolégico fique comprometido,
tornando os pacientes mais vulneraveis a aquisicao de in-
fecgoes.®

Por representar uma ameaca a satde global, a resis-
téncia aos antibidticos compromete avancos na salude e na
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Medicina, além de comprometer o tratamento de doencas
infecciosas, podendo afetar qualquer pessoa, independen-
temente da idade e do pais onde reside. A Organizagéo
Mundial de Saude (OMS), em 2015, coordenou uma cam-
panha mundial de sensibilizagéo para a resisténcia aos an-
tibioticos e incentivo as melhores praticas entre o publico,
os politicos, profissionais da salude e agricultura para evitar
mais emergéncia e propagacao da resisténcia aos antimi-
crobianos.”

Segundo relatério da OMS® em 2014 - "Antimicrobial
resistance: global report on surveillance" — as principais
bactérias resistentes sdo: Escherichia coli, Klebsiella pneu-
moniae, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumo-
niae, Salmonella nao tifoide, Shigella spp. e Neisseria
gonorrhoeae. Outras bactérias como Pseudomonas aeru-
ginosa e Acinetobacter baumannii sao também multirresis-
tentes.©

Entre os mecanismos de resisténcia com impacto
mundial destacam-se: Escherichia coliresistente a terceira
geracao de cefalosporinas, incluindo resisténcia conferida
por beta-lactamases de espectro estendido (ESBLs) e a
fluoroquinolonas; Klebsiella pneumoniae resistente a ter-
ceira geracao de cefalosporinas, incluindo a resisténcia
conferida ESBL e aos carbapenens; Staphylococcus aureus
resistente a betalactamicos (meticilina, MRSA); Strepto-
coccus pneumoniae resistente ou ndo sensivel a penicilina
(ou ambos); Salmonella nao tifoide (NTS) resistente a
fluoroquinolonas; espécies de Shigella resistente as
fluoroquinolonas; e Neisseria gonorrhoeae com diminuigéo
da susceptibilidade a cefalosporinas de terceira geragéo.®

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o perfil de
sensibilidade das bactérias causadoras de infecgdo em um
hospital do Sudoeste do Parand, identificando os principais
microrganismos causadores, a incidéncia desses patégenos
e os perfis de sensibilidade aos antimicrobianos.

MATERIAL E METODOS

Estudo retrospectivo, transversal, ndo controlado rea-
lizado entre marco e junho de 2016 em um hospital do sudo-
este do Parana. Foram analisados 241 resultados de tes-
tes de sensibilidade a antimicrobianos de culturas de paci-
entes internados na instituicéo. Tragou-se o perfil de sensi-
bilidade dos patégenos encontrados, identificando a sensi-
bilidade e resisténcia a cada antimicrobiano utilizado nos
testes.

Foram realizadas buscas em sites de pesquisa utilizan-
do palavras-chave como "perfil de sensibilidade" (sensitivity
profile), "infecgao hospitalar" (hospital infection), "bactérias
resistentes" (bacterial resistance), "ESBL" (extended-
spectrum beta-lactamases) e "MRSA" (methicillin-resistant
Staphylococcus aureus). Os critérios para refinar os estu-
dos foram artigos publicados nos anos de 2010 a 2017, em
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portugués, inglés e espanhol. As bases de dados utilizadas
foram Pubmed, na Biblioteca Virtual de Saude (BIREME),
Scientific Electronic Library Online (SCIELO) e na National
Center for Biotechnology Information (NCBI).

Por néao ter havido acesso aos dados dos pacien-
tes, nao foi necessario submeter este estudo ao comité de
ética.

RESULTADOS

Foram avaliados 241 testes de sensibilidades a antimi-
crobianos (TSA) provenientes de hemoculturas 69/241
(28,63%), uroculturas 76/241 (31,54%) e culturas em geral
96/241 (39,83%).

Entre as bactérias analisadas no estudo destaca-se a
ocorréncia de casos de infecgcdo por Staphylococcus
coagulase negativa, com 77 ocorréncias (31,95%), tendo
sua maior incidéncia nas hemoculturas (53). O segundo e
terceiro patégenos mais frequentes foram Escherichia coli
(51 casos, correspondendo a 21,16%) e Klebsiella spp. com
31 achados (12,86%). O quarto foi Staphylococcus aureus,
com maior incidéncia em culturas em geral (18) com um to-
tal de 19 testes analisados, representando 7,88% do total
das amostras. Seguindo uma ordem decrescente de
frequéncia encontra-se Pseudomonas aeruginosa (6,64%),
Enterobacter spp. (4,56%), Citrobacter spp. (4,15%),
Proteus spp. (3,32%), Enterococcus spp. (2,07%), Acineto-
bacter baumannii (1,66%), Streptococcus spp. (1,66%),
Staphylococcus saprophyticus (1,25%), Morganella
morganii (0,42%) e Serratia spp. (0,42%). (Tabela 1)

Entre as enterobactérias (Citrobacter spp.,
Enterobacter spp., Escherichia coli, Klebsiela spp., Proteus
spp. e Morganella morganii) pode ocorrer um tipo de resis-
téncia conhecida pela sigla ESBL, que significa beta-
lactamases de espectro estendido. Neste trabalho foram
encontradas 29 bactérias com essa resisténcia, sendo elas:
Enterobacter spp. (3 casos, correspondendo a 27,27% dos
Enterobacter spp.), Escherichia coli (10 casos, corres-
pondendo a 19,61% das Escherichia coli encontradas),
Klebsiella spp. (15 casos, correspondendo a 48,39%) e
Proteus spp. (um caso, correspondendo a 12,5% dos acha-
dos de Proteus spp.).

Outro tipo de resisténcia de importante impacto na
saude identificado nesse trabalho foi a MRSA (Staphy-
lococcus aureus resistente a meticilina). Dos 19 achados
de Staphylococcus aureus, dois foram classificados como
MRSA, o que corresponde a 10,53% das cepas.

A Figura 1 mostra a distribuicdo das cepas multir-
resistentes.

ATabela 2 apresenta o perfil de sensibilidade das bac-
térias aos antimicrobianos utilizados no TSA.

Nos resultados de TSA para o grupo das entero-
bactérias alguns antibiéticos apresentaram sensibilidade

RBAC. 2017;49(3):283-8
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Tabela 1 - Frequéncia de bactérias encontradas em hemoculturas, uroculturas e culturas em geral no

periodo de margo a junho de 2016

Hemocultura  Urocultura Cultura em Total %
Geral
Acinetobacter baumannii 2 2 4 1,66
Citrobacter spp. 1 9 10 4,15
Enterobacter spp. 1 5 11 4,56
Enterococcus spp. - 3 5 2,07
Escherichia coli 2 5 51 21,16
Klebsiella spp. 5 10 31 12,86
Morganella morganii - - 1 0,42
Proteus spp. - 4 8 3,32
Pseudomonas aeruginosa - 15 16 6,64
Serratia spp. 1 - 1 0,42
Staphylococcus aureus 1 18 19 7,88
Staphylococcus coagulase negativa 53 24 77 31,95
Staphylococcus saprophyticus - - 3 1,25
Streptococcus spp. 3 1 4 1,66

GRAFICO 1. CEPAS MULTIRRESISTENTES
Staphylococcus
aureus MRSA

Proteus ESBL 2
1

Enterobacter
ESBL

inferior a 50%, sendo eles: ampicilina e amoxicilina
(17,12%), aztreonam (19,05%), cefazolina (22,22%),
cefalotina (41,07%), amoxicilina + acido clavulanico
(44,25%), ampicilina + sulbactam (44,64%), ceftazidima
(46,02%), ceftriaxona (46,02%), cefotaxima (46,43%) e
cefepima (48,61%). Imipenem e meropenem foram os uni-
cos antibiéticos que apresentaram sensibilidade 100% nas
culturas de enterobactérias seguidas por amicacina
(92,08%), nitrofurantoina (87,18%), fosfomicina (85,14%),
acido nalidixico (78,95%), cefalexina (75%), gentamicina
(70%), ciprofloxacino (61,95%), levofloxacino (60,36%),
norfloxacino (60%) e sulfametoxazol + trimetropima
(55,77%).

O perfil de sensibilidade para Enterococcus spp. de-
monstrou sensibilidade de 100% para os antibioticos
ciprofloxacino, estreptomicina (alta dose), gentamicina (alta
dose), levofloxacino e vancomicina; 66,67% para nitro-
furantoina; e 40% de sensibilidade para amoxicilina,
ampicilina e penicilina.

RBAC. 2017;49(3):283-8

Para a bactéria Pseudomonas aeruginosa, ampi-
cilina + sulbactam, aztreonam, imipenem, levofloxacino,
meropenem, minociclina, norfloxacino, piperacilina +
tazobactam e polimixina obtiveram sensibilidade de
100%.

Staphylococcus aureus apresentou trés antibioticos
com sensibilidade menor que 50%, sendo eles:
amoxicilina (16,67%), ampicilina (16,67%) e penicilina
(16,67%). Os outros antibiéticos demonstraram sensibili-
dade superior a 80%: cefalexina (82,35%); oxacilina
(87,5%); amoxicilina + acido clavulanico, cefazolina,
ceftazidima, ceftriaxona, eritromicina, levofloxacino e
meropenem (88,89%); cefalotina e imipenem (89,47%);
clindamicina (94,12%); sulfametoxazol + trimetropima
(94,44%); ciprofloxacino e gentamicina (94,74%); amicacina,
linezolida, rifampicina, teicoplanina, tetraciclina e
vancomicina (100%).

Para Staphylococcus coagulase neg. somente 6/
25 antibiéticos apresentaram perfil se sensibilidade acima
de 50%, sendo amicacina (77,5%), tretraciclina (80%),
linezolida (94,52%) e teicoplanina (98,65%). Apenas a
rifampicina e vancomicina foram 100% sensiveis a essa
bactéria. Amoxicilina e ampicilina demonstraram um
percentual de sensibilidade de 10,53%; penicilina
14,29%; cefalotina e meropenem 15,58%; cefalexina,
cefazolina, oxacilina e ceftazidima 15,79%:; ceftazidima
e imipenem 17,11%; amoxicilina + acido clavulanico e
ceftriaxona 18,42%; eritromicina 21,62%; clindamicina
28,57%; ciprofloxacino 34,21%:; levofloxacino 36,84%;
gentamicina 37,14%; e sulfametoxazol + trimetropima
40,85%.

Para Staphylococcus saprophyticus, nos testes de
sensibilidade a antimicrobianos, quatro antibiéticos obtive-
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Tabela 2- Porcentagem de sensibilidade dos antibiéticos utilizados no TSA para cada espécie de bactérias.

Acinetobacter Enterobactérias Enterococcus P S. aureus Staphylococcus Staphylococcus Streptococcus Média de
%S * %S %S aeruginosa %S coagulase neg  saprophyticus %S S por
%S %S %S antibidtico
(%)
Acido
Nalidixico 78,95 ) ) ) ) ) ) 78,95
Amicacina 100 92,08 - 93,33 100 77,5 - - 92,58
Amoxicilina - 17,12 40 - 16,67 10,53 33,33 100 36,28
Amoxicilina+
Acido - 44,25 - - 88,89 18,42 66,67 100 63,65
Clavulanico
Ampicilina - 17,12 40 - 16,67 10,53 33,33 100 36,28
QLTSACCI::; T 100 44,64 - 100 - - - - 81,55
Aztreonam 100 19,05 - 100 - - - - 73,02
cefalexina - 75 - - 82,35 15,79 66,67 100 67,96
Cefalotina - 41,07 - - 89,47 15,58 66,67 100 62,56
Cefazolina - 22,22 - - 88,89 15,79 66,67 100 58,71
Cefepima 100 48,61 - 93,75 - - - - 80,79
Ceftazidima 100 46,02 - 93,75 88,89 17,11 66,67 100 73,21
Ceftriaxona - 46,02 - - 88,89 18,42 66,67 100 64
Cefotaxima - 46,43 - - - - 66,67 - 56,55
Ciprofloxacino 100 61,95 100 93,75 94,74 34,21 - 100 83,52
Clindamicina - - - - 94,12 28,57 - 100 74,23
Eritromicina - - - - 88,89 21,62 - 55,25
Estreptomicina
(Alta Eose) ) ) 100 ) ) ) ) ) 100
Fosfomicina - 85,14 - - - - - - 85,14
Gentamicina 75 70 - 93,75 94,74 37,14 - 100 78,44
Gentamicina
(Alta Dose) ) ) 100 ) ) ) ) ) 100
Imipenem 100 100 - 100 89,47 17,11 - 100 84,43
levofloxacino 100 60,36 100 100 88,89 36,84 33,33 100 77,43
Linezolida - - - - 100 94,52 100 100 98,63
Meropenem 100 100 - 100 88,89 15,58 - 100 84,08
Minociclina 100 - - 100 - - - - 100
Nitrofurantoina - 87,18 66,67 - - - 100 - 84,62
Norfloxacino 100 60 - 100 - - - - 86,67
Oxacilina - - - - 87,5 15,79 - 100 67,76
Penicilina - - 40 - 16,67 10,53 33,33 100 43,08
ggsgc't'g‘; " 100 - - 100 - - - - 100
Polimixina B 100 - - 100 - - - - 100
Rifampicina - - - - 100 100 - 100 100
f‘#frfrr:;tr‘:;ﬁ 100 55,77 - 60 94,44 40,85 50 100 "2
Teicoplanina - - - - 100 98,65 - 100 99,55
Tretraciclina - - - - 100 80 - - 90
Vancomicina - - 100 - 100 100,0 - 100 100,0

* Enterobactérias inclui Citrobacter spp., Enterobacter spp., Escherichia coli, Klebsiela spp., Proteus spp. eMorganella Morganii. Para a bactéria Acinetobacter baumannii
foram utilizados os antibiéticos: amicacina, ampicilina + sulbactam, aztreonam, cefepima, ceftazidima, ciprofloxacino, gentamicina, imipenem, levofloxacino, meropenem,
minociclina, norfloxacino, piperacilina + tazobactam, polimixina B e sulfametoxazol + trimetoprima. De todos os antibiéticos utilizados apenas a gentamicina apresentou
sensibilidade de 75%, os demais demonstraram sensibilidade de 100%.

ram 33,33% de sensibilidade (amoxicilina, ampicilina, ceftriaxona, cefotaxima e dois com sensibilidade de 100%
levofloxacino, penicilina), um com 50% (sulfametoxazol + (linezolida e nitrofurantoina).

trimetropima), sete com 66,67% (amoxicilina + acido Somente Strepfococcus spp. foi sensivel a todos os
clavulanico, cefalexina, cefalotina, cefazolina, ceftazidima, antibiéticos utilizados.
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DISCUSSAO

No relatorio da OMS® em 2014, destacava-se a preo-
cupacao com mecanismos de resisténcia adquiridos pelas
bactérias. Alguns desses mecanismos de resisténcia foram
observados neste trabalho: Escherichia coli ESBL (10 ce-
pas), Klebsiella spp. ESBL (15 casos) e Staphylococcus
aureus MRSA (2 casos). Nos casos de resisténcia descri-
tos no relatério, além de ESBL para as enterobactérias, a
resisténcia a terceira geracao de cefalosporinas (cefotaxima,
ceftriaxona e ceftazidima) também foi citada, sendo obser-
vado que, para a cefotaxima, a resisténcia foi de 53,57%,
préoxima do resultado para ceftriaxona e ceftazidima
(53,98%).

