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Hepatite E: uma revisao
Hepatitis E: a review

Roberta Silveira Franz'

Mariana Kluge
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Paulo Sérgio Albeche Machado Junior’
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Resumo

O virus da hepatite E (HEV), classificado inicialmente por como nao-A, ndo-B e ndo-C, trata-
se de um virus nao envelopado, de RNA fita simples e polaridade positiva. E endémico da
Asia, Oriente Médio e norte da Africa. A transmissao ocorre via rota fecal-oral, principalmen-
te pela ingestéo de agua e alimentos contaminados, associado, portanto, a condigdes sani-
tarias precarias. O contato com animais infectados, especialmente suinos, também pode
ser uma forma de contégio do HEV. O quadro clinico da hepatite E é semelhante ao da
hepatite A, evoluindo para um bom progndstico. Todavia, o HEV pode causar complicagdes
maiores em gestantes, levando a um quadro de hepatite fulminante, cuja taxa de mortalida-
de pode chegar entre 15% e 20%. O diagnéstico é basicamente sorolégico, por meio de
imunoensaios enzimaticos. A hepatite E apresenta uma baixa prevaléncia em areas nao
endémicas, incluindo o Brasil, embora ocorra alta prevaléncia entre suinos, que podem
servir de reservatérios para o virus.

Palavras-chave
Hepatites virais; hepatite E; HEV

INTRODUCAO

O virus da hepatite E (HEV) foi identificado, pela pri-
meira vez, em um surto em NovaDelhi (India) entre 1955 e
1956, denominado hepatite ndo-A e nao-B."» Somente em
1990, sua caracterizagéo molecular foi realizada e passou
a ser chamado de HEV. Trata-se de um virus néo envelo-
pado com diametro de 27nm a 34 nm de simetria icosaé-
drica. Possui um genoma de RNA fita simples de polarida-
de positiva, pertencente ao género Hepevirus, sendo atual-
mente classificado em quatro sorotipos.®

A transmisséao da-se por via fecal-oral, disseminada
principalmente pela dgua e também através de contatos com
animais infectados, especialmente suinos. Diferentemen-
te do virus da hepatite A, o HEV parece afetar principalmen-
te adultos jovens, o que ndo € comum para um virus transmi-
tido pela via fecal-oral. Outra importante diferenca é a alta
taxa de mortalidade observada em gestantes infectadas por
HEV, que pode variar entre 15% a 20%.® Uma maior ocor-
réncia de surtos é observada em regiées em desenvolvi-
mento, tais como Asia, Oriente Médio e norte da Africa.®

MATERIAL E METODOS

Artigo de revisao bibliografica sobre hepatite E entre
1957 até o presente momento, por meio de pesquisa de

artigos cientificos indexados nas bases Medline/PubMed e
SciELO. Utilizaram-se como critério de busca as seguintes
palavras-chave: hepatites virais, hepatite E e HEV.

O ViRUS DA HEV

Em relagdo a sua organizagcao genémica, o HEV apre-
senta trés regides distintas em seu RNA: regido ORF1, ORF2
e ORF 3.8 A ORF1 é considerada a maior regié@o, sendo
constituida por 5.079 nucleotideos de comprimento, respon-
savel pela sintese de enzimas envolvidas na replicagéo viral.
A ORF2 é responsavel pela sintese de proteinas estruturais
que compdem o capsideo viral. AORF3, por sua vez, pare-
ce estar envolvida com a regulacéo da interagédo do virus
com a célula hospedeira.®®®

GENOTIPOS DO HEV

Entre o final dos anos 80 e comeco dos anos 90, en-
saios sorolégicos pioneiros sobre o HEV foram descritos,
principalmente na Africa e Asia. Em outros continentes,
como na Europa e Américas, foram descritos casos aleato-
rios, provavelmente viajantes vindos de areas endémicas.(%
A prevaléncia de HEV em areas nao endémicas também
foi avaliada em diversos estudos, resultando no mapeamento
e classificacdo em quatro genétipos, e ainda na presenca

"Académico de Biomedicina da Universidade Feevale. Universidade Feevale — Novo Hamburgo-RS, Brasil.

Institui¢do: Universidade Feevale — Novo Hamburgo-RS, Brasil.
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de alguns isolados em diferentes regides.'" De acordo com
esta classificagéo, os genoétipos 1 e 2 podem ser encontra-
dos em humanos, ao passo que os gendtipos 3 e 4 sdo
achados de mamiferos ndo humanos."!12)