A producgédo de ESBL é um mecanismo de resisténcia
pelo qual as enterobactérias sdo capazes de hidrolisar os
antibiéticos da classe das penicilinas, todas as geracdes
de cefalosporinas e monobactamicos como o aztreonam.('%

Varios trabalhos apresentam resultados com o apare-
cimento de enterobactérias produtores de ESBL, principal-
mente com a maior incidéncia de Escherichia coli. No tra-
balho de Rodrigues e Mesquita,'" de 63 amostras identi-
ficadas de enterobactérias, 18 foram classificadas como
ESBL, sendo a mais frequente a Escherichia coli, em se-
gundo Klebsiella spp. e, em terceiro, Enterobacter spp. No
trabalho de Lago e colaboradores('? foram utilizadas 208
amostras de enterobactérias ESBL e a maior prevaléncia
foi de cepas de Escherichia coli, seguida de Enterobacter
sp. Ja nesse estudo, a maior prevaléncia foi de amostras
de Klebsiella spp., seguida de Escherichia coli, Entero-
bacter spp. e Proteus spp.

O MRSA apresenta resisténcia a todos os antibié-
ticos betalactamicos, tais como as penicilinas, cefa-
losporinas e carbapenens. Oxacilina e meticilina servem
como marcadores dessa resisténcia.!"> Em pesquisa rea-
lizada por Ludden e colaboradores!'¥ em moradores de
uma instituicdo de cuidados de longo prazo, a incidéncia
de casos de MRSA foi mais elevada. Em 64 amostras fo-
ram identificados 17 MRSA, equivalente a 26,56%, resul-
tado maior quando comparado aos 10,53% dos encontra-
dos nesse estudo.

Dereli et al.,("™ em sua pesquisa durante trés anos de
casos de infeccao nosocomial em UTI, identificaram maior
incidéncia de infecgbes na corrente sanguinea, assim como
em Birito et al.'"® Essas infec¢ées sao diagnosticadas por
meio de hemoculturas, nas quais séao isolados e identifica-
dos os microrganismos patogénicos que possam estar cau-
sando infecg@o no paciente.(" O principal causador das in-
fecgbes em todos os tipos de materiais analisados foi a
bactéria Acinetobacter baumannii (20%), com Staphyloco-
ccus coagulase negativa em quarto lugar, com 13,71%. Di-
ferentemente desses resultados, Staphylococcus coagulase
negativa foi o principal causador de infec¢des no presente
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trabalho, sendo identificados em 31,9% das culturas, valor
este aproximado ao de Brito e colaboradores!('® de 36,5%
de incidéncia desse patégeno e maior quando comparado
a Silva e colaboradores("™ com um percentual de 19,2%.

Os antibiéticos que apresentaram piores perfis de
sensibilidade na média geral para todas as bactérias fo-
ram: ampicilina e amoxicilina 36,28% (utilizado para entero-
bactérias, Enterococcus spp., Staphylococcus aureus,
Staphylococcus coagulase neg, Staphylococcus sapro-
phyticus, Streptococcus spp.).

As enterobactérias foram as principais causadoras
de infeccdo no trato uninario, diagnosticadas por meio
de urocultura nesse estudo. Escherichia coli com 44
amostras foi a principal responsavel pelas infecgées,
seguida por Klebsiella spp., Enterobacter spp. e Proteus
spp. Esta familia é responsavel pela maioria das infecgdes
comunitarias e hospitalares no trato urinario, mas também
sdo causadoras de infecg¢des intra-abdominais e bactere-
mias."® Os antibiéticos betalactamicos foram os que mais
apresentaram resisténcia no TSA para a enterobactérias.
As enterobactérias nesse estudo ndo eram produtoras de
carbapenemase. Houve 100% de sensibilidade aos anti-
biéticos meropenem e imipenem que pertencem a esta
classe. Ledo-Vasconcelos e colaboradores,? além de sen-
sibilidade 100% a imipenem e meropenem, tiveram sensi-
bilidade total para cefepima, ciprofloxacina, gentamicina
e levofloxacino.

Em pesquisa realizada por Machado e colaborado-
res?) em cepas de Acinetobacter sp. e de Pseudomonas
aeruginosa, nao produtoras de metalo-betalactamases,
houve resisténcia aos 12 antibiéticos utilizados. Gentamicina
obteve 42% de resisténcia para Acinetobacter sp., 17% a
mais que o resultado encontrado neste estudo (25%), sen-
do que esse foi o Unico antibiético, dos 15 utilizados, a apre-
sentar resisténcia para Acinefobacter baumannii.

No estudo conduzido por Silva e colaboradores,("®
bem como no presente trabalho, o antibiético vancomicina
foi 100% eficaz contra Staphylococcus coagulase nega-
tiva. A eritromicina foi o antibiético com maior resisténcia
(87,5%), resultado maior que o encontrado neste estudo,
que foi de 78,38%, que indicou como antibiético com mai-
or resisténcia a amoxicilina, ampicilina e penicilina com
89,47%.

CONCLUSAO

Estudos como este sdo relevantes em virtude do
monitoramento das taxas de resisténcia em hospitais. A
interacéo com a comisséo de controle de infec¢édo hospita-
lar deve ser intima para a entidade de tratamento. As bacté-
rias resistentes sé@o uma grande preocupacgéo mundial, prin-
cipalmente as produtoras de ESBL, os MRSA, e a produ-
céo de carbapenemase. Este ultimo tipo de resisténcia nao
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foi encontrado nesse estudo. A analise dos dados oriundos
desta pesquisa mostrou etiologia e perfis de sensibilidade
compativeis com os apresentados na literatura recente, e
corrobora a preocupacdo em relagdo as altas taxas de
resisténcia aos antimicrobianos encontradas em amostras
hospitalares.

Abstract

Objective: Identify the microorganisms, the incidence of these
pathogens and the antimicrobial susceptibility. Methods: Antimicrobial
susceptibility tests from cultures of patients hospitalized in a hospital
in the southwest of Parana were analyzed. The selected period was
from March to June 2016. This study analyzed 241 tests, including
urocultures, blood cultures and other cultures. Results: The most
common bacteria were coagulase-negative Straphylococcus (31.95%
of the positive cultures), followed by Escherichia coli (21.16%) and
Klebsiella spp. (12.86%). Multirresistance strains were found: 25.9% of
the enterobacteria were extended-spectrum beta-lactamases positive.
Between the Staphylococcus aureus, 10.5% were carriers of the
Methicillin-resistant Staphylococcus aureus phenotype. Conclusion:
The results are according to the literature, and demonstrated that the
multidrug resistance is becoming higher than ever.
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Hospital Infection; Antimicrobial resistance; Bacteria
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Ocorréncia de micoses superficiais em um centro de saude
publica localizado na cidade de Patos - PB, Brasil
Occurrence of superficial mycoses in public health unit in the city of Patos - PB, Brazil
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Resumo

Micoses superficiais sdo infecgdes fungicas que acometem as camadas superficiais da
pele e seus anexos. Essas micoses sdo prevalentes em todo mundo, e, embora o
semiarido nordestino apresente clima propicio para o surgimento dessas infecgdes, sdo
raros os estudos acerca do assunto. Diante do exposto, essa pesquisa teve como
objetivo diagnosticar e evidenciar a incidéncia de micoses superficiais em pacientes
atendidos na area de dermatologia de um centro de saude publica na cidade de Patos - PB,
além de determinar o perfil de sensibilidade antifungica dos agentes etiolégicos isolados.
Foram coletadas 34 amostras biolégicas, obtidas através de escarificagdes epidérmicas ou
ungueais. Das amostras coletadas, 15 (44,11%) apresentaram resultado positivo para
dermatomicose. As infec¢gdes que mais acometeram os pacientes foi Candidiase (60%),
Pitiriase versicolor (26,66%), Fusariose cutanea (6,66%) e Onicomicose aspergilar (6,66%).
Nos testes de sensibilidade antifingica, os isolados de Candida sp. foram sensiveis a todos
os farmacos testados, ja o Fusarium sp. apresentou resisténcia. A Candida sp. foi o agente
etiolégico isolado mais frequente e isso pode ser explicado pelos fatores climaticos e
socioecondémicos da regido, que séo propicios para o desenvolvimento desse fungo oportu-
nista.

Palavras-chave
Micoses; Diagnéstico; Candida sp.; Fusarium sp.; Testes de sensibilidade a antifingicos

INTRODUGAO

As micoses superficiais sdo infecgées causadas por
fungos que mais comumente atingem a populagédo humana,
restringindo-se as camadas mais superficiais da pele e seus
anexos, acometendo pele, cabelo e unhas, sendo os fungos
queratinofilicos seus principais agentes etiol6gicos.!"?3

As principais dermatomicoses no homem séo as
dermatofitoses (tinhas), pitiriase versicolor, além das leve-
duroses superficiais. Segundo Criado et al.,”’ as micoses
superficiais sdo prevalentes em todo o mundo, sendo fre-
quentes no Brasil devido a seu clima tropical, sendo mais
encontrada em locais de clima quente e umido. Na regiao
Nordeste, o maior niimero de casos de dermatoses encon-
tram-se em regides litoraneas, no entanto ndo ha pesqui-
sas suficientes acerca do assunto no semiarido, embora
saibamos que o referido clima é propicio para o desenvol-
vimento de tais micoses.® Segundo um dos raros estudos
epidemiolégicos realizados no estado da Paraiba, obser-

vou-se um alto indice de pitiriase versicolor, com 78% de
acometimento da populagédo.®

Para a obtengéo do tratamento adequado é necessa-
rio conhecer o perfil de sensibilidade dos isolados clinicos
e o espectro de agéo dos antifingicos, e para isso € impor-
tante arealizacédo da analise in vitro da atividade antifingica
através do antifungigrama.® Pouco tempo atras, o anti-
fungigrama n@o era solicitado na pratica médica, pois a
maioria dos fungos apresentavam-se sensiveis a anfotericina
B; entretanto, os fungos desenvolveram resisténcia a algu-
mas drogas, e isso, somado ao fato do tratamento tornar-
se mais dificil quando o paciente apresenta um imunocom-
prometimento, levou a necessidade de se determinar o perfil
de sensibilidade dos isolados clinicos para orientacdo da
terapéutica de forma correta. Além disso, esses farmacos
podem causar diversos efeitos colaterais, entre eles desta-
cando-se a hepatotoxicidade e a nefrotoxicidade.("®

A frequéncia com que micoses superficiais acome-
tem a populagdo humana vem aumentando, tornando-as
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de grande interesse na pratica médica; além disso, as
micoses nao constituem doenca de notificacdo obriga-
toria, portanto ndo sabemos a extenséao dessa prevaléncia.
Isso evidencia a necessidade de estudos que investiguem
os agentes etiolégicos dessas infecgdes em conjunto com
a realizagédo dos testes de antifungigrama.

Este trabalho teve por objetivo verificar a ocorréncia
de micoses superficiais em um centro de saude publica da
cidade de Patos, isolar e identificar os agentes etiologicos
dessas infecgdes e determinar o padrao de sensibilidade
desses fungos isolados frente aos antifingicos comercial-
mente disponiveis.

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas 34 amostras clinicas de pacientes
atendidos na area de dermatologia do Centro de Saude
Frei Damido da cidade de Patos - PB. Nos casos sugesti-
vos de Pitiriase versicolor, foi realizada uma assepsia no
local da leséo e, em seguida, feita a coleta através da
escarificacdo das escamas epidérmicas em placa de Petri
devidamente esterilizada. Paralelamente foi realizado o
método de Porto, sendo em seguida semeado parte do
material em meio agar Sabouraud, para que pudesse ser
feita a identificacdo do agente etiol6gico, sendo também
realizado o exame direto, onde as escamas epidérmicas
eram colocadas entre [amina e laminula e adicionada KOH
a 20%, para ser possivel a visualizacdo das estruturas
fangicas caso houvesse; ja para a técnica de Porto utili-
zou-se o corante azul de metileno, com o objetivo de
visualizar também estruturas fungicas. Nos casos suges-
tivos de dermatofitoses (tinhas) e leveduroses, foi feita
assepsia no local da lesdo, e o material foi entdo coletado
por meio de escarificagées epidérmicas, ungueais ou re-
tirada de pélo ou cabelo onde apresentavam lesées com
indicio de infecgédo fungica. Estas coletas foram realiza-
das com auxilio de bisturi esterilizado, coletadas em pla-
cas de Petri, devidamente estéreis, sendo posteriormente
analisadas por exame direto preparado com adi¢do do
KOH a 20% e semeado em agar Sabouraud para o isola-
mento e identificagcdo do fungo baseado nos estudos
macro e micromorfolégico das coldnias, e, posteriormente,
feita a verificagdo da sensibilidade aos antifungicos.

Foram avaliados dois isolados de Candida e um iso-
lado de Fusarium quanto ao perfil de sensibilidade para
agentes antifungicos. Os métodos utilizados seguiram as
condi¢des descritas no documento em M27-A3 para leve-
duras (CLSI, 2008) e M38-A2 para fungos filamentosos
(CLSI, 2008).

Os agentes antifingicos comerciais utilizados no tes-
te in vitro foram cetoconazol, itraconazol e ciclopirox
olamina (Medley S.A., Campinas - SP, Brasil) diluidos em
dimetil sulféxido (DMSO; Gibco - Minas Gerais, Brasil) e o
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fluconazol (FLU; Pfizer, Nova York, EUA), preparado em agua
destilada. Concentragcdes diferentes de ambos os
antifingicos foram preparados e usados nos intervalos de
0,03 a 16 uyg/mL" para cetoconazol e itraconazol, 0,06 a
32 pg/mL" para ciclopirox olamina e 0,125 a 64 ug/mL"
para fluconazol.

As amostras clinicas de Candida foram mantidas
em meio Sabouraud Dextrose Agar (SDA-Difco) e incu-
badas a 37°C por 24 horas. Suspensdes dos isolados
foram preparadas e a densidade foi ajustada de acordo
com a escala 0,5 de MacFarland em 90% da transmitancia
a 530 nm, utilizando-se um espectrofotdmetro (Spectronic
Genesys, Application Softcard™, Milton Roy). O volume
final do in6culo foi ajustado para 5,0 mL de solugéo salina
esterilizada e, posteriormente, diluido em RPMI 1640 para
uma concentracdo de 2-5x10° céls/mL" .

Os isolados de fungos filamentosos foram repica-
dos em Sabouraud Dextrose Agar (SDA-Difco) e incuba-
dos a 37°C até ser obtida boa esporulagédo. Sequencial-
mente, 1 mL de solugdo salina (cloreto de s6dio a 0,85%)
esterilizada foi adicionada as colénias fangicas e prepara-
da uma suspensao mexendo-se delicadamente as colnias
com a ponta de uma pipeta de transferéncia. Posteriormen-
te, a mistura resultante foi transferida para tubo de ensaio
esterilizado, adicionado de 10 puL de tween 20 para facilitar
a dispersao dos esporos. Apo6s cinco minutos de repouso,
o sobrenadante foi transferido para outro tubo de ensaio
esterilizado e agitado por 15 segundos em vértex. A densi-
dade da suspenséao foi ajustada por espectrofotometro a
530 nm para obter uma transmitancia de 65-70%. Em se-
guida, as suspensoes foram diluidas (1:50) em RPMI 1640,
obtendo-se uma concentragao final de 5 x 10* céls/mL.