Em relacédo a sua distribuicdo geografica, o genétipo
1 tem uma alta prevaléncia nas regides norte, centro e su-
deste asiatico, assim como no norte da Africa, sendo res-
ponsavel por epidemias e pequenos surtos, caracterizando
uma regido endémica. E considerado o genétipo mais con-
servado e distingue-se em cinco subtipos (1a, 1b, 1c, 1d e
1e).1"13) O genétipo 2 foi primeiramente isolado na América
do Norte, apresentando-se como uma epidemia, sendo pos-
teriormente, na Nigéria, citados casos esporadicos. Os
subtipos conhecidos para o genétipo 2 sdo 2a e 2b. "3 O
gendtipo 3 foi isolado em homens e animais, principalmen-
te em suinos, em regides de paises industrializados. Foram
encontrados casos humanos de hepatite E com este
gendtipo em indigenas na América do Norte e do Sul, mas
também em varios paises da Europa, Japéo e paises do
Pacifico.(*") No Brasil, o genétipo 3 foi encontrado em cri-
acles de suinos em Séo Paulo, Mato Grosso e Rio de Ja-
neiro."®'9 Mais recentemente, no estado do Rio de Janeiro,
foi encontrado um caso humano.™® O genétipo 4 predomina
principalmente na China e com uma maior incidéncia em
Taiwan."3)

Em suma, os gendtipos 1 e 2 sdo encontrados em re-
gides tropicais e subtropicais, sendo responsaveis pelas
epidemias nas quais a transmissdo se da principalmente
por contaminacao fecal da agua potavel. Os genoétipos 3 e
4 saoresponsaveis pela hepatite E aguda propriamente dita,
sendo as variantes genéticas que apresentam maior nime-
ro de subtipos, onde a 3 apresenta dez (3a, 3b, 3c, 3d, 3e,
3f, 3g, 3h, 3i, 3j) e a 4 apresenta sete (4a, 4b, 4c, 4d, 4e, 4f
e 4g)."

HEV E GRAVIDEZ

Embora a infecgédo por HEV seja de evolucédo benig-
na na grande maioria dos casos, em gestantes apresenta-
se particularmente severa.® Um estudo em Ludhiana (in-
dia) avaliou 65 gestantes que apresentavam ictericia, das
quais 25 foram positivas para a pesquisa de anticorpos
IgGanti-HEV. A mortalidade por HEV foi de 12%, sendo o
parto prematuro a principal complicacéo observada.?) Den-
tre os fatores de risco mais associados a infecgdo de HEV
em gestantes encontram-se baixos niveis socioecond-
micos e menores niveis de escolaridade.?2%) Em Nova
Delhi, india, verificou-se uma alta proporgéo de hepatite ful-
minante em gestantes causada por HEV, especialmente no
terceiro trimestre de gestacao, quando o risco chegou a 52%
em infeccdes por HEV e apenas 15% para as demais he-
patites virais.?» Outro estudo conduzido em gestantes na
india identificou 0 HEV como responsavel por 75% dos ca-

sos de hepatites fulminantes, com uma taxa de mortalidade
de 39,1% contra 11,7% de hepatites ndo-E.® Os mecanis-
mos envolvidos no desenvolvimento de um quadro mais
severo da doenca durante a gravidez permanecem desco-
nhecidos, embora se suspeite que as alteragdes hormonais
e imunolégicas durante a gestacdo possam estar relacio-
nadas, uma vez que poderiam facilitar a replicagao viral e
reduzir a resposta imune.)

ESTUDOS EPIDEMIOLOGICOS

Surtos de hepatite E sdo mais frequentes em locais
onde ha condigbes precarias de saude, e estdo fortemente
associados a mas condi¢des sanitarias e de higiene.?"?
Fontes de dgua contaminada com o virus séo importantes
veiculos de transmissao do HEV, especialmente em corpos
hidricos que recebem efluentes com alta contaminacgao
fecal.®>32 Ao tentar buscar um grupo de risco, um estudo
realizado em Baltimore, EUA, avaliou a soroprevaléncia do
HEV através de imunoensaio enzimatico (EIA) em homos-
sexuais masculinos usuarios de drogas injetaveis (UDI) e
doadores de sangue. Os resultados revelaram a presenca
de anti-HEV em 15,9% (47/295) dentre os homossexuais,
23% (68/295) dentre os UDIs e 21,3% (64/300) dentre os
doadores de sangue. Estes resultados indicam uma nao
correlagédo entre a infeccdo de HEV com grupos de risco,
diferente do observado neste mesmo estudo emrelagéo ao
virus da hepatite A, também de transmissao fecal-oral. O
anti-HAV foi detectado em 32,3% dos homossexuais, 66,4%
dos UDIs e 16% dos doadores de sangue.®®

Uma série de casos envolvendo a transmissé&o de su-
inos a humanos séao relatados, apontando estes animais
como potenciais reservatérios do virus. Atransmissao pode
ocorrer tanto pelo contato direto com os animais ou com
seus dejetos, causando, na maioria dos casos, infec¢cdes
subclinicas.*34% Entre os animais, a transmissao também
ja foi evidenciada, podendo ser tanto por contato direto,
quanto pela rota fecal-oral.*4*) Um estudo realizado na
Espanha constatou a prevaléncia de anticorpos IgG anti-
HEV em 18,8% de trabalhadores em contato com suinos,
enquanto que entre os trabalhadores ndo expostos aos ani-
mais apenas 4,1% foram soroprevalentes.®Y Um estudo se-
melhante feito na Carolina do Norte, EUA, detectou anti-
corpos anti-HEV em 10,9% dos trabalhadores em contato
com suinos e em 2,4% dos nao expostos.®® Estes estudos
apontam a hepatite E como uma zoonose, uma vez que in-
dividuos expostos a suinos apresentam um risco maior de
infeccao.

HEV NAAMERICA LATINA

Estudos epidemiolégicos conduzidos no Brasil reve-
lam que, embora presente, o HEV possui uma baixa taxa

RBAC.2019;51(1 supl.1):S5-9
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de prevaléncia. Trinta et al. avaliaram a presenca de I1gG
anti-HEV porimunoensaio enzimatico em diferentes grupos
populacionais no estado do Rio de Janeiro. A prevaléncia
de HEV foi de 2,1% em pacientes com hepatite viral aguda
nado-A e ndo-B, 6,2% em pacientes em hemodiélise, 4,3%
em doadores de sangue, 11,8% em usuarios de drogas
injetaveis, 1% em gestantes e 2,1% em individuos proveni-
entes de zona rural. Apenas os individuos oriundos de zona
urbana nao apresentaram soropositividade para HEV.®®
Bortoliero et al. avaliaram a presencga de anticorpos IgG anti-
HEV em doadores de sangue no municipio de Londrina,
Parana, através de imunoensaio enzimatico. Dos 966 indi-
viduos testados, 23 (2,3%) foram positivos para HEV. Nao
se constatou associacao entre fatores socioeconémicos ou
a presenga de HAV.“? Um estudo realizado em Manguinhos,
Rio de Janeiro, avaliou a presenca de HAV e HEV em 699
individuos de baixo nivel socioeconémico, revelando a preva-
Iéncia de 87% para HAV e 2,4% para HEV.“" No estado de
Mato Grosso, Assis et al. avaliaram a prevaléncia de HAV e
HEV em 487 criancas entre 2 e 9 anos. Enquanto que a
prevaléncia do HAV chegou a 86,4%, a do HEV ficou em
4 5%, condizente com os demais estudos epidemiol6gicos
realizados no pais.“?

Em Montevidéu, Uruguai, nove casos esporadicos de
infecgé@o aguda por HEV foram detectados entre novembro
de 2009 e junho de 2011, todos em regido urbana.* Em
Buenos Aires, Argentina, Rey et al. analisaram por ELISA
5.196 pacientes, dentre eles doadores de sangue, pacien-
tes submetidos a cirurgias invasivas e criangas, revelando
a presenca de IgG anti-HEV em 1,8% do total da amostra.
Em Lima, Peru, foi detectado em um grupo de 191 trabalha-
dores de uma empresa de tratamento de dgua e esgoto a
prevaléncia para HEV de 10,47%.“Y Em Havana, Cuba, de
209 amostras de soro humano analisadas, 71,3% foram
positivas para HAV, enquanto que somente 5,3% foram rea-
gentes para HEV.%%)

Em relacédo aos suinos, um estudo de soroprevaléncia
conduzido no estado de Mato Grosso verificou a presenca
de anticorpos IgG anti-HEV, por imunoensaio enzimatico,
em 81,2% (211/260) dos animais testados.> No estado do
Rio de Janeiro, Vitral et al. detectaram a presenca de anticor-
pos IgG anti-HEV em roedores selvagens, bovinos, cées,
frangos, suinos e trabalhadores envolvidos com a criagéo
de suinos. Aprevaléncia de IgG anti-HEV em suinos chegou
a 97,3% nos animais com idade acima de 25 semanas.
Estes estudos apontam estes animais como possiveis re-
servatorios de HEV, o que pode acarretar na transmisséo a
humanos.“6)

TRATAMENTO E PROFILAXIA

Por ndo haver um tratamento especifico, e geralmente
a doenca evolui para uma cura espontanea (com excecao
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ao quadro de hepatite fulminante),® admite-se que é muito
importante a profilaxia para regiées endémicas, a fim de se
evitar o contagio com o virus. Agua tratada e esgoto sanita-
rio fazem parte de algumas das medidas de saude publica,
bem como evitar o consumo de frutos do mar crus, sobretu-
do em éarea carentes em saneamento basico e areas portu-
arias.©Até o presente momento ndo ha vacinas disponiveis
comercialmente para a hepatite E, embora estudos este-
jam sendo conduzidos para o seu desenvolvimento.®

DIAGNOSTICO SOROLOGICO

Devido ao fato do ndo conhecimento do HEV, até 1990
o seu diagnostico baseava-se na excluséo dos outros virus
causadores de hepatites sendo definida como hepatite ndo-
A, ndo-B e nao-C.*" Atualmente, para a confirmacéo da ex-
posicédo ao HEV, séo feitos testes sorolégicos para detec-
¢éo de anticorpos anti-HEV (IgA, 1gG, IgM). Os IgM sé&o os
anticorpos encontrados nos primeiros meses da sorocon-
versao, representando infeccdo aguda ou recente contato
com o agente viral. Os IgG, por sua vez, indicam o desenvol-
vimento da resposta imune frente a uma exposigao ao virus.
A deteccgdo pode também ser feita em amostras de sangue
ou fezes através do RNA do HEV por RT-PCR, confirmando
assim sua infecc¢ao recente.“®