Para os testes de sensibilidade, foram utilizadas pla-
cas de microtitulacdo de 96 pocos (TPP; Trasadingen,
Suica). O inéculo foi adicionado aos pog¢os com as drogas
testadas, e as placas foram incubadas a 37°C durante 48
horas antes da leitura dos resultados para determinacao
da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) dos antifingicos
avaliados.

A sensibilidade antifungica foi determinada de acordo
com o método de referéncia publicado pelo Clinical Laboratory
Standard Institute, baseado na variacé@o de sensibilidade.
O valor de CIM para as leveduras foi definido como a menor
concentracdo de cetoconazol, ciclopirox olamina e itraco-
nazol capaz de inibir totalmente o desenvolvimento dos
isolados clinicos e a concentracdo do fluconazol capaz de
inibir 50% de desenvolvimento em relagdo ao controle. O
valor de CIM para o Fusarium sp. foi definido como a menor
concentracao itraconazol capaz de inibir totalmente o
desenvolvimento do isolado clinico, a concentracdo do
cetoconazol e fluconazol capaz de inibir 50% de desenvol-
vimento em relacdo ao controle e a concentragédo de
ciclopirox olamina capaz de inibir pelo menos 80%.
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RESULTADOS

Foram analisadas 34 amostras biolégicas (pele, unha
e cabelo) coletadas de 32 pacientes, no periodo de agosto
a setembro do ano de 2012. Destas, 15 amostras foram

positivas para micoses superficiais, representando um in-
dice de 44,11% de positividade. Além disso, em sete
amostras foram observadas a presenca de bactérias.
O resultado dos exames micol6égicos é sumarizado na
Tabela 1.

Tabela 1 - Resultados dos exames micolégicos das amostras bioldgicas

Tipo de

Paciente Sexo Amostra Exame Direto Cultura
1 F Pele Células de leveduras hialinas globosas isoladas ou unibrotantes Candida sp.
2 M Pele Pseudo- hifas curtas e tortuosas Néo realizada
3 F Pele Leveduras agrupadas em cachos Nao realizada
4 F Pele Leveduras agrupadas em cachos Nao realizada
5 F Pele Células leveduras hialinas globosas isoladas ou unibrotantes Candida sp.
6 M Pele Células de leveduras hialinas globosas isoladas ou unibrotantes Candida sp.
7 F Unha Células de leveduras hialinas globosas isoladas ou unibrotantes Candida sp.
8 F Unha Células de leveduras hialinas globosas isoladas ou unibrotantes Candida sp.
9 F Pele Filamentos micelianos hialinos e septados Fusanum sp.
10 F Pele Células de leveduras hialinas globosas isoladas ou unibrotantes Candida sp.
11 M Pele Células de leveduras hialinas globosas isoladas ou unibrotantes Candida sp.
12 F Pele Leveduras agrupadas em cachos Nao realizada
13 M Pele Células de leveduras hialinas globosas isoladas ou unibrotantes Candida sp.
14 F Unha Células de leveduras hialinas globosas isoladas ou unibrotantes Candida sp.
15 F Unha Filamentos micelianos hialinos, sepatos e em dicotomia Aspergilus fumigatus

Conforme os resultados descritos na Tabela 1, obser-
vamos que, dentre as quinze amostras positivas, em nove
(60%) identificamos Candida sp., quatro (26,66%) apresen-
taram resultado do exame direto sugestivo de Malassezia
sp., em uma (6,66%) identificamos Fusarium sp. e, em ou-
tra (6,66%), Aspergillus fumigatus.

Foi avaliada a atividade antifingica de cetoconazol,
ciclopirox olamina, itraconazol e fluconazol frente a dois
isolados clinicos de Candida sp. e um isolado clinico de
Fusarium sp. A variagdo da concentragcdo minima inibi-
toria de cada antifungico testado é apresentada na Ta-
bela 2.

Tabela 2 - Atividade antifungica de cetoconazol, ciclopirox olamina,
itraconazol e fluconazol frente dois isolados clinicos de Candida sp.
e um isolado clinico de Fusanum

Antifingicos (CIMs® em mg/mL)

Cetoconazol Ciclopirox ltraconazol Fluconazol

Olamina
ATCC 220192 0,125 1 0,125 2
Candida sp. 10 0,06 2 0,125 05
Candida sp. 13 0,125 2 0,06 1
Fusarium sp. 17 Re 16 R R

aCandida parapsilosis ATCC 22019 was used as reference strain
°CIM = Concentragao Inibitoria Minima
‘R = Resistente
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De acordo com a Tabela 2 observamos que os isola-
dos de Candida sp. apresentaram menor CIM para o
cetoconazol e itraconazol e demonstraram sensibilidade
in vitro frente a todos os antifungicos testados. Ja para o
Fusarium sp. s6 foi determinado CIM do ciclopirox olamina
de 16 mg/mL, considerado resistente, assim como os de-
mais antifingicos.

DISCUSSAO

De acordo com Tomaz et al.,® estima-se que 20% a
25% da populacdo mundial é acometida por micoses super-
ficiais. Nossos resultados demonstraram uma incidéncia de
44 11% de infecgbes superficiais causadas por fungos.

As leveduras sdo um dos principais agentes etiolégicos
responsaveis pelas micoses superficiais e nesse estudo foi
observado uma alta incidéncia de leveduras do género
Candida sp. como o principal agente causador das derma-
tomicoses nessa regido, o que pode ser explicado pelos
fatores climaticos e socioecondmicos que sdo propicios
para o desenvolvimento deste fungo que é oportunista.("

Em um trabalho realizado por Pontes et al.,® a Candida
sp. foi o fungo mais isolado como agente etiol6gico das
onicomicoses em Jodo Pessoa - PB com uma incidéncia
de 82%, dados esses que corroboram nossos achados, pois
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observamos as leveduras do género Candida sp. como as
responsaveis por 75% das onicomicoses.

Um estudo realizado em Cuiaba - MT, no qual se
pesquisaram leveduras do género Candida sp. na pele,
mucosas e unhas de profissionais militares que apresenta-
vam lesdes clinicas compativeis com leveduroses, demons-
trou um indice de positividade de 46,2% de candidiase.("®
Nessa pesquisa observamos a Candida sp. como a respon-
savel por 60% das infecgdes flngicas superficiais, acome-
tendo pele e unha. Com relacéo a distribuicao por sexo, essa
levedura apresentou uma predisposic¢ao pelo sexo feminino.

Pitiriase versicolor é outra das dermatomicoses que
mais acomete o homem, sua frequéncia varia de 5% a 50%
em climas quentes e Umidos. Os raros estudos sobre essa
micose realizados no estado da Paraiba evidenciam uma
incidéncia de 78%.¢™ No presente estudo obtivemos uma
incidéncia de 26,66 % de casos compativeis com pitiriase
versicolor.

A andlise in vitro da atividade antifingica permite a
comparacao entre os diferentes antifingicos, podendo as-
sim auxiliar na escolha da terapia eficaz para os pacientes
acometidos porinfecgdes fungicas. As espécies de Candida
sp. foram sensiveis a todos os antifingicos testados, o que
também foi observado no estudo de Silva et al.,("? que
verificaram a sensibilidade aos antifungicos de leveduras
desse género.

A fusariose representa uma complicagéo de alta morbi-
dade e mortalidade em imunocomprometidos, pois as op-
¢Oes terapéuticas sao limitadas devido a relativa resistén-
cia do Fusarium sp. aos antifingicos mais comumente utili-
zados.™ Nesse estudo, o Fusarium sp. aparece como agen-
te etiol6gico de uma micose superficial, que apresentou re-
sisténcia para os farmacos testados, confirmando os resul-
tados de Guillermetti et al.,(" Azor et al.,"™® e Almeida et
al.,"onde o Fusarium sp. apresentou CIM elevada frente
aos antifangicos comercialmente disponiveis. Nossos resul-
tados possibilitaram determinar CIM apenas para ciclopirox
olamina de 16 mg/mL.

CONCLUSAO

Foi possivel observar neste estudo que as infeccdes
que acometeram os pacientes foram Candidiase, Pitiriase
versicolor, Onicomicose aspergilar e Fusariose cutanea,
onde o Fusarium sp. apresentou resisténcia frente a todos
os agentes antifungicos testados, o que sinaliza a neces-
sidade da busca de nova opg¢des de terapéuticas antifiingica.
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Abstract

Supetrficial mycoses are fungal infections that affect the more supetrficial
layers of the skin. These mycoses are prevalent woridwide, and although
semi-arid present favorable climate to the emergence of these infections,
there are few studies about this question. Considering the above, this
work aimed to diagnose and to display the incidence of superficial
mycoses in patients served in the dermatological service of a public
health center at Patos, Paraiba, Brazil, besides to determine the
antifungal susceptibility profile of the etiologic agent isolates. We
collected 34 samples obtained by epidermal and nail scraping. Our
results showed that 15 (44.11%) were positive for dermatomycosis.
Infections that attacked patients were candidiasis (60%), tinea versicolor
(26.66%), cutaneous fusariosis (6.66%) and aspergillar onychomycosis
(6.66%). In the antifungal susceptibility testing all Candida isolates were
susceptible to cetoconazole, fluconazole, itraconazole and anidulafungin.
However, Fusarium sp. was resistant all drugs tested. Candida was the
most common etiologic agent and this can be explained by climatic and
socioeconomic factors in the region that are conducive to the development
of opportunistic fungus.

Keywords
Mycoses; Diagnosis; Candida sp.; Fusarium sp.; Antifungal sensitivity
tests
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Estudo comparativo da associacao entre a ocorréncia de parasitos
intestinais e diferentes variaveis clinicas e epidemiolégicas em
moradores da comunidade Ribeira |, Araci - BA, Brasil

Comparative study of the association between the occurrence of intestinal parasites and
different epidemiological and clinical variables in the Ribeira | community residents,

Araci - BA, Brazil

Ana Lucia Moreno Amor’
Vaneide Firmo Oliveira?

INTRODUCAO

Resumo

Objetivo: Determinar a prevaléncia de enteroparasitos correlacionando-a com variaveis cli-
nicas e epidemiolégicas em moradores da comunidade Ribeira | (Araci - Bahia, Brasil) em
2008, comparando com dados obtidos em 2006 na mesma comunidade. Métodos: Trata-se
de um estudo de corte transversal, seccional descritivo. Dos 344 individuos que fizeram
parte da pesquisa anterior, aproximadamente 50% participaram deste estudo. Resultados:
Com relagéo aos individuos infectados em 2006 e 2008, observou-se uma positividade
de 71,3% e 79,5%, respectivamente. Entre os participantes, 45,0% em 2006 e 56,7% em
2008 apresentaram poliparasitismo. Quando comparados os indicadores desnutrigéo,
anemia e eosinofilia nos individuos parasitados destaca-se a diminuicdo da frequéncia
dos individuos anémicos (n=24 em 2006; n=6 em 2008) e de eosinofilicos, (n=53 em
2006; n=37 em 2008) e um aumento da frequéncia dos desnutridos (n = 65 em 2006; n =
72 em 2008). O presente estudo evidenciou aumento na presenca de fossas sanitarias
nas residéncias pesquisadas (8,8% em 2006; 47,3% em 2008). Conclusao: Em virtude
da persisténcia da infecgéo, sugere-se que a educagdo sanitaria deve preceder e
acompanhar todas as etapas do controle, mobilizando e organizando a participagao da
comunidade, modificando habitos higiénicos, tratamentos e avaliagées que forem
necessarias.

Palavras-chave
Doencas parasitarias; Prevaléncia; Perfil de saude

de higiene pessoal sdo os principais mecanismos de trans-
missdo dos enteroparasitos.??

A prevencdo e controle de infecgcdes no ambito
hospitalar, em especial as enteroparasitoses, sédo de dis-
tribuicéo universal e apresentam gravidade que persistem
nos paises em desenvolvimento e contribuem para pro-
blemas socioecondmicos e de saude, sendo um dos prin-
cipais fatores debilitantes da populagéo, associando-se a
frequentes sinais e sintomas caracteristicos que podem
levar o individuo a morte ou a um comprometimento no
desenvolvimento fisico e intelectual." A falta de condigées
minimas de saneamento basico e inadequadas praticas

De um modo geral, as informacdes sobre a preva-
Iéncia de enteroparasitos no Brasil sdo escassas ou mes-
mo nulas para determinadas regides. Quando existe, esta
informacéo é fragmentada, desatualizada e as técnicas
parasitologicas realizadas ndo sao especificas,® impedin-
do a comparacgéao dos dados.

Em municipios baianos, é comum, nas zonas rurais e
em bairros periféricos, o encontro de criangas servindo-se
de agua contaminada, convivendo com o lixo e realizando
suas necessidades fisioldgicas ao ar livre, criando um elo
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para a transmisséo de agentes parasitarios intestinais, so-
bretudo os que fazem parte das geohelmintoses.?%

O quadro clinico das enteroparasitoses vai desde a for-
ma assintomatica até a presenca de sinais e sintomas carac-
teristicos: dores abdominais, diarreia, vomitos, nauseas,
irritabilidade, distarbios do sono, anorexia, apresentando-se
mais grave em pacientes desnutridos, imunocompro-metidos,
com neoplasias, portadores de doencga do colageno, anemia
falciforme, tuberculose, paciente esplenectomizado e pacien-
tes em uso prolongado de corticoides.('®

Alguns trabalhos no Brasil procuram correlacionar
parasitoses intestinais com anemia, alteracdo do estado
nutricional e outros sinais e sintomas no individuo.™'?

Na Bahia, a maioria dos estudos esta voltada para
ocorréncia de enteroparasitoses em escolares.?%'>'4) Con-
tudo, ha uma grande lacuna particularmente no que se refe-
re a prevaléncia de enteroparasitos correlacionada com
anemia e aos fatores de risco associados a essa deficién-
cia nutricional em uma populagéao carente.

A comunidade rural faz parte de uma populacéo onde
as condi¢des socioecondmicas, ambientais e culturais sao
precarias, com dificil acesso a assisténcia médica e labo-
ratorial, vitima de condi¢des sanitarias que favorecem a
prevaléncia de infecg6es parasitarias, podendo ocorrer dis-
seminacdo, principalmente por falta de medidas profila-
ticas.(1516)

O presente estudo tem como base tematica verificar a
ocorréncia de parasitos intestinais correlacionando-os com
anemia, estado nutricional e outras variaveis clinicas e
epidemiolégicas na comunidade rural do distrito de Ribeira
I, em Araci - Bahia, possibilitando a comparacgéo dos resul-
tados obtidos a partir de uma pesquisa pioneira realizada
em 2006'"® na referida comunidade e, desta forma, permitir
avaliar os impactos das a¢6es que foram realizadas junto a
populacdo na época, fornecendo subsidios para o desen-
volvimento de novas acgdes.

MATERIAL E METODOS

Desenho do estudo

Trata-se de um estudo de corte transversal, seccional
descritivo, explorativo e comparativo, que foi realizado na
comunidade rural Ribeira I, municipio de Araci, regido do
semiarido baiano, no periodo de julho a setembro 2008.
Foram integrantes deste inquérito, individuos de ambos os
sexos, faixa etaria variada, que fizeram parte de estudo an-
terior no ano de 2006.(''8') Dos 344 pesquisados, aproxi-
madamente 49,7% (n=171) participaram da pesquisa em
2008.

Instrumentos de pesquisa

Para comparacéao dos resultados, foram separados
os cadastros dos que aceitaram participar da pesquisa e
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os percentuais foram tabulados a partir dos mesmos critéri-
os analisados anteriormente('® e realizagcdo de novas
entrevistas durante as visitas domiciliares: dados pesso-
ais (identificagcdo e antropometria, além de questdes so-
bre os principais sinais e sintomas apresentados correla-
cionados com parasitoses intestinais) e perfil socioeco-
ndémico e cultural da populagéo (composicéao e renda famili-
ar, condicdes habitacionais fisicas e sanitarias e nivel de
escolaridade). No mesmo dia da visita distribuiam-se reci-
pientes de plastico, devidamente identificados, a fim de
serem realizados exames parasitologicos de fezes (trés re-
cipientes por pessoa).

Avaliacao do estado nutricional

Avaliacéo realizada seguindo a mesma metodologia
de 20069 por meio da utilizagdo do indice de massa cor-
poral (IMC): IMC = peso/altura® (kg/m?), com adequagéao
por percentis para idade e sexo,!"® utilizando-se como va-
lores de referéncia: < 18,0 - baixo peso (desnutrido); 18,0
- 24,9 - peso normal (eutréfico); 25,0 - 29,0 - sobrepeso;
29,1 - 39,9 - obesidade; > 40.0 - obesidade grave.

Procedimentos laboratoriais

Foram coletadas trés amostras de fezes e uma de
sangue de cada individuo, em diferentes dias. Utilizou-se,
para diagnéstico parasitolégico, o método coproscopico de
Hoffmann, Pons e Janer (sedimentagéo espontanea), reali-
zado no laboratério do Centro de Satide Municipal de Araci-
Bahia, com leitura de trés laminas por amostra.

Para analise hematolégica, utilizando-se uma amos-
tra de 5 mL de sangue venoso em acido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA), fez-se a determinacé@o da hemoglobina pelo
método da cianohemoglobina, e o hematocrito pelo calculo
indireto do VVolume Corpuscular Médio (VCM), realizado por
contador eletrénico de células (MS4). Considerando-se ané-
mico quando hemoglobina (Hb) < 11,5 g/dL e hematécrito
(Ht) < 35% (para o sexo feminino), e Hb <12 g/dL e Ht < 35%
(para o sexo masculino), obedecendo os critérios da OMS.(1®

Para a pesquisa de eosinéfilos, utilizou-se contagem
diferencial de leucécitos pela observagéo, ao microscopio,
de distensdes sanguineas, em laminas com sangue sem
anticoagulantes. Foi considerado eosinofilico o individuo que
apresentou em sua distens&o sanguinea mais de 6% do to-
tal de 100 leucécitos.®)

Analise estatistica e consideracoes éticas

Os dados foram processados e analisados pelo pro-
grama SPSS 9.0 e Excel, por meio de medidas de frequén-
cias, médias, desvio-padrao, teste de associagdo e medi-
das de comparacéao de médias. Os resultados foram consi-
derados estatisticamente significantes quando p < 0,05.

O estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de
Etica da FTC, segundo a Resolugdo 196/96 do Conselho
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Nacional de Saude. Cada participante foi orientado a assi-
nar (ou marcar sua digital) em um termo de consen-timento,
inserindo-se e/ou aceitando a participagao dos filhos (ou
criangas sob sua responsabilidade) como critério de inclu-
sdo para realizacdo da pesquisa.

RESULTADOS

Com relagdo aos mesmos individuos pesquisados
no ano de 2006, percebeu-se uma diminui¢cdo percentual
nas amostras negativas, aumento percentual nas amostras
positivas no ano de 2008, com maior ocorréncia de
poliparasitados (Tabela 1) e dados parecidos quanto a cor-
relacdo com sexo, apresentando maior prevaléncia de
positividade para as amostras dos individuos do sexo
feminino (Tabela 2).

Ocorreu aumento percentual para positividade a proto-
zoarios com diminui¢cao para o encontro de helmintos (Ta-
bela 3). Este aumento esteve diretamente relacionado ao
Endolimax nana, que apresentou maior prevaléncia quan-
do observada frequéncia em 2006 e em 2008.

Tabela 1 - Porcentagem da infecgao parasitaria em 2006 e 2008 -
Distrito de Ribeira | (Araci-Bahia). Periodo: out/2005 a jul/2006 e jul-set
2008

2008
. Amostra negativa  Monoparasitado
Grau de acometimento

n % n %

Amostra negativa 15 8.8 10 58

2006 Monoparasitado 10 58 11 6.4
Poliparasitado 10 58 18 10.5

Total 35 20.5 39 228

¥ =637

Tabela 2 - Prevaléncia de enteroparasitos segundo a distribuicao por
sexo no Distrito Ribeira | - Bahia (outubro/2005 a julho 2006 e julho a
setembro 2008)

Individuos infectados

Tabela 3 - Prevaléncia especifica de enteroparasitos em 2006 e 2008
- Distrito Ribeira | - Araci - Bahia (outubro/2005 a julho/2006 e julho a
setembro 2008)

Enteroparasitos 2006
n %
Protozoarios 222 89.88
Entamoeba coli 99 4210
Entamoeba histolytica / E. dispar 57 23.89
Endolimax nana 30 12.15
lodamoeba butschilii 16 6.48
Giardia duodenalis 13 5.26
Helmintos 25 10.12
Ancilostomideos 14 5.67
Enterobius vermiculares 10 4.05
Ascaris lumbricoides 01 0.40
Hymenolepis nana 00 0.00
Total 247 100

A respeito da faixa etaria dos participantes, percebe-
se maior ocorréncia de resultado positivo para enteropa-
rasitos nos individuos inseridos no intervalo compreendido
de 2 a 7 anos para 2006 e de 8 a 15 anos em 2008 (da-
dos ndo mostrados).

Quando comparados os indicadores desnutri¢céo, ane-
mia e eosinofilia nos individuos mono e poliparasitados
destacam-se a diminuigdo da frequéncia dos individuos
anémicos e eosinofilicos e um aumento da frequéncia dos
desnutridos na populagéo pesquisada (Tabela 4). Os dados
foram estatisticamente significativos (32 = 0.0042) quando
correlacionado anemia e eosinofilia com monoparasitismo
e poliparasitismo nos participantes da pesquisa de 2006
e 2008.

Foi observado aumento percentual na presenca de
sinais e sintomas ocorridos nos ultimos 15 dias antes da
entrevista entre os periodos pesquisados para individuos
com amostras positivas e negativas. (Tabela 5). Nos dois

2006 estudos, a dor abdominal, anorexia, prurido anal, diarreia e
Sexo n % n manchas na pele foram os sinais e sintomas mais preva-
Feminino 90 52.6 96 lentes nos moradores (dados ndo mostrados).
Masculino 32 18.7 40 Quanto aos fatores epidemiolégicos estudados em
Total 122 71.3 136 ambos os periodos, 100% dos participantes ainda referi-
x =41 ram ndo possuir sistema de abastecimento de agua pota-
Tabela 4 - Prevaléncia para trés indicadores (desnutricdo, anemia e eosinofilia) correlacionada com monoparasitismo
e poliparasitismo. Distrito de Ribeira | (Araci-Bahia) (outubro/2005 a julho/2006 e julho a setembro 2008)
) Numero de espécie por Namero de espécie por
2&?2":“3888 hospedeiro em 2006 hospedeiro em 2008
Monoparasitismo  Poliparasitismo  Monoparasitismo Poliparasitismo Total 2006 Total 2008
n % n % n % n % n % n %
Desnutricao 13 28.3 33 .7 18 31.6 39 68.4 46 100.0 57 100.0
*Anemia 08 33.3 16 66.7 01 16.7 05 83.3 24 100.0 06 100.0
*Eosinofilia 17 32.1 36 67.9 16 43.2 21 56.8 53 1000 37 100.0
%2 = 0.0042
296 RBAC. 2017;49(3):294-300
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Tabela 5 - Ocorréncia de enteroparasitos associado a presenga de
sinais e sintomas - Distrito Ribeira |, municipio de Araci, Bahia
(outubro/2005 a julho/2006 e julho a setembro 2008)

sSirI:t]c?rI:aes Resultadc?s_dos exames Resultadc?s_dos exames
2006 & 2006 coprolégicos 2006 coprolégicos 2008
Amostra Amostra Amostra Amostra

negativa positiva negativa positiva

n % n % n % n %

Presente 40 234 103 602 31 182 121 708

Ausente 09 53 19 111 04 23 15 8.7
Total 49 287 122 713 35 205 136 795

¥ =0.12;7m =012

vel em seu domicilio. Ocorreu aumento percentual dos par-
ticipantes com pratica adequada para descarte do lixo do-
méstico e possuindo sistema de destino adequado de
dejetos (fossa sanitéaria) (Tabela 6). Na populacdo estudada
houve correlacéo estatisticamente significante entre presen-
ca de parasitos e destino adequado de dejetos quando
correlacionados 2006 e 2008. Observa-se aumento dos
casos de individuos com animais domésticos e também
parasitados.

As condi¢cdes econdmicas foram analisadas toman-
do-se como referéncia a renda familiar definida, como o
namero de salarios minimos recebidos pelo nimero de

pessoas que compunha a familia. Com uma renda familiar
abaixo de um salario minimo mensal foram encontrados
todos os individuos pesquisados nos dois anos; sendo
assim, nao foi possivel fazer esta correlagdo com entero-
parasitados.

Nos resultados referentes a escolaridade dos pesqui-
sados, a frequéncia de enteroparasitados mostrou-se ele-
vada entre individuos com 1° grau incompleto e com nenhu-
ma escolaridade em ambos os periodos pesquisados (da-
dos ndo mostrados).

Apos resultados laboratoriais da pesquisa de 2006
e 2008, algumas medidas de intervengao foram aplicadas
na comunidade estudada:

a) Medidas aplicadas apds resultados da pesquisa
em 2006"): palestra sobre infecgédo parasitaria; implanta-
¢do da Unidade da Saude da Familia na comunidade Ri-
beira |, construcédo de alguns sanitarios residenciais; calca-
mento da praga da localidade; doagéo de filtros para agua;
atendimento nutricional; atendimento médico; doacao
(dispensacao) de medicamentos: antiparasitarios e para o
controle da anemia.

b) Medidas aplicadas apds resultados da pesquisa
em 2008"9): palestra sobre infecgéo parasitaria; atendimento
médico; doacgéao (dispensagéo) de medicamentos: antipara-
sitarios e para o controle da anemia.

Tabela 6 - Distribuicdo de aspectos epidemiolégicos em 2006 e 2008 - Distrito de Ribeira | - Araci - Bahia (out/2005 a jul/2006 e

jul-set/2008)

Resultados de exames
coprolégicos em 2006

Resultados de exames
coprolégicos em 2008

Condi¢des ambientais/

domiciliares :\e”;Ztslf/r: s:;ﬁis\f;a ::;Z:g: ;\:;ﬁis\f;a Total 2006 Total 2008 p
n % n % n % n % n % n %

1. Agua encanada Sim 0 000 O 000 O 000 O 000 O 000 0 000 039
e tratada Nao 49 287 122 713 35 205 136 795 171 1000 171  100.0

2 Destino adequado ~ Sim 7 41 15 88 29 170 8 473 22 129 110® 643 0042
dos dejetos Nao 42 246 107 626 6 35 55 322 149 871 61 357
3Destino adequadodo Sim 0 000 O 000 12 70 33 193 0 000 45* 263 0003
lixo doméstico Nao 49 287 122 713 23 135 103 602 171 1000 126 737
Presenca de animais  Sim 20 117 61 357 16 94 65 380 81 474 81* 474 003
no domicilio Nao 29 170 61 357 19 11 71 415 90 526 90 526

*Dados apresentando significancia estatistica para o fator epidemiolégico estudado (p < 0.05); **Dados apresentando significancia estatistica entre os

anos pesquisados; (p < 0.05).

DISCUSSAO

Entre os periodos analisados, verificou-se persistén-
cia da infeccao por enteroparasitos nos individuos reavali-
ados, com predominio de poliparasitismo. Dados que po-
dem estar relacionados, provavelmente, com os habitos
higiénicos ndo adequados da populagdo.?"

Apesar do percentual elevado de parasitismo apre-
sentado, nota-se diminuicdo na ocorréncia de parasitos
patogénicos que pode estar associada a acdo medica-
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mentosa aplicada como medida de intervengdo na comuni-
dade em 2006. O aumento na prevaléncia de protozoarios
comensais, evidenciando a manutencédo de contaminacéao
oral-fecal, mostra a necessidade de se realizarem mais me-
didas de intervencédo, como, por exemplo, promoc¢ao para
educacao em saude feita em colaboragdo com membros
da comunidade (formando mais agentes multiplicadores dos
conhecimentos adquiridos).

Os ancilostomideos foram os helmintos mais preva-
lentes na regido, mostrando um indice importante de in-
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feccdo por penetragéo de larvas, provavelmente decorrente
do solo adequado para a proliferacédo destas, situagao verifi-
cada em outros estudos®?® e que ainda reflete o perfil da
comunidade pesquisada: realizagdo das necessidades fi-
siologicas ao ar livre, aumentando a probabilidade de en-
contro do homem com o parasito.

Destacam-se duas ocorréncias para o helminto
Hymenolepis nana em 2008. Vale atentar-se para outras
pesquisas de controle deste parasito, pois, em criancas,
pode promover o aparecimento de perturbacdes no siste-
ma nervoso central, agitacdo, insdnia e crises epilépti-
cas.®

A maior prevaléncia de protozoarios intestinais do
tipo enterocomensais (E. coli, E. nana e |. butschlii) em
relacdo aos protozoarios intestinais patogénicos (E.
histolytica e G duodenalis), como verificado em outros tra-
balhos,(10.14232526) ¢ ym dado importante, visto que eles tém
0 mesmo mecanismo de transmisséo e podem servir como
indicadores de condi¢des sociossanitarias precarias e da
ma qualidade de higiene alimentar, evidenciando a neces-
sidade da adog¢édo de medidas de cuidados, principalmente
com a agua a ser ingerida e utilizada no preparo dos ali-
mentos.

Quanto ao estado nutricional, registra-se diminuicédo
do numero de eutréficos e aumento de desnutridos na po-
pulacdo, bem como apresentando sobrepeso nos periodos
estudados, mesmo ap6s a medida de intervencéo feita pela
Secretaria de Agéo Social do municipio, em 2006, com aten-
dimento individual por nutricionista, anamnese alimentar e
orientacdo dietética. Dados que merecem atencédo e
monitorizacao, considerando-se a fragilidade socioecond-
mica da comunidade em adquirir uma dieta nutricionalmente
adequada.