O teste imunoenzimatico mais utilizado no diagnosti-
co para identificacdo do HEV é o ELISA (enzyme linked
immuno sorbent assay), porém poucos testes estéo dispo-
niveis comercialmente. Nesse teste sdo utilizados antigenos
recombinantes derivados das diferentes cepas virais.“® Tes-
tes de ELISA anti-HEV baseados na proteina da ORF2 ou
proteina estrutural ttm demonstrado mais resultados labora-
toriais do que aqueles baseados na combinacgéo de antige-
nos ORF2 e ORF3 do HEV.®%"

O ELISA é o teste de escolha para muitos estudos
epidemiolégicos de infecgdes causadas pelo HEV, tanto em
paises endémicos como n@o endémicos, apresentando
grande variagé@o quando analisados em diferentes kits, tais
como variagdes na susceptibilidade, e, consequentemente,
nas estimativas de soroprevaléncia.“3%? Em paises desen-
volvidos, as taxas de soroprevaléncia tém apontado varia-
¢Oes entre 0,26% e 31%, o que explica diferentes testes de
diagnostico usados nas condigdes epidemioldgicas locais,
tanto pelas diferentes cepas como também pela deficién-
cia ou apresentacgao de outras espécimes susceptiveis.®?
No entanto, varios estudos estdo sendo realizados com a
intencdo de avaliar a concordancia entre a susceptibilida-
de, especificidade e soroprevaléncia.®)

Myint et al. compararam cinco testes para avaliagéo
do anti-HEV com o teste de referéncia RT-PCR. Foram uti-
lizadas nesta pesquisa amostras de um surto em 1998 na
Indonésia. As sensibilidades de todos os kits de ELISA fo-
ram maiores para as amostras provenientes de casos sin-
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tomaticos.®® Como atualmente os kits de ELISA disponi-
veis para deteccédo do HEV sé&o para os antigenos deriva-
dos de genétipos 1 e 2, e a ocorréncia do genétipo 3 em
regides ndo endémicas, Herremans et al. avaliaram os tes-
tes Genelabs (ELISA) e o RecomBlot da Mikrogen para
deteccgéo de IgM e IgG em condigdes de baixa endemici-
dade. Foi feita a comparacdo com 16 portadores do geno6-
tipo 3 do HEV, oito portadores com o genétipo 1, controles
saudaveis e mais 101 casos de portadores das demais he-
patites. A especificidade para detecgcéo de IgM nos testes
ELISA (98%) e RecomBlot (97%) foi comparavel ao indica-
do pelos fabricantes. Porém, para IgG isso néo foi observa-
do (93% ELISA e 66% RecomBlot) quando comparados aos
valores reportados pelos fabricantes de 98% e 95%, res-
pectivamente. Neste estudo concluiu-se que a combinagao
do ELISA e do imunoblot é necessaria para melhorar a
especificidade e a sensibilidade em regides de baixa
endemicidade.¥

Devido a essa variabilidade nos resultados das pes-
quisas para deteccdo de HEV, com diferentes genotipos,
poucos fabricantes de kits para deteccéo, dificuldade de
obtencédo dos mesmos, sendo a maioria importada, e junto
a falta de igualdade nos resultados de diferentes testes, ain-
da restam duavidas sobre quais antigenos devam ser utiliza-
dos para produzir testes com sensibilidade e especificidade
ideais para deteccéao de anticorpos anti-HEV. Com isso, é
necessaria uma padronizacao internacional para se obter
uma uniformidade e reprodutibilidade.
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Abstract

Hepatitis E virus (HEV), initially classified as non-A, non-B and non-C,
is a non-enveloped virus, RNA single-strand and positive polarity. It is
endemic to Asia, the Middle East and North Africa. Transmission occurs
via the fecal-oral route, mainly by ingestion of contaminated food and
water, associated, therefore, with poor sanitary conditions. Contact with
infected animals, especially pigs, can also be a form of HEV infection.
The clinical picture of hepatitis E is similar to that of hepatitis A, evolving
to a good prognosis. However, HEV can cause major complications in
pregnant women, leading to a fulminant hepatitis, with a mortality rate of
15%-20%. The diagnosis is basically serological, through enzymatic
immunoassays. Hepatitis E has a low prevalence in non-endemic areas,
including Brazil, although there is a high prevalence among swine, which
can serve as reservoirs for the virus.
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Patogénese, diagndstico e tratamento da mielofibrose
Pathogenesis, diagnosis and treatment of myelofibrosis

Larissa Duarte Christofoletti’