Em localidades mais restritas, como o distrito de Ri-
beira I, em Araci, Bahia, onde a excluséo social se apresen-
ta de forma mais contundente, os valores sdo mais preocu-
pantes: muitas familias relataram que sé faziam duas refei-
¢des diarias, mostrando uma dieta pobre em nutrientes por
nao terem condig¢des financeiras para mudar essa situagéo.
O aumento da frequéncia de individuos com sobrepeso tam-
bém mostra uma alimentacao inadequada, justificando-se
conducao de inquéritos nessas comunidades notadamente
submetidas aos fatores de risco nutricionais.

A prevaléncia de anemia e de eosinofilia observadas
no estudo em 2008 foi inferior a observada no estudo em
2006, o que pode estar associado a medida de interven-
¢éo realizada em 2006 com a dispensagédo de medica-
mentos antianémicos e antiparasitarios, visto que, para
este Ultimo, na maioria das vezes, a infecgdo parasitaria
provoca aumento no nimero de eosinéfilos.*

Para sinais e sintomas apresentados pelos participan-
tes, no presente estudo, o que agrava o quadro de alta
frequéncia das enteroparasitoses é que estas sdo sempre
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negligenciadas e esquecidas, ja que os sintomas clinicos
sdo inespecificos ou confundidos com os de outras doen-
¢as.l'0

A infecc@o por enteroparasitos é claramente relacio-
nada com a precariedade das condi¢des de higiene e sa-
neamento.?"?® O reconhecimento da area de abrangéncia
na regiao rural Ribeira | mostrou que a regido ainda apre-
senta um histérico bastante favoravel a presenca de
parasitoses intestinais como inicialmente apresentado em
2006.1"" A alta positividade no distrito existe em decorrén-
cia ndo s6 da questéo social, mas, principalmente, pela fal-
ta de uma infraestrutura relativa ao saneamento basico,
mesmo com as melhorias realizadas ap6s 2006, como cal-
c¢amento da praca e instalagéo de sanitarios em alguns do-
micilios. O predominio da infeccdo prevalece e pode ser
devido aos maus habitos que a populacédo ainda tem em
ingerir agua e alimentos sem o devido tratamento e higiene,
bem como habitos de andar descalga, possibilitando a pe-
netracéo por larvas de ancilostomideos, por exemplo.

Varios fatores ambientais facilitadores da infecgao
enteroparasitaria estavam presentes no ambito da comuni-
dade estudada, entre esses a auséncia de agua de boa
qualidade e de fossas; dejetos e detritos a céu aberto; solo
Umido; altas temperaturas; proliferacéo de insetos; dificul-
dade de acesso aos servigos publicos de saude, popula-
¢do em massa servindo-se de agua poluida, convivendo
com o lixo, banhando-se em barragem junto com animais,
realizando suas necessidades fisiol6gicas ao ar livre, for-
mando uma triade epidemioldgica para a transmisséo das
doencas parasitarias intestinais.

Com relagéo ao item abastecimento de agua enca-
nada e tratada e destino do lixo doméstico, pode-se
observar que a maioria dos individuos em questao, tanto
parasitados como nédo parasitados, viviam em um am-
biente desprovido desse saneamento basico, de forma
que estes dois parametros pouco avaliaram a condigao
de parasitismo para comparagdo com ambiente apre-
sentando saneamento adequado. Ja& em relagdo ao
destino adequado dos dejetos (ou presenca de sanitario
no domicilio), mesmo havendo aumento de residéncias
com sanitarios, ndo ocorreu diminuigcéo da infec¢ao para-
sitaria. Souza et al® mostraram que a simples presenca
de fossas sanitarias ndo assegura habitos adequados de
higiene, ja que, em uma pesquisa onde 48 individuos apre-
sentavam fossa sanitaria em casa, 32 eram positivos para
algum tipo de parasito.

Quanto a presenca de animais domésticos, nos estu-
dos de 2006 e 2008 em Ribeira | houve correlacéao estatis-
ticamente significante entre presenca de animais domésti-
cos e infeccao parasitaria. Faz-se importante a realizagéao
de parasitologico de fezes nos animais domésticos, pois
alguns parasitos proprios destes animais, como exemplo
do Toxocara canis e Ancylostoma caninum, podem pro-
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vocar no homem les6es como a larva migrans visceral e a
larva migrans cuténea, respectivamente, constituindo-se
o homem como hospedeiro acidental para estes parasi-
tOS.(24'29)

A realizacao de obras de infraestrutura e de sanea-
mento basico na comunidade deste estudo, tais como
calcamento da praga e construgdo de sanitarios em
algumas residéncias, pode estar associada ao decrés-
cimo verificado para os parasitos patogénicos, em cola-
boracdo com a dispensacdao de medicamentos (anti-
parasitarios) utilizados em 2006. Contudo, a manutencéao
da infecgéo parasitaria mostra que né@o basta apenas ter
agua e fossa sanitaria dentro de casa, é necessario saber
utilizar adequadamente estes recursos, o que resulta a
importancia da melhoria do nivel educacional como
coadjuvante na resolugcdo dos problemas de saulde.
Sugere-se que as escolas desenvolvam programas de
combate as parasitoses e de promoc¢do a uma alimen-
tagdo saudavel, por exemplo,"™ pois a educacao sanitaria
deve preceder e acompanhar todas as etapas do controle,
mobilizando e organizando a participagdo da comunida-
de, com o objetivo de modificar seus habitos higiénicos
e de aceitar os tratamentos e as avaliagdes que forem
necessarias.

E fundamental o estabelecimento de uma politica
de saude que ndo seja baseada somente no diagnéstico
e tratamento individual, mas que vise a eliminacédo das
fontes de infecgdo.?3% Espera-se que este inquérito
coprolégico seja feito anualmente, principalmente em
virtude do alto indice de infecgdo no distrito, para a
observacéao da dinamica da infecgéo parasitéria, a fim de
se verificar a efetividade de possiveis intervencdes
(educacéao + tratamento + melhorias no saneamento basi-
co) realizada no local. A resultante destas modificacdes
influenciara decisiva e inversamente na prevaléncia das
enteroparasitoses neste distrito, como responsavel por
uma possivel evolugdo da negativacao de enteroparasitos
nos exames de fezes.

CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir
que ocorreu maior prevaléncia dos parasitos Endolimax
nana e ancilostomideos, com predominio do grupo dos
protozoarios nos dois estudos e das infecgdes do tipo
poliparasitaria. Na populacdo estudada ocorreu diminui-
¢éo do numero de eutréficos e de anémicos, aumento do
namero de desnutridos, bem como de individuos apre-
sentando sobrepeso nos periodos estudados. Quanto aos
fatores epidemiolégicos, foram observadas associagdes
estatisticamente significativas destes com infec¢éo para-
sitaria para o fator presenca de animais domésticos e
destino inadequado dos dejetos.
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O quadro de saude verificado ainda requer interven-
¢Oes a fim de garantir melhores condi¢des de crescimento,
desenvolvimento e de qualidade de vida na comunidade. A
prevencao é possivel e o tratamento com medicamentos
especificos costuma ser muito eficaz, porém, essa co-
munidade necessita de acées que modifiquem o sanea-
mento ambiental e habitos destes individuos; o consumo
de agua potavel e alimentos higienizados provavelmente
seria um aspecto que diminuiria a infecgao parasitaria. E
imprescindivel sensibilizar os 6rgdos competentes, a fim
de incentivar melhorias nas condi¢des de vida dos indivi-
duos, principalmente com base em inquéritos epidemio-
l6gicos como o deste estudo, devendo ser inserido nos
sistemas publicos de saude.

Abstract

Objective: The aim of the study was to determine the prevalence of
intestinal parasites correlating it with clinical and epidemiological
community residents in Ribeira | (Araci- Bahia, Brazil) in 2008, compared
with data obtained in 2006 in the same community. Methods: This was
a study of cross-sectional descriptive: Of the 344 individuals who
participated in the previous survey, approximately 50% participated in
this study. Results: With regard to individuals infected in 2006 and 2008,
there was a positive 71.3% and 79.5%, respectively. Among the
participants, 45.0% in 2006 and 56.7% in 2008 presented poliparasitism.
When comparing the indicators malnutrition, anemia and eosinophilia in
infected individuals highlights the decreasing frequency of anemic patients
(n =24in 2006; n = 6 in 2008) and eosinophilic (n = 53 in 2006; n = 37
in 2008) and an increased incidence of malnutrition (n = 65in 2006; n =
72in 2008). The present study showed an increase in the presence of
cesspools in the households surveyed (8.8% in 2006; 47.3% in 2008).
Conclusion: Because of persistent infection suggests that health
education must precede and follow all the steps of control, organizing
and mobilizing community participation, so that you can modify hygienic
habits, accept treatments and evaluations as needed.

Keywords
Parasitic diseases; Prevalence; Health profile
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INTRODUCAO

Resumo

Objetivo: O uso de amostras fecais de diferentes dias tem sido recomendado para au-
mentar a eficacia do diagndstico de enteroparasitos. Porém, essa estratégia determina
maior tempo de processamento e custo. Como alternativa, em algumas rotinas adota-se o
uso de pool de amostras. Esse estudo teve como objetivo comparar o uso de amostras
individualizadas e pool, no diagndstico parasitolédgico. Métodos: Amostras de 24 individu-
os foram processadas de forma individual e em pool pelas técnicas de Ritchie modificada,
Lutz e Faust et al. Resultados: Dos 24 participantes, 11 (45,8%) foram positivos para
formas evolutivas de protozoarios e helmintos. Em nove individuos positivos obteve-se
concordancia substancial (K=0,80) entre os resultados da analise de amostras individuais
e em pool, o que foi confirmado pela analise estatistica (p< 0,0001). No entanto, quando
foi analisada a associagéo entre as abordagens empregadas, avaliando-se a andlise indi-
vidual vs. andlise em pool, no presente estudo, foi observado que nao houve diferenca
estatistica significativa entre as taxas de positividade (p= 0,77). Quando comparado o
resultado do uso de apenas uma amostra individual e do pool/ de amostras, a diferenca
nao foi significativa (p= 0,75), indicando que, estatisticamente, no grupo de amostras
analisadas nédo houve diferenga entre o uso de uma amostra Unica ou do pool/ de amos-
tras, embora o ultimo tenha obtido maior niUmero de amostras positivas. Conclusao:
Nesse estudo, o uso do pool de amostras fecais para analises de amostras multiplas
representou uma estratégia eficaz no diagnéstico parasitolégico por microscopia, reduzin-
do o tempo de processamento, com um melhor custo-beneficio, gerando resultado eficaz
e confiavel.

Palavras-chave
Analise parasitoldgica; Fezes; Parasitos; Testes diagndsticos de rotina

A maioria das enteroparasitoses é diagnosticada ape-
nas com base em exames clinicos, contudo grande parte

Parasitoses intestinais humanas séo infec¢des cau-
sadas por helmintos e protozoarios." Essas infec¢des re-
fletem as condi¢des de vida de diferentes individuos nas
comunidades, e a prevaléncia das mesmas é influenciada
por diversos fatores, que, quando existem de formas
satisfatorias, coibem a expanséo dessas parasitoses. Por
mais que tenha ocorrido uma queda na prevaléncia de
enteroparasitoses no Brasil, de maneira geral, essas ainda
representam um problema de satde em determinadas re-
gides do pais.®

dos sinais e sintomas sao inespecificos, tornando, dessa
forma, necessarias investigagdes laboratoriais para se che-
gar a um resultado fidedigno.® Os exames laboratoriais
parasitolégicos demonstram ser importantes procedimen-
tos para o diagnéstico, uma vez que, na maioria das vezes,
podem identificar se o individuo esta parasitado ou néo e,
se positivo, qual espécie o esta parasitando, direcionando
assim para um tratamento especifico adequado.®

Para o diagnoéstico das doengas parasitarias in-
testinais, a pesquisa de parasitos nas fezes, também
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conhecido como exame parasitologico de fezes (EPF), é
considerado fundamental, apesar de frequentemente nao
merecer a devida atengéo por parte dos profissionais de
saltde.®

Existem diversas técnicas que sao utilizadas para o
diagnostico de protozoarios e helmintos intestinais. Os pro-
cedimentos mais utilizados na rotina para diagnosticar os
parasitos intestinais sdo as técnicas de enriquecimento
coproparasitolégicas, por sedimentagao ou flutuagéo, pois
permitem concentrar formas evolutivas de parasitos, deter-
minar a sua presenca e identifica-las até familia, género ou
espécie.®

Um ponto critico no diagnoéstico parasitolégico micros-
cépico é a amostra fecal. A analise de uma Unica amostra
pode recuperar apenas algumas das formas evolutivas dos
parasitos que estdo infectando o hospedeiro. Essa situa-
¢éo pode estar relacionada a liberagao intermitente de for-
mas evolutivas por alguns helmintos como Schistosoma
mansoni e protozoarios como Giardia duodenalis.”

Para aumento da acuracia diagnostica, frente a me-
nor eficiéncia de uma Unica amostra, recomenda-se a ana-
lise de multiplas amostras fecais, o que aumenta a probabi-
lidade de encontro de formas evolutivas de parasitos.” ' A
literatura preconiza a analise de trés amostras fecais
coletadas num intervalo de dois ou trés dias durante um
periodo de seis a dez dias."")

Todavia, a pratica estabelecida de coleta de multi-
plas amostras fecais eleva os custos, o tempo para ob-
tencdo de resultado e a carga de trabalho. Além disso,
existe continuo debate na literatura cientifica da real ne-
cessidade de andlise de amostras multiplas por paciente
para a deteccao confiavel de parasitos intestinais.
Andrews,"? Sawitz e Faust,™ Hiatt et al.® e Cartwright ("9
defenderam a analise em separado de multiplas amostras
fecais no diagnéstico parasitologico, porém outros tém
proposto o uso de amostras fecais em pool, resultando
em um processamento Unico.®'15®) Baseado nesse
contexto, esse estudo teve como objetivo comparar o uso
de amostras individuais de diferentes dias e de pool
dessas amostras no que se refere a sensibilidade do
diagnéstico de parasitoses intestinais.

MATERIAL E METODOS

Foram convidados para participar do estudo criangas
e adultos inseridos em uma comunidade escolar durante o
periodo de maio a junho de 2016, em Niter6i, RJ. A
amostragem foi por conveniéncia e dependente do retorno
de amostra pelos individuos participantes. A participacao
foi voluntaria e mediante assinatura de Termo de Consenti-
mento Livre e Esclarecido (TCLE). Foi entregue a cada par-
ticipante um kit coletor, composto por trés recipientes de
plastico, sendo dois com conservante Railliet-Henry e um
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sem conservante. O conservante foi escolhido por ser utili-
zado com excelentes resultados na rotina de coleta de amos-
tras fecais do laboratério de Bioagentes Ambientais da UFF,
tendo em sua composicéao solugdo salina, acido acético e
formol. Foi orientada de forma oral e por escrito a coleta de
cerca de 40 gramas de fezes de dias diferentes, sendo eles
consecutivos ou alternados.

Parte das amostras foi separada e processada na
rotina do laboratério de Bioagentes Ambientais da UFF
para determinacdo de positividade e negatividade, utili-
zando-se as técnicas de Lutz,"® Ritchie®” modificada por
Young et al.?" e Faust et al.?® Outra parte foi reservada
para realizacao desse estudo, tendo sido inseridas aque-
las que apresentaram quantidade suficiente de amostra
fecal.

Os resultados foram entregues na forma de laudo in-
dividual para cada participante, sendo orientado, em caso
de positividade para parasitos patogénicos, a procura de
atendimento médico. No caso de positividade para para-
sitos ndo patogénicos, foi informado ao participante que a
presenca desses parasitos ndo representava risco para a
saude, porém indicava baixa qualidade higiénico-sanita-
ria, o que pode favorecer a aquisicdo de parasitos pato-
génicos.®)

Ap6s o diagnostico preliminar, a amostra fecal de cada
dia, coletada de forma individual, foi homogeneizada, pe-
sada e foram separados 6 gramas para realizacdo de
todas as técnicas. Para confeccdo do pool, foram pesa-
dos 2 gramas adicionais da amostra de cada dia, que
foram transferidos para outro coletor plastico primoutilizado
e homogeneizados, totalizando 6 gramas.!"® As amostras
individuais e em pool foram processadas posteriormente
pelas trés técnicas parasitologicas. Foi realizada a leitura
de uma lamina de cada técnica em microscopio 6ptico
Olympus® BX41 em aumento de 100X e confirmacéao,
quando necessaria, em aumento de 400X.

Cada amostra individual e em pool, constituidas res-
pectivamente por 6 gramas de fezes, foram eluidas em
20 mL de agua destilada, sendo posteriormente filtradas
em gaze dobrada quatro vezes sobre tamiz. A suspenséo
filtrada foi transferida para proveta graduada para aferir o
volume recuperado de amostra, sendo esse ajustado para
21 mL, quando necessario, com agua destilada. Padroni-
zou-se o protocolo com 7 mL de filtrado da suspenséo de
material fecal para cada técnica. Para as técnicas de
Ritchie modificada e Faust et al. foram transferidos 7 mL
para dois tubos de fundo cénico tipo Falcon, de 15 mL,
previamente identificados e, para técnica de Lutz, 7 mL
foram transferidos para calice de fundo cénico, sempre
ap6s homogeneizagdo da amostra.

Os resultados obtidos foram analisados de forma des-
critiva e a concordancia entre os tipos de amostras indivi-
dual e em pool foram avaliados por meio do indice de
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concordancia (Kappa). A andlise da significancia entre
os resultados pelo uso de amostras individuais e em
pool foi avaliada pelo teste Exato de Fisher, com intervalo
de confianca de 5% utilizando-se o programa GraphPad
QuickCalcs®.

Etica

Esse estudo fez parte do projeto "Parasitoses intesti-
nais em escolares de Niteréi, RJ: frequéncia, conhecimen-
tos e profilaxia", que obteve parecer favoravel em 22 de
abril de 2014 no Comité de Etica em Pesquisa da Faculda-
de de Medicina/Hospital Universitario Anténio Pedro, pos-
suindo registro de identificagdo no CEP, CMM/HUAP n°
621.193 e CAAE n° 25061913.0.0000.5243.

RESULTADOS

Dos 41 individuos que entregaram amostras fecais,
24 foram inseridos nesse estudo, baseado na quantidade
suficiente de amostra fecal enviada. Desses, nove coleta-
ram duas amostras e 15 trés amostras, totalizando 87 amos-
tras, das quais 63 eram individuais e 24 em pool. Conside-
rando o total de amostras e a realizacdo de trés técnicas
parasitologicas distintas, realizaram-se 261 analises, das

quais 189 foram nas amostras individuais e 72 nas em pool.
Das 87 amostras analisadas, trinta foram positivas para for-
mas evolutivas de parasitos intestinais. Na Tabela 1 s&o
apresentados os resultados de positividade por amostra in-
dividual e em pool.

Considerando as trinta amostras positivas para al-
guma forma evolutiva de parasito intestinal, os mais de-
tectados foram Blastocystis sp. e Endolimax nana, ambos
diagnosticados em 13 amostras. Foram evidenciados: E.
histolyticalE. disparlE. hartmanni em oito (26,7%) amos-
tras, Giardia duodenalis em sete (23,3%), Enterobius
vermicularis em uma (3,3%). Em 22 amostras detectou-
se apenas um parasito e em oito encontrou-se associa-
¢do de uma ou mais espécies.

Dos 24 individuos participantes, 11 (45,8%) foram po-
sitivos para parasitos intestinais associando-se as duas
formas de analise em pool e individual. Desses individu-
os, quatro realizaram coleta de dois dias, e sete, de trés
dias.

A espécie de parasito mais frequente foi Blastocystis
sp., encontrada em sete (63,3%) individuos, seguida por
E. nana em cinco (45,5%), E. histolyticalE. disparlE.
hartmani em trés (27,3%), Giardia duodenalis em dois
(18,2%) e Enterobius vermicularis em um (9,1%).

Tabela 1 - Resultados obtidos pela analise de 63 amostras fecais individuais e 24 em pool por
técnicas parasitologicas de fezes para pesquisa de parasitos intestinas em Niteréi, RJ

Andlise Individual

Amostras Dia 1 Dia 2 Dia 3 Pool Total

Positiva 8 (9,2%) 6 (6,9%) 7 (8%) 9 (10,3%) 30 (34,5%)
Negativa 16 (18,4%) 18 (20,7%) 8 (9,2%) 15 (17,2%) 57 (65,5%)
Total 24 (27,6%) 24 (27,6%) 15 (17,2%) 24 (27,6%) 87 (100%)

A concordancia entre a positividade obtida por pelo
menos uma amostra individual e o pool/ ocorreu em nove
amostras (K= 0,80; P< 0,0001), sendo considerada subs-
tancial. No entanto, quando foi analisada a associagéo
entre as abordagens empregadas no presente estudo (ana-
lise individual vs. analise em pool), foi observado que nao
houve diferenca estatistica significativa entre as taxas de
positividades (P= 0,77). Foi observado que, quando as
trés ou duas amostras eram positivas individualmente, o
pool foi positivo. Nos dois individuos em que o pool foi
negativo, somente uma das amostras estava positiva,
sendo observada nessas a presenca de poucas formas
evolutivas parasitarias de Blastocystis sp. Quando
comparado o uso de apenas uma amostra individual e o
pool, a diferengca nao foi significativa (P= 0,75). Nos 11
individuos positivos para parasitos intestinais, a analise
de uma Unica amostra detectou o parasitismo em oito
individuos. A segunda amostra individual detectou seis
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individuos positivos e a amostra do terceiro dia, sete. Em
um participante, a positividade sé foi evidenciada no se-
gundo dia, e, em dois, no terceiro dia, considerando amos-
tras individuais. Em uma das amostras positivas no ter-
ceiro dia, o pool foi positivo.

Em dois individuos, onde o diagnéstico do pool con-
cordou com o das amostras individuais quanto a positi-
vidade, houve discordancia com relacdo as espécies
parasitarias, sendo detectado somente no poo/ de amos-
tras, em um individuo, presenca de ovos de Enterobius
vermicularis e cistos de Endolimax nana e, em outro,
forma vacuolar de Blastocystis sp. Em um terceiro
individuo houve discordancia entre as amostras individu-
ais, tendo sido capaz de recuperar apenas no pool de
amostras todas as espécies parasitarias detectadas. Os
resultados obtidos por espécie parasitaria com relacao
as amostras individuais ou em pool estdo demonstrados
nas Tabelas 2 e 3.
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Tabela 2 - Resultado de positividade por género/espécie de parasito
intestinal obtido por técnicas parasitolégicas microscépicas em
amostras individuais de trés dias diferentes e em pool de amostras em
Niteroi, RJ

Parasito Dia 1 Dia 2 Dia 3 Pool
Blastocystis sp. 1 1 3 2
Endolimax nana 2 0 2 3
E Z;zz)al{j?/hartmani 2 0 L 2
Giardia duodenalis 1 1 1 1
Enterobius vermicularis 0 0 0 1

Tabela 3 - Resultado de positividade por género/espécie de parasito
intestinal obtido por técnicas parasitolégicas microscépicas em
amostras individuais de dois dias diferentes e em pool de amostras
em Niteroi, RJ

Parasito Dia 1 Dia 2 Pool
Blastocystis sp. 1 3 2
Endolimax nana 2 2 2

E. histolytica/

E. dispar/ E. hartmani ! ! !

Giardia duodenalis 1 1 1

DISCUSSAO

A maioria dos individuos que entregaram amostra
fecal coletou pouca quantidade de material, apesar das
orientacdes orais e escritas, o que resultou na insergcéo
nesse estudo de 24 individuos. A literatura aponta a
importancia da coleta de pelo menos 50 mL de amostra
fecal ou de fezes inteiras, possibilitando que o profissional
responsavel pelo diagnéstico possa escolher a porgédo mais
provavel de ter o diagnéstico positivo,” ou realizar mais de
uma técnica, aumentando a sensibilidade do diagnéstico.
Tal fato fundamenta-se na dispersdo heterogénea de
formas evolutivas de parasitos intestinais nas fezes elimi-
nadas pelo hospedeiro, associada a espécie para-
sitaria.?® A pouca quantidade de material fecal entregue
interferiu na selecdo de amostras, como também pode
ter influenciado na eficacia do diagnéstico, apesar de ter
sido realizada a orientagdo quanto a coleta de amostras.
Essa situacdo demonstra a importancia da orientagdo na
coleta de amostras pelos profissionais de saude como
enfermeiros, técnicos em enfermagem, técnicos em
laboratério de andlises clinicas, farmacéuticos, biélogos
e biomédicos, a fim de minimizar erros no diagnéstico
parasitolégico por microscopia.

Outro fator complicador no diagnéstico parasitoloégico
é a coleta de multiplas amostras. Apesar de autores como
Andrews,(? Sawitz e Faust, ™ Hiatt et al.®) e Cartwright('
defenderem que a coleta de amostras multiplas resulta em
maior eficacia no diagnéstico, esse procedimento repre-
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senta um fator limitante. Hira et al.?** relataram que o uso
de amostra multiplas nem sempre é solicitado pelo médi-
co devido a ser inconveniente, demorar muito tempo para
processamento e seu resultado néo ter influéncia direta no
tratamento, associado a relutancia do paciente em reali-
zar esse tipo de coleta, no caso de infec¢gdes por
Strongyloides stercoralis. Observou-se no presente estu-
do que varios participantes entregaram duas amostras e
que a ndo adesao ao estudo por outros pode ter sido as-
sociada a esse fato.

No presente estudo, houve casos de discordancia en-
tre os resultados por género/espécie entre as amostras in-
dividuais de dias diferentes. Essa situacdo pode estar rela-
cionada a liberacao intermitente de formas evolutivas por
alguns parasitos intestinais, como relatado nos estudos de
Tsuchiya,® para Giardia duodenalis, e de Vennila,?® para
Blastocystis sp.

A concordancia da analise de amostras em pool e de
amostras individuais mostrou-se, segundo a classificagcao
de Landis e Koch,?? como substancial, o que indica que
houve concordancia de resultados positivos em 80% das
amostras. Resultados similares foram obtidos por Peters et
al.,"™ que, em 123 conjuntos, verificaram maior eficiéncia
do pool; por Wahlquist et al.,® que avaliaram 267 amostras
em pool com os resultados de suas amostras individuais
preservadas em formalina para diagnéstico de Giardia
duodenalis, sugerindo que o uso de amostras em poo/ pode
ser util no diagnéstico de Giardia duodenalis, economi-
zando tempo e dinheiro; por Aldeen et al.,"" que analisaram
comparativamente amostras de 265 pacientes, concluindo
que o pool ndo promove a diluicdo de formas evolutivas de
parasitos a ponto de ndo serem detectadas pelas técnicas
de rotina, e Libman et al.,("® que avaliaram 231 pares de
amostras e verificaram que o pool apresentou a mesma sen-
sibilidade para detec¢ao da presenca de protozoarios quan-
to a analise individual das mesmas amostras, com melhor
custo-beneficio. A analise de amostras em pool, como ja
apontado pelos autores anteriormente apresentados, repre-
senta economia de tempo e de custo na rotina laboratorial.

Entretanto, a diferencga estatistica entre os resultados
do uso de amostras individuais de dois ou trés dias associ-
ados e os do em pool nao foi significativa, embora numeri-
camente os resultados do uso de amostras indivi-duais em
conjunto tenham garantido maior eficacia no diagnéstico para
obtencéo de resultados positivos, porém implica maior cus-
to e tempo. De forma similar, quando se comparou o resul-
tado do pool com o resultado da analise de apenas uma
amostra individual, ndo houve diferenca estatistica signifi-
cativa (P=0,75), indicando que, estatisticamente, no grupo
de amostras analisadas ndo ha diferenca entre o uso de
uma unica amostra fecal ou do poo/ de amostras. Cabe res-
saltar que o pool obteve, em nimero absoluto, um maior
namero de amostras positivas, o que o torna uma estraté-
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gia mais interessante do que amostra unica. A diferenca de
resultado obtido em numeros absolutos representou diag-
noéstico positivo em maior nimero de individuos, que, em
casos de parasitos patogénicos, torna-se importante na pre-
vencgao de doenca e transmisséao.

Branda et al.?® propéem que, em procedimentos en-
volvendo multiplas amostras, para reducado de tempo e
custo, deve-se analisar uma Unica amostra. Quando o
resultado dessa amostra individual for negativo e os
sintomas persistirem, deve-se analisar a segunda e/ou
terceira amostra. Wabhlquist et al.® propuseram que, em
caso de pool negativo e suspeita clinica de infec¢do por
Giardia duodenalis, deve-se fazer andlise de amostras in-
dividuais de dias diferentes. Da mesma forma, sugere-se,
nesse estudo, que, em casos de pool/ negativo em
pacientes sintomaticos, seja realizada a repeticdo do
exame nas amostras individualizadas para minimizar o
efeito de diluicdo de formas evolutivas de parasitos deter-
minado pelo poo/ de amostras fecais.

Nesse estudo foi observado que, quando apenas uma
das amostras individuais era positiva, o pool de amostras
apresentou resultado negativo. Quando duas ou mais amos-
tras eram positivas, o poo/ de amostras também foi positi-
Vo, 0 que concorda com os resultados obtidos por Wahlquist
et al.®Torna-se, dessa forma, importante que, no laborato-
rio de analises clinicas, quando forem processadas amos-
tras em pool, que o responsavel técnico guarde parte das
amostras individualizadas para repeticéo, caso necessario,
evitando o degaste de nova coleta pelo paciente.