A mielofibrose primaria (MP) € uma desordem mieloproliferativa crénica caracterizada pela
hiperplasia e fibrose medular. A fibrose esta relacionada a liberagéo de fatores de crescimen-

to hematopoiéticos, dentre eles o fator derivado de plaquetas (PDGF), que estimula a proli-
feragéo de fibroblastos, com consequente depdsito de fibras colagenas e reticulinicas. O
desenvolvimento de fibras de coldgeno no lugar do tecido hematopoiético normal é o respon-
séavel pela maioria dos sintomas da doenga: fadiga, anemia, aumento da circunferéncia
abdominal, perda de peso, dores musculares e 6sseas dentre outros. A hepatoesplenomegalia
e a presenga de um tumor no hipocdndrio esquerdo sédo os achados fisicos mais relatados.
As alteragdes hematolégicas séo varidveis e se devem ao disturbio anatémico da MO e
parcialmente a hematopoiese extramedular com leve anemia. Ha necessidade de uma biépsia
medular para a elucidagéo da fibrose, uma vez que, na maioria das vezes, a aspiragao da
MO resulta em uma pungéo seca. O exame histopatolégico revela o aumento da reticulina
fibrilar, do colageno e dos fibroblastos. O diagndstico laboratorial & baseado principalmente
em alteragdes no hemograma, mielograma e no exame histopatolégico da MO do paciente.
As alteragdes séricas, a presenca de anormalidades cromossémicas e a ocorréncia de
metaplasia mieloide auxiliam no diagnéstico. O tratamento da doenca é paliativo, ndo sendo
conhecida nenhuma terapia capaz de inibir o processo fibrético. Dessa forma, o tratamento
é direcionado as complicagdes especificas da doenca, visando amenizar os sintomas e
melhorar a qualidade de vida do paciente.

Mielofibrose; mieloproliferativa; hematopoiese extramedular

Resumo
Karina Bettega Felipe?
Natalia Gazzoni Scaravelli®
Cidonia de Lourdes Vituri*

Palavras-chave
INTRODUCAO

A mielofibrose primaria (MP) é uma desordem mielo-
proliferativa crénica de etiologia desconhecida," caracteri-
zada pela hiperplasia e fibrose medular,® crescimento de
células neoplasicas em locais fora da medula 6ssea (MO),
hematopoiese extramedular, leucoeritroblastos no sangue
periférico e alteragdes no nimero de plaquetas e granu-
I6citos.®

A mielofibrose com metaplasia mieloide é uma sindro-
me na qual as evidéncias morfologicas de proliferacao de
fibroblastos e deposicdo excessiva de colageno na MO
acompanham-se de metaplasia mieloide em 6rgaos como
o figado, o baco e os linfonodos, locais ativos da hemato-
poiese extramedular. Geralmente o grau da hematopoiese
extramedular tende a acompanhar a extensao da fibrose da
MO.®

Incidéncia

A MP é uma desordem observada principalmente em
pacientes de meia-idade e idosos. Embora alguns relatos
tenham citado a ocorréncia da doenca em criangas ou até
mesmo em bebés, pelo menos 60% dos casos ocorrem em
individuos com idade entre 50 e 70 anos de idade, sem qual-
quer predilecdo por sexo, sendo mais comumente em
caucasianos que em outras ragas.*?

Aproximadamente ha cinco casos por 100 mil habitan-
tes/ano e a sobrevida mediana em trés anos é de 52%."

Etiologia e patogénese

A hiperplasia de megacariécitos, tipica dos estados
mieloproliferativos em geral, esta diretamente envolvida com
a proliferacao dos fibroblastos e consequente fibrose me-
dular. Isso leva a uma megacariocitopoiese ineficiente, com
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consequente morte intramedular de megacariécitos e libe-
racdo dos fatores de crescimento. Estes, por sua vez, atu-
am estimulando a proliferagéo dos fibroblastos e a produ-
cao de colageno, que, associada a inibigéo da atividade da
colagenase, leva a fibrose medular.® Dentre os fatores de
crescimento que podem estimular a proliferagédo dos fibro-
blastos pode-se citar o fator derivado de plaquetas (PDGF),
o fator de crescimento e transformacao (TGF-3) e o fator de
crescimento epidérmico (EGF).("

FATORES DE CRESCIMENTO

Os fatores de crescimento séo glicoproteinas secre-
tadas pelas células estromais que atuam na sobrevivén-
cia, proliferacdo e diferenciacédo das células hemato-
poiéticas. Esses fatores sédo classificados de acordo com
o tipo de receptor de membrana celular em: familia das
citocinas e familia dos receptores de tirosina quinase resu-
midos na Tabela 1.7

Tabela 1 - Principais fatores de crescimento que agem na MP

Fator de crescimento Origem Alvo Receptor
PDGF plaquetas fibroblastos tirosina quinase
PM:30.000 célula endotelial células musculares lisas

macréfagos celulas gliais
EGF Glandula de Brunner queratinécitos tirosina quinase
PM:6.045 glandula.submaxilar células endoteliais
fibroblastos
TGF-B plaquetas queratinécitos trés receptores
PM:25.000 hepatécitos alta afinidade
fibroblastos
osteoblastos
FGF cérebro células endoteliais alta afinidade sem
Pm:16.400 retina fibroblastos endocitose do complexo
corpo liteo condrécitos FGF-FGF-R
macréfago celulas gliais
rim células epiteliais
prostata osteoblastos
tireoide queratinécitos

TGF-3

O fator 3 de crescimento e transformacéao (TGF-j3) é
sintetizado pelos megacariocitos agindo no aumento da sin-
tese e no acumulo de proteinas da MEC e regulando a ativi-
dade dos genes envolvidos na sintese da mesma.®

Esse fator é responsavel pelo aumento de fibronectina,
tenascina, proteoglicanos e colagenos do tipo |, lll e IV, ob-
servados nos estagios mais avangados da doenga.®®Tem
poder angiogénico® e bloqueia a degradac¢édo da MEC pelo
decréscimo da sintese de proteases colagenase-like e au-
mento da expresséo de inibidores de proteases.®9

PDGF

O PDGF é um fator de crescimento derivado de
plagueta e € uma molécula dimera feita de um sistema de
PDGF e receptor de PDGF que ativa a tirosina quinase pela
inducdo durante a ligacdo do receptor dimero e autofos-
forilagéo.("®

O PDGF estimula o crescimento e a divisdo de célu-
las fibroblasticas, atua também como fator quimiostatico
para fibroblastos, neutréfilos e monécitos, sendo responsa-
vel pela proliferacéo de fibroblastos na MP.©® E um potente
mitégeno para células de origem mesenquimal como
fibroblastos, células musculares lisas e outras, sendo capaz

RBAC.2019;51(1 supl.1):S10-7

de estimular a proliferagéo, quimiotaxia e sobrevivéncia das
células normais e células alteradas como as do cancer, ar-
teriosclerose e doenca fibrética.(""

EGF

Fator de Crescimento Epidermal (EGF): presente nos
granulos das plaquetas. Estudos mostram que ele coopera
com o PDGF e TGF-$ no estimulo para fibroblastos cres-
cerem na MO.®

VEGF

Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF): tra-
ta-se de uma citocina multifuncional que contribui na angio-
génese. Ela permite o extravazamento de proteinas do plas-
ma para o espaco extravascular, alterando a MEC e favore-
cendo a angiogénese e o crescimento de fibroblastos.®

Sintomas

O inicio dos sintomas da MP é geralmente silencioso,
por varios anos, com progressao lenta da doenga em mui-
tos casos, sendo que um quarto dos casos é assintomatico
no diagnoéstico.®

Os sintomas mais comuns da MP podem ser obser-
vados na Tabela 2.5'2)
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Tabela 2 - Sintomas comuns em pacientes que apresentam MP

Anemia Vanucchi, 2009; Runge; Gregante, 2005
Aumento da Berk, 1993

circunferéncia abdominal

Fadiga Rapaport, 1990; Athens, 1998; Runge;

Gregante, 2005

Rapaport, 1990;Athens, 1998; Runge;
Gregante, 2005

Jamra; Lorenzi, 1983; Verrastro; Lorenzi;
Neto, 1996; Lorenzi, 1999

Jamra; Lorenz, 1983; Verrastro; Lorenzi;
Neto, 1996; Lorenzi, 1999

Berk, 1993

Rapaport, 1990;Runge; Gregante, 2005
Rapaport, 1990;Runge; Gregante, 2005
Runge; Gregante, 2005

Perda de peso
Palidez
Dores musculares

Dores ¢sseas
Sudorese noturna
Saciedade prematura
Diarreia

Edema periférico Runge; Gregante, 2005

Achados Fisicos
Os achados fisicos mais comuns em pacientes com
MP podem ser observados na Tabela 3.

Tabela 3 - Achados fisicos comuns em pacientes com MP
Athens, 1998; Berk, 1993
Berk, 1993

Jamra; Lorenzi, 1983

Esplenomegalia
Hepatomegalia

Tumor no hipocdndrio esquerdo

DADOS LABORATORIAIS

Sangue

As alteragdes no sangue sao variaveis. A Tabela 4 re-
sume as principais alteracées hematologicas encontradas
em pacientes com MP.

A principio, as hemacias sdo normociticas e normo-
cromicas com discreta poiquilocitose. Observa-se policro-
masia e uma discreta reticulocitose de 2% a 5%. O achado
de alguns normoblastos e, algumas vezes, precursores

Tabela 4: Principais alteragées hematolégicas em pacientes com MP
Berk, 1993

Rapaport, 1990;

Hemoglobina 9-13 mg/dL (leve anemia)

Morfologia das Eritrécitos em forma de

hemacias lagrima, ovais e nucleados; Athens, 1998;
aniso e poiquilocitose Berk, 1993
acentuadas

Granuldcitos Leucometria variavel; Berk, 1993
presenca de leucdcitos
imaturos

Plaquetas Plaquetometria geralmente  Athens, 1998;
aumentada; presenga de Berk, 1993
megatrombocitos e
fragmentos de
megacariécitos

Fosfatase Variavel Berk, 1993

alcalina
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eritroides ainda mais jovens € muito comum. A anisocitose,
a poiquilocitose, a policromasia, o pontilhado basofilico e a
normoblastose sdo mais graves a medida que a doenca
progride; portanto, esses achados e o crescimento do baco
podem ser suficientemente caracteristicos para indicarem
diagnéstico. Células fragmentadas e células em alvo tam-
bém podem ser observadas.®

A

Figura 1. Esfregacgo de sangue periférico com eritroblastos e hemacias
emlagrima.

A sobrevida da heméacia esta quase invariavelmente
diminuida, sendo frequente o sequestro esplénico. Os estu-
dos eritrocinéticos mostram uma eritropoiese bastante ine-
ficaz.®

A anemia esta presente na maioria dos pacientes e
se apresenta de leve a moderada no momento do diagnoés-
tico, com hemoglobina variando entre 9 g/dL e 13 g/dL.

As leucometrias sao variaveis, estando aumentadas em
aproximadamente 50% dos pacientes, normal em cerca de
1/3 dos pacientes e baixa nos 15% restantes. Mais tipica-
mente, a contagem fica na faixa de 15.000 a 30.000/mm?,
porém foram observados até 70.000/mm3.*

A contagem de eosinofilos e baséfilos esta frequente-
mente aumentada, mesmo nos pacientes com leucope-
nia.®™ O namero de linfocitos comumente esta normal.®
E tipico um certo grau de imaturidade do granulécito no san-
gue periférico incluindo a presenca de até 10% de formas
jovens. Entretanto, essa condigdo ndo sugere necessaria-
mente a evolugédo para leucemia aguda, sobretudo quando
também existem nimeros proporcionais de promielécitos,
miel6ciotos e metamiel6citos. A anomalia de Pelger-Huet
adquirida € um outro aspecto tipico no esfregaco do san-
gue periférico.®

A concentracéo de fosfatase alcalina do leucécito é
variavel, porém com frequéncia normal ou aumentada.®
A reacao da fosfatase alcalina serve para diferenciar a MP
da leucemia mieloide crénica, visto que a fibrose medular
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pode ser encontrada em todas essas situagdes engloba-
das sob a denominacgéo de sindromes mieloproliferativas.©”

A deficiéncia de peroxidase dos neutrofilos pode-se
fazer acompanhar por uma deficiéncia de funcionamento
destes, tendo sido ainda descritas varias outras anormali-
dades funcionais. Foi citada ainda uma liberagao defeituo-
sa de lactoferrina pelos neutréfilos. Tal liberagdo poderia
constituir-se num defeito no controle por feed-back negativo
(supressao) da granulopoiese, o que, por sua vez, poderia
resultar num aumento da atividade mieloproliferativa.®

O nimero de plaquetas estda aumentado por ocasiao
do diagnéstico em aproximadamente 50% dos pacientes,®
estando associada a um grande aumento na reserva
esplénica.® Aplaquetometria tende a cair pouco a pouco com
o passar do tempo, sendo comum a trombocitopenia na fase
final da doenca.*® Graus extremos de trombocitose podem
constituir-se na principal caracteristica da doenga em alguns
pacientes, um achado que enfatiza a dificuldade na diferenci-
acdo entre trombocitemia primaria e mielofibrose.® Do pon-
to de vista morfolégico, os megatrombdcitos e os fragmen-
tos megacariociticos séo extremamente comuns.4®

Medula 6ssea

Descrevem-se trés fases no quadro anatdémico da
medula na MP: na primeira fase ha hiperceluridade medu-
lar; na fase seguinte, a MO mostra areas de fibrose e areas
com precursores hematopoiéticos; ja a terceira fase carac-
teriza-se por mielofibrose franca, com residuos de tecido
hematopoiético escassos, de permeio a fibras colage-
naS.(6'7'12)

As tentativas de aspirar a MO tem como resultado qua-
se invariavel uma puncéo seca, mesmo quando a medula
esta em grande celularidade.® Por isso, geralmente é pre-
ciso fazer a biopsia da MO, seja percuténea ou cirlrgica,
para confirmar o diagnéstico.®

Esfregacos bem sucedidos de aspirados de medula
podem néo exibir qualquer anormalidade, mas com mais
frequéncia esta aumentada a proporcéo de precursores
dos neutroéfilos e de megacariocitos. Sdo observados micro
e macromegacariécitos bem como uma assincronia nucle-
ar citoplasmatica e inclusdes nucleares fibrilares, apresen-
tando ligagdes cruzadas.®

»
ro—

Figura 3. Corte histolégico da medula 6ssea: (C) - Fase fibrética, corada com hematoxilina-eosina; (D) - Fibras reticulineas

coradas com a coloragdo de Gomori.
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Ha necessidade de uma bidépsia medular para a
elucidagéo da fibrose. Em praticamente todos os pacien-
tes, graus variaveis de fibrose sé@o detectados. Observa-se
também o aumento da reticulina fibrilar, do colageno e dos
fibroblastos.("™®