Considerando a proposta de Morris et al.*® de anali-
se de uma Unica amostra fecal, nesse estudo, o exame indi-
vidual de uma uUnica amostra determinou positividade de
72,7% (8/11) dos individuos positivos. Esse resultado foi
similar ao obtido por Cartwright (1999), que obteve com uma
Unica amostra individual eficacia em 75,9% dos resultados
e diferiram dos relatados por Morris et al.®® que obtiveram
93,3% de eficacia e Senay e Macpherson,®% que alcanga-
ram 93,5%. A adicdo de uma segunda analise determinou
positividade em 9/11 (81,8%) individuos, sendo similar ao
obtido pelo pool. Apesar desse aumento de eficiéncia, os
resultados obtidos foram inferiores aos obtidos por
Cartwright.("¥ A maior eficiéncia foi atingida pelo uso de trés
amostras de dias diferentes. Considerando o trabalho e custo
de processamento de duas amostras individuais, o poo/
demonstrou ser a estratégia mais adequada.

A diferenca de diversidade de espécies em amostras
em pool quando comparadas com amostras individualiza-
das também foi observada por Peters et al.,("® onde foi ob-
servada menor diversidade no pool, sendo contrario ao ob-
servado nesse estudo. O pool de amostras permitiu o diag-
noéstico de maior diversidade parasitaria do que as amos-
tras individuais, no presente estudo. Tal fato pode ter sido
devido ao fracionamento aleatério da amostra no momento
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de porcionamento das aliquotas, apesar das amostras te-
rem sido homogenizadas.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos, apesar do pequeno nimero
de individuos inseridos no estudo, em funcdo da quanti-
dade enviada ao laboratério, possibilitou inferir que o uso
de pool em analises de amostras multiplas representa
uma estratégia eficaz no diagnéstico parasitolégico por
microscopia. Essa estratégia reduz o tempo de pro-
cessamento de amostras, resultando em menor custo com
funcionario e infraestrutura, bem como a reducéo de gastos
com bens de consumo e bens permanentes no laborato-
rio de analises clinicas, gerando um resultado tao eficaz
e confidvel como a andlise de amostra individualizada.

Abstract

Objective: The use of multiple fecal samples of different days has
been recommended in order to increase the effectiveness of intestinal
parasitosis diagnosis. This strategy increases processing time and
costs. Alternatively, some routines adopt the analysis of samples in
pool. This study aimed to compare the results of individual and
pooled samples in parasitological diagnosis by microscopy.
Methods: Samples of 24 individuals were processed individually
and pooled by the modified Ritchie, Lutz and Faust et al. techniques.
Results: Of the 24 participants, 11 (45, 8%) were positive to evolutive
forms of protozoa and helminths. In nine positive samples the results
between samples had a substantial agreement (K=0, 80) which was
confirmed by statistical analysis (p< 0, 0001). However, when was
analyzed the association between the approaches employed
evaluating individual analysis vs. analysis in pool in the present
study it was observed that there was no statistically significant
difference between the positive rates (p=0, 77). When compared the
results of using only a single sample and the pool samples, the
difference was not significant, indicating that there is no difference
between using a single sample or pooled samples in the samples
group analyzed statistically, although the pool samples have
increased the positive results. Conclusion: In this study the use of
pooled stool is an effective strategy in parasitological microscopy,
reducing processing time and improving cost-effective, producing
more effective and reliable results.

Keywords
Parasitological analysis; Feces; Parasites; Routine diagnostic tests
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Relato de Caso/Case report

Hemoglobinopatias: relato de caso familiar
Hemoglobinopathies: family case report

Luiza Cristina de Moraes Silva’
Frank Sousa Castro’

Resumo

As hemoglobinopatias, devido a sua alta morbidade e mortalidade, tém sido consideradas
um problema de saude publica no Brasil, onde ainda existem muitos casos de pacientes
sem diagndstico e aconselhamento genético, para que possam entédo decidir sobre a
geracgéao de sua prole. O presente estudo analisou o caso de uma crianga com suspeita de
anemia falciforme juntamente com seu grupo familiar composto por trinta individuos. Os
testes realizados foram: eritrograma, eletroforese de hemoglobina em pH alcalino, teste
de falcizagdo, dosagem de hemoglobina A2. Individuos do grupo familiar com casos
inconclusivos foram submetidos a Cromatografia Liquida de Alta Performance. Os resulta-
dos obtidos foram: trés casos de portadores de trago falciforme, cinco casos de -talassemia
e um individuo portador de HbAS/B-talassemia. Os resultados demonstraram a importan-
cia do diagnéstico precoce e da triagem populacional para os individuos pertencentes a
este grupo familiar; assim poderéo ser informados, através de aconselhamento genético,
sobre os possiveis riscos para a geragao futura de sua familia, pois trata-se de uma
doenga que causa anemia hemolitica crénica incuravel.

Palavras-chave
Anemia falciforme; Talassemia beta; Hemoglobinopatias; Trago falciforme; Aconselhamento

genético

INTRODUCAO

Hemoglobinopatias sdo doengcas que acometem os
genes responsaveis pela sintese das hemoglobinas. O prin-
cipal exemplo é a anemia falciforme, que € uma hemo-
globinopatia genética, hereditaria, de alta morbimortali-
dade." Essa anemia é caracterizada por um mutacéo pon-
tual (GAG-GTG) nos genes da globina beta da molécula de
hemoglobina, acarretando substituicdo de aminoacido aci-
do glutamico por valina na sexta posicao, originando a
hemoglobina anémala S (HbS).?

A hemoglobina S pode se manifestar de trés formas:
Anemia falciforme, doenca falciforme e traco falciforme. A
anemia falciforme manifesta-se em individuos homozigotos
para a hemoglobina S, a doenca falciforme em pacientes
heterozigéticos em combinagé@o com outras hemoglobinas
anormais com grau de gravidade variado: interagdo da
hemoglobina C (Hb SC), associagcédo com talassemia beta
(lesdo parcial [B+] ou total [3°] do gene B),® e o trago
falciforme, que se manifesta em interacdo com hemoglobina
normal A. As HbS e C sédo de origem da raca negra, en-
guanto que as talassemias sao de origem mediterranea. Po-

rém, a intensa miscigenacao no Brasil favorece o apareci-
mento de associagées de hemoglobinopatias em um mes-
mo individuo (HbS/talassemias).

As complicagdes clinicas podem ser raras para alguns
individuos que possuem a mutagcdo em apenas um gene
(AS), enquanto que, para outros, associados a determina-
do fatores quimicos e ambientais, a sintomatologia pode
ser relativamente frequente, conferindo a estes individuos
uma importancia clinica.® As caracteristicas fisico-quimicas
das moléculas da hemoglobina S diferentemente de Hemo-
globina A, levam a polimerizacédo, ocasionando a deforma-
¢ao dos eritrécitos, que passam a ser denominados de cé-
lulas em foice.?

As alteragdes laboratoriais encontradas com maior
frequéncia na anemia falciforme s&@o diminui¢gdo nos valo-
res séricos de hemoglobina e hematécrito, aumento do nu-
mero de reticulécitos e diminuicdo no tempo de vida das
hemacias. O diagnéstico laboratorial da anemia falciforme
consiste na identificacdo da HbS por meio dos testes, de
eletroforese de hemoglobina em pH alcalino, focalizacao
isoelétrica e ou cromatografia liquida de alta performance
(HPLC), que é considerado padrao ouro.®
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Dentre as complicagdes clinicas mais frequentes em
pacientes portadores da anemia falciforme estdo a anemia
hemolitica crénica, a vasculopatia cerebral, insuficiéncia re-
nal, pulmonar e cardiaca, as crises dolorosas agudas
osteoarticulares, as lesGes cronicas com asplenia funci-
onal, que ocorrem por conta da oclusdo da microvas-
culatura com isquemia tecidual.?”

A p-talassemia em sua forma heterozigota (p-talas-
semia menor) tem como caracteristica a elevacao dos ni-
veis séricos de Hb A2 e/ou Hb Fetal em casos classicos, e
em sua forma mais grave, a -talassemia maior, caracteri-
za-se geralmente pela auséncia completa da sintese de
cadeias beta globinicas e anemia grave.®9

Esse artigo teve como objetivo, avaliar um grupo fa-
miliar, e demonstrar a importancia do diagnéstico precoce
das hemoglobinopatias, tanto em individuos em homozigose
quanto em heterozigose.

MATERIAL E METODOS

Todos os individuos do estudo tiveram cadastros rea-
lizados e os resultados liberados, no sistema de gestédo
laboratorial PC Lab Online®. Todas as etapas realizadas
no trabalho ocorreram no periodo de Dezembro de 2015 a
Abril de 2016. O trabalho foi realizado com aprovacgéo do
Comité de Etica e Pesquisa da PUC-GO, parecer 235.376
de 20/03/2013.

Grupo familiar

Foi realizado um estudo em um grupo familiar conten-
do trinta individuos, sendo pai e avd da criangca nédo perten-
centes a mesma linhagem sanguinea, atendidos no Labora-
tério Clinico da Pontificia Universidade Catélica de Goias
(LAC-PUC-GO),sob investigacéo de trago falciforme.

Exames laboratoriais
Todos os individuos foram submetidos a avaliagédo do
eritrograma, eletroforese de hemoglobinas em pH alcali-

no, teste de falcizacdo e dosagem de hemoglobina A2. Para
arealizacao dos exames foram coletados de 4 a 5 mL de
sangue total, em tubo contendo anticoagulante EDTA (Fi-
gura1).

Eritrograma

Os eritrogramas foram realizados em Contador
Hematol6gico XE-2100D da Sysmex®, que determinou
os seguintes parametros: hemacias, hemoglobina total,
hematocrito, indices hematimétricos (VCM, HCM, CHCM)
e o grau de anisocitose (RDW).

Eletroforese de Hemoglobinas em pH alcalino

Para a andlise qualitativa das fracdes de hemoglobina,
as moléculas foram separadas por eletroforese de
hemoglobina em pH alcalino em fita de acetato de celulose
e tampao Tris-glicina (TEB), sendo que o hemolisado foi
preparado em uma placa de porcelana com 100 pL de san-
gue total e 200 pL de saponina a 1%. Em uma cuba
eletroforética foram adicionados 50 mL de TEB em cada
lado da cuba, com a fita estendida sobre a ponte do apare-
Iho. Aleitura dos resultados foi realizada ap6s quarenta mi-
nutos, segundo técnica descrita por Naoum PC.?

Teste de Falcizagéo

Utilizaram-se 5 pL de sangue total e 10 yL de meta-
bissulfito de s6dio a 1% aplicados em uma lamina, cober-
tos por uma laminula vedada com esmalte. Feito isso, a
lamina foi colocada em camara Umida em repouso por 24
horas e, apés, realizada a leitura segundo técnica des-
crita por Naoum PC.?

Dosagem de Hemoglobina A2

A dosagem de Hemoglobina A2 foi realizada pelo
método de intercambio idnico sem interferéncia de HbS uti-
lizando o kit comercial da BioSystems®. O hemolisado foi
preparado com 50 puL de sangue total e 200 pL de agua
purificada. Apéds, o procedimento foi realizado de acordo

Grupo
Familiar
Exames
Laboratoriais
1 | 1 i
Eletroforese de
Eritrograma HB em pH gosnce Dosagen de HPLC

alcalino HCLZAE IO

Figura 1. Fluxograma metodolégico.
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com as recomendagcdes do kit. Foi feita a leitura em espec-
trofotdometro da marca Celm®, em comprimento de onda
de 415 nm.

RELATO DE CASO

Paciente PLMSJ, sexo masculino, seis meses de
idade, foi encaminhado para uma entidade de defesa de
direitos, filantrépica e de utilidade publica de sua regiao
apos realizacdo do teste do pezinho com suspeita de
anemia falciforme. Ao comparecer a unidade, os pais foram
informados que o sangue do mesmo ainda estava muito
neonato e ndo poderia ser concluido o diagnéstico. Foram
orientados a retornar a unidade quando a crianga
completasse 1 ano para realizar novos exames. A mae
GMS, e o pai OJJ procuraram o LAC-PUC-GO, para
realizacéo de exames e investigacdo da possivel doenca.
Foi entdo iniciado um estudo do grupo familiar, onde to-
dos os familiares procuraram o laboratério para a realiza-
¢do dos exames. Os bisavés maternos da crianga, ja fa-
lecidos, possuem dez filhos, dos quais nove comparece-
ram a unidade com seus respectivos descendentes para
realizacéo dos exames, ndo sendo possivel obtencéo de
dados do grupo familiar paterno (Figura 1).

Historico familiar

A avé da Crianca, VMAS, 57 anos, apresentou resul-
tados compativel com trago falciforme (eritrograma normal,

eletroforese em pH alcalino HbA/S, teste de falcizagéo po-
sitivo).

O avd da crianga, CSS, 58 anos, apresentou resul-
tado compativel B-talassemia menor (eritrograma: micro-
citose moderada, hipocromia leve, anisocitose e presen-
ca de hemacias em alvo, dosagem de HbA2 - 4,5% [VR=
1,30 a 3,70%]). O tio materno, JAMS, 29 anos, apresen-
tou uma associagdo de HbS e [p-talassemia menor
(eritrograma normal, eletroforese em pH alcalino perfil
HbA/S, teste de falcizacao positivo, dosagem de HbA2 -
4.90%).

A tia-avo, MHTM, 48 anos, e uma de suas filhas
(LCMS, 22 anos) obtiveram resultados compativel com tra-
co falciforme (MHTM: eritrograma normal, eletroforese em
pH alcalino perfil HbA/S, teste de falcizacao positivo, Do-
sagem de HbA2 - 2,48%. LCMS: eritrograma normal,
eletroforese em pH alcalino perfil HbA/S, teste de
falcizac@o positivo, dosagem de HbA2 - 3,10%).

MTC, tia-avé, 69 anos, e uma de suas filhas (LGS)
obtiveram resultados compativel com p-talassemia me-
nor (MTC: heritrograma: anemia normocitica e normo-
cromica, eletroforese em pH alcalino perfil HbAA, teste
de falcizacao negativo, dosagem de HbA2 - 4,64%. LGS:
eritrograma normal, eletroforese em pH alcalino perfil
HbAA, teste de falcizagdo negativo, dosagem de HbA2 -
4.50%).

Os demais individuos do grupo familiar, apresenta-
ram resultados dentro dos valores de referéncia esperado
(Figura 2).
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Historico da crianca

PLMS, no primeiro ano de vida, o eritrograma revelou
anemia microcitica e hipocrémica. Ao se observar a lamina,
foi constatada a presenca de microcitose moderada, hipo-
cromia leve, anisocitose e hemacias em alvo. A eletroforese
em pH alcalino revelou perfil HbA/F, o teste de falcizacao foi
negativo, dosagem de HbA2 - 3,50%. A mae apresentou no
eritrograma alteragdes de VCM e HCM; em microscopia foi
observada microcitose e hipocromia leve. A eletroforese em
pH alcalino revelou perfil HbAA, teste de falcizacdo negati-
vo, dosagem de HbA2 - 5,20%. O pai da crianga apresen-
tou todos os resultados dentro dos padrdes de normalida-
de. Ao comparecer novamente na unidade, no dia 07/04/
2016, apds a crianga completar um ano, novos exames fo-
ram realizados na méae, na crianca e no pai pelo método de
Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC), para
elucidagao dos resultados inconclusivos, que confirmaram
a elevacgéao dos niveis de Hb A2 da mae e Hb Fetal da crian-
¢a e os resultados normais do pai (Tabela 1).