Também s&o notados grupos de megacariocitos, com
muitos megacariocitos atipicos, sinusoides dilatados da MO,
e maiores quantidades de mastécitos nas bidpsias, parti-
cularmente em areas adjacentes a fibrose.®¢7'2'4 Ha o au-
mento nas fibras de reticulina através da impregnacé@o com
prata (coloragéo de Gomori) nas areas nas quais talvez néo
se consiga evidenciar colageno maduro. Ja a coloragdo com
hematoxilina-eosina (HE) permite observar a celularidade
da medula.®

Anormalidades cromoss6émicas

Estudos verificam anormalidades cromossémicas e
de mutagao do gene N-ras.®

Alteragdes citogenéticas sdo observadas em até 50%
dos pacientes, incluindo anormalidades do cromossomo del
(20q 11913), del(13912g22), trissomia dos cromossomos
1 g, 8 e 9 e monossomia/delecdes envolvendo o cromos-
somo 7.4

Anomalias dos cromossomos 5 e 20 também ocor-
rem com grande frequéncia. Nao ha cromossomo Ph1; os
casos em que essa anomalia foi descrita representam mui-
to provavelmente exemplos atipicos de leucemia mieloide
cronica.®

Soro

As principais alteragdes séricas encontradas em pa-
cientes com MP foram descritas na Tabela 5.

Ocorrem niveis séricos normais ou levemente ele-
vados da vitamina B12 bem como das proteinas que con-
jugam a vitamina B12, porém os valores néo séao tao gri-
tantes quanto aqueles vistos na leucemia granulocitica cro-
nica.®

Tabela 5 - Alteragdes séricas comuns em pacientes com MP

Vitamina B12 Normal/levemente Berk, 1993
aumentada
Acido urico Aumentado Rapaport, 1990;
Athens, 1998;
Berk, 1993
Desidrogenase  Elevada Athens, 1998;
latica (LDH) Berk, 1993
AST Levemente aumentada Berk, 1993
ALT Levemente aumentada Berk, 1993
Bilirrubina Levemente aumentada Berk, 1993
Ferro Normal/ reduzido em Verrastro; Lorenzi;
hemorragias; aumentado  Neto, 1996;
em hiper-hemélise Lorenzi, 1999)
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A hiperuricemia causada pela maior producéo de aci-
do drico é comum, o que sugere que estd ocorrendo um
aumento significativo na velocidade de turnover total do te-
cido hematopoiético.*5

A concentracao da desidrogenase latica sérica (LDH)
esta elevada na maioria dos pacientes, provavelmente re-
fletindo uma mielopoiese ineficaz.“® O nivel de fosfatase
alcalina sérica também esta aumentado, porém esse au-
mento provavelmente reflete a doencga 6ssea e nédo a he-
patica.5™®

O ferro pode estar normal ou reduzido quando ocor-
rem hemorragias. Nos casos de hiper-hemdlise, o ferro
sérico costuma estar aumentado.®”)

Outras alteracdes laboratoriais sédo elevagdes discre-
tas dos niveis séricos das transaminases e da bilirrubina e
aumentos discretos da muramidase.®

Puncao de ganglio linfatico e de baco

Tanto na leucemia mieloide crénica quanto na mielo-
fibrose podem ser palpados linfonodos pouco aumentados
de tamanho. A puncgé@o dos mesmos com agulha evidencia
sempre um grande nimero de granulécitos jovens e madu-
ros no material obtido, caracterizando a metaplasia mieloide
que aparece nos tecidos linfoides nas sindromes mielo-
proliferativas. O bagco também é sede dessa metaplasia,
observada sempre que se faz a pung¢ado do 6rgéo ou pelo
exame histopatologico de material obtido apés a esple-
nectomia.®”)

Critérios para o diagnostico de mielofibrose
primaria

Os critérios para o diagnostico de mielofibrose com
metaplasia mieloide incluem:

* Critérios necessarios: fibrose da MO difusa e au-
séncia do cromossomo Filadelfia ou rearranjo BCR-ABL nas
células sanguineas periféricas;

* Critérios opcionais: esplenomegalia de qualquer
grau, anisopoiquilocitose com dacriécitos, circulagdo de
células mieloides imaturas, circulacéo de eritroblastos, agru-
pamentos de megacarioblastos e megacariécitos anéma-
los nas se¢des da MO, metaplasia mieloide.(™

O diagnéstico da mielofibrose com metaplasia mieloi-
de pode ser feito se as seguintes combinacgdes estiverem
presentes: os dois critérios necessarios, mais quaisquer
dois critérios opcionais quando a esplenomegalia estiver
presente, ou os dois critérios necessarios mais quaisquer
quatro critérios opcionais quando a esplenomegalia esti-
ver ausente.(¥

Complicagées e evolugido da doenga

A evolugao da MP caracteriza-se por esplenomegalia
progressiva e hepatomegalia um pouco menor. Geralmente
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a esplenomegalia acompanha