Os dados analisados, mostraram que a crianga, pos-
sui -talassemia menor. Todos os membros do grupo fami-
liar até entdo ndo possuiam nenhum tipo de diagnéstico.

Foi possivel observar que a mée e o avd materno sédo
portadores de -talassemia menor, e a avé materna, por-
tadora de trago falciforme. Ambos nédo tiveram o aconselha-

mento genético para decidir sobre a geragao de sua pro-
le. Assim, o filho mais novo e tio da crianga herdou cada
um dos genes dos pais, sendo portador de HbS/p-talas-
semia menor. Gasparini et al. também observaram em
um relato de caso na Argentina a associagcdo entre 3-
talassemia e hemoglobinopatia S, reforcando a associa-
¢do entre ambas as alteragdes, devido a intensa miscige-
nacao mundial.

Guimarées et al.'"® descreveram a importancia do
aconselhamento genético na resolugdo de problemas no
campo da hereditariedade, ajudando a compreender sobre
as caracteristicas da doenca, os possiveis riscos de recor-
réncia em seus familiares, envolvendo todos os aspectos,
sendo eles educacionais e reprodutivos, para que eles pos-
sam decidir futuramente sobre a sua continuagéo familiar.

No histérico familiar foram observados dois casos
de beta talassemia e trés casos de traco falciforme em
pacientes isolados.

Segundo o Programa Nacional de Triagem Neonatal
(PNTN) de 2008, do Ministério da Satide, nascem no Bra-
sil 3 mil criangas por ano com Doenca Falciforme (DF) e
200 mil com trago falciforme. Devido a prevaléncia eleva-
da no Brasil, é considerado um problema de saude
publica.®® Como os bisavos da crianga séo falecidos nédo
foi possivel esclarecer a origem da p-talassemia menor
ou a origem do traco falciforme.

Tabela 1- Resultados do teste Cromatografia Liquida de Alta Performance para confirmagéo do diagnéstico

HPLC
Pacientes Hemoglobina A Hemoglobina A2 Hemoglobina S Hemoglobina Fetal
Mae 92.4% 5.6% 0.0% 2.0%
Pai 96.7% 3.0% 0.0% 0.3%
Crianga 71.2% 3.3% 0.0% 25.5%
Valores de Referéncia 94.30 a 96.50% 2.50 a 3.50% 0.0% 0.00 a 2.00%

Fonte: sistema de gestédo laboratorial PC Lab Online®

CONCLUSOES

O aconselhamento genético para portadores
heterozigotos do tracgo falciforme é recomendado pela Or-
ganizacédo Mundial da Saude (OMS), evidenciando o diag-
nostico precoce, pois se trata de um problema de saude
publica. O casamento de dois heterozigotos HbA/S ou o ca-
samento de individuos HbA/S com heterozigotos portado-
res de outras hemoglobinopatias, como por exemplo a 3-
talassemia menor, relatada no presente estudo, pode gerar
criangas com anemias hemoliticas crénicas e incuraveis.
Essas pessoas que apresentam risco de gerar filhos com a
doenca falciforme tém o direito de serem informadas pelo
aconselhamento genético dos possiveis riscos e caracte-
risticas da doenca, respeitando os aspectos hereditarios e
demais informacgdes clinicas da doenca.
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Abstract

Hemoglobinopathies, due to their high morbidity and mortality, have been
considered a public health problem in Brazil, where there are still many
cases of patients without diagnosis and genetic counseling, so that they
can then decide on the generation of their offspring. The present study
analyzedthe case of a child suspected of having sickle cell anemia together
with his family of 30 individuals. The tests performed were erythrogram,
hemoglobin electrophoresis at alkaline pH, sickle cell test, hemoglobin
A2 dosage. Individuals from the family group With inconclusive cases
were submitted to High Performance Liquid Chromatography. The results
were: three cases of patients with sickle cell trait, five cases of -
thalassemia and one individual with HbAS/p-thalassemia. The results
demonstrated the importance of early diagnosis and population screening
for individuals belonging to this family group, thus, they can be informed
through genetic counseling about the possible risks to the future generation
of their family, since itis a disease that causes incurable chronic hemolytic
anemia

Keywords
Sickle cell anemia; beta-Thalassemia; Hemoglobinopathies; Sickle
cell trait; Genetic counseling
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INSTRUGOES AOS AUTORES

A Revista Brasileira de Andlises Clinicas [RBAC], criada em 1969, é o 6rgéao
oficial de divulgagao cientifica da Sociedade Brasileira de Analises Clinicas
[SBAC]. A RBAC tem circulagao trimestral e seus artigos estado indexados no
LILACS [Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude].

NORMAS PARAPUBLICAGAO

A Revista Brasileira de Anélises Clinicas [RBAC] é publicada em portugués
einglés e é dedicada a divulgagao de pesquisa cientifica de qualidade metodolégica
reconhecida, relacionada as varias areas das analises clinicas e da patologia
clinica veterinaria.

Ao submeter o original do manuscrito, os autores assumem a
responsabilidade do manuscrito ndo ter sido previamente publicado e nem estar
sendo simultaneamente analisado por outro periédico, quer na integra ou
parcialmente, excetuando-se resumos ou relatorios preliminares publicados em
anais de reunides cientificas. Todos os autores deverado assinar e encaminhar
a Declaragao de Responsabilidade, Conflito de Interesse, Concordancia e
Transmissao de Direitos Autorais, assumindo formalmente a autoria pelo
manuscrito e oficializando a cessédo do copyright. A declaragdo assinada
devera ser remetida sob a forma de documento em ".pdf". As opinides, assergoes
e conclusées emitidas nos manuscritos, bem como a veracidade das informagdes
e citagdes bibliograficas sdo de responsabilidade exclusiva do(s) autor(es).

Os autores deverao declarar no manuscrito qualquer potencial conflito de
interesse, incluindo aqueles de natureza politica e financeira. O documento
formal de conflito de interesse é a Declaragdo de Responsabilidade, Conflito de
Interesse, Concordancia e Transmissao de Direitos Autorais mencionada acima.

Os autores deverao declarar todas as fontes de financiamento ou suporte
publico ou privado recebidas para a realizagao do estudo. No caso de estudos
realizados sem recursos financeiros, da mesma forma, os autores deverao
declarar que a pesquisa nao recebeu financiamento para a sua realizagéo.

Quando a investigagdo envolver seres humanos, a publicagdo do manus-
crito estara condicionada ao cumprimento irrestrito das diretrizes normativas
do Conselho Nacional de Satde [CNS] e Comiss3o Nacional de Etica em
Pesquisa [CONEP]. A declaragédo de que os procedimentos seguidos nos experi-
mentos estdo em consonancia com os principios éticos aceitos pelas norma-
tivas nacional (Resolugdo CNS 466/2012) e internacional (Declaragédo de
Helsinki/ World Medical Association) devera ser explicitamente firmada no ultimo
paragrafo da se¢ao Material e Métodos. O nimero do parecer da Comissao de
Etica em Pesquisa [CEP] da instituigdo responsavel pela investigagio devera
ser também ai declarado. Uma cépia em ".pdf" da autorizagdo do CEP devera
ser encaminhada juntamente com o manuscrito. Quando se tratar de pesquisa
com animais, as normativas do Conselho Nacional de Controle de Experi-
mentagdo Animal [CONCEA] e Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
[COBEA], bem como do Guide for the Care and Use of Laboratory Animals
[Institute for Laboratory Animal Research/ National Academy of Science - USA]
deverao ser incondicionalmente respeitadas e seu cumprimento também devera
ser declarado, explicitamente, no ultimo paragrafo da secéo Material e Métodos.
O nuimero do parecer da Comissao de Etica no Uso de Animais [CEUA] da
instituicdo responsavel pela pesquisa devera ser igualmente declarado e uma
copia em ".pdf" da autorizagcdo do CEUA devera ser, da mesma forma,
encaminhada com o manuscrito. Quando os autores forem filiados a instituigdes
nao brasileiras, estes deverdo declarar no manuscrito o cumprimento de dire-
trizes normativas e remeter documentacéo local de mesmo efeito legal.

A Revista Brasileira de Anélises Clinicas apoia as politicas para registro de
ensaios clinicos da Organizagdo Mundial de Salde [OMS], do International
Committee of Medical Journal Editor [ICMJE] e do Workshop ICTRP. Desse
modo, somente serdo aceitos para publicacdo os artigos de ensaios clinico-
laboratoriais que tenham recebido um numero de identificagdo em um dos
registros de ensaios clinicos validados pelos critérios estabelecidos pela OMS
e ICMJE. Entidades que registram ensaios clinicos segundo os critérios do
ICMJE séao: Australian New Zealand Clinical Trials Registry [ANZCTR],
International Standard Randomised Controlled Trail Number [SRCTN],
Nederlands Trial Register [NTR], UMIN Clinical Trials Registry [UMIN-CTR],
WHO International Clinical Trials Registry Platform [ICTRP]. No entanto, o nimero
de identificagdo obtido no Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos - ReBEC
(http://www. ensaiosclinicos.gov.br) do Ministério da Saude [DECIT/MS],
Organizagao Panamericana de Saude [OPAS] e Fundagéo Oswaldo Cruz [Fiocruz]
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é igualmente aceito pela RBAC. O numero de identificagéo/ identificador primario
devera ser declarado ao final da segdo Material e Métodos.

Apenas serdo recebidos manuscritos que estejam rigorosamente de
acordo com as normas aqui especificadas. Os manuscritos serdo avaliados
por pareceristas/ revisores indicados pelo Conselho Editorial e/ou,
eventualmente, pelos autores. Quando indicados pelos autores, devera ser
informado nome completo dos pareceristas/ revisores, e-mail e instituicao
de origem. O Conselho Editorial se reserva o direito, no entanto, de acatar
ou ndo a sugestdo de pareceristas/ revisores por parte dos autores. A
aceitagdo dos manuscritos sera feita em fungao da originalidade,
importancia e contribuigdo cientifica para o desenvolvimento da area.
Manuscritos aprovados poderédo sofrer alteragbes de ordem editorial, desde
que nao alterem o mérito do trabalho. Manuscritos recusados pelos
pareceristas/ revisores serdo informados imediatamente aos autores.

A Revista Brasileira de Anélises Clinicas esta estruturada em 15 segdes ou
areas tematicas, cuja indicagéo devera ser feita pelos autores, no momento da
submissao do manuscrito, sendo elas:

1. Bacteriologia Clinica

2. Virologia Clinica

3. Micologia Clinica

4. Parasitologia Clinica

5. Imunologia Clinica

6. Bioquimica Clinica e Biologia Molecular

7. Hematologia Clinica e Imunohematologia

8. Citologia Clinica e Anatomia Patolégica

9. Boas Praticas de Laboratério Clinico e Biosseguranca

10. Gestao e Controle da Qualidade no Laboratério Clinico

11. Bioética e Etica em Pesquisa

12. Historia da Satde e Ensino das Analises Clinicas

13. Microbiologia de Alimentos

14. Patologia Clinica Veterinaria/ Medicina Veterinaria Laboratorial

15. Toxicologia Clinica e Biologia Forense

Os manuscritos poderao ser submetidos dentro das categoriais de comu-
nicagéo cientifica designadas abaixo:

ARTIGOS ORIGINAIS: trabalhos nos quais sado informados os resultados
obtidos em pesquisas de natureza empirica ou experimental original, cujos
resultados possam ser replicados e/ou generalizados. Deverdao atender aos
principios de objetividade e clareza da questao norteadora. Os artigos originais
deverao ser estruturados de maneira a conter: titulo (até 250 caracteres entre
letras e espago), titulo corrido (até 40 caracteres entre letras e espago), resumo/
abstract estruturado (até 250 palavras), palavras-chaves/ keywords (3 a 6
termos), introdugao, material e métodos, resultados, discusséo, conclusao e
referéncias bibliograficas (até 30 referéncias). O texto ndo devera exceder
5000 palavras, excluindo-se tabelas, quadros, figuras e referéncias.

ARTIGOS DE REVISAO: trabalhos com avaliagées criticas e sistematizadas
da literatura sobre um determinado assunto que devera dar ao leitor uma cobertura
geral acerca do tema apresentado. Os artigos de revisdo deverado conter: titulo
(até 250 caracteres entre letras e espaco), titulo corrido (até 40 caracteres entre
letras e espago), resumo/ abstract ndo estruturado (até 200 palavras), palavras-
chaves/ keywords (3 a 6 termos), texto ordenado (titulos e subtitulos), opinides
e conclusdes (quando couber) e referéncias bibliograficas (até 30 referéncias). O
trabalho nao devera exceder 5000 palavras, excluindo-se tabelas, quadros, figuras
e referéncias. Estes trabalhos sao escritos a convite do editor.

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.
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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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Instrugdes aos autores/Instructions for authors

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: / /
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AMOSTRAS PARA CONTROLE
EXTERNO DA QUALIDADE

PRO-EX

Programa de Controle Externo da Qualidade

A RDC 302:2005 da ANVISA estabelece que o laboratério clinico deve realizar Controle Externo da Qualidade
para todos os exames realizados na sua rotina. O PNCQ disponibiliza controles em diversas especialidades:

Analises Clinicas

Parasitologia
Reticulécitos virtual
Urinalise

EDUCAC

Programas Avancados:

Adenovirus

Alimentos/Microbiologia
Analise Fisico Quimica de Agua

Auto-Imunidade
Chikungunya IgG / IgM
Cistatina C

PNCQ

Programa Nacional

de Controle de Qualidade

Citometria de Fluxo

Hematologia Il
Hemoglobina Glicosilada
Hemoparasitologia
Horménios
Imuno-Hematologia
Imunologia Especial
Imunologia 1 Avancada
Leishmaniose Visceral
Leptospirose

Liquido Cefalorraquidiano — LCR

Liquidos Cavitarios
Marcadores Cardiacos

Patrocinado pela Sociedade Brasileira de Analises Clinicas

Marcadores Tumorais

y Coagulacao Medicina Ortomolecular
D-Dimero Micologia
Bioquimica Dengue Micologia Virtual (Micoldgico Direto)
Hematologia Dengue NS1 Microalbuminuria
Imunologia Drogas de Abuso em Cabelo Microbiologia de Agua
+ ASO Drogas de Abuso em Urina Microbiologia de Agua (Abastecimento)
 B-HCG Drogas Imunossupressoras Microbiologia de Agua para Dialise
* Chagas Drogas Terapéuticas Microbiologia de Cosméticos
» HBsAg Eletroforese de Hemoglobina Rotavirus
o« HIV Eletroforese de Proteinas Sangue Oculto
« Sifilis Espermograma Toxicologia/Medicina do Trabalho
* VDRL Fatores da Coagulacao Triagem Neonatal
Microbiologia Gasometria Urinalise |l Avancada
Espectrofotometria Glicose TLR/POCT Velocidade de Hemossedimentacgao (VHS)

Vitamina D
Zika virus

Biologia Molecular
Citopatologia

Bancos de Sangue e Servicos
de Hemoterapia

-

:

Rua Vicente Licinio, 193 - Tijuca

Rio de Janeiro| R] | CEP: 20270-340
Tel/Fax: 55 (21) 2569 - 6867
e-mail: pncq@pncq.org.br

Site: www.pncq.org.br
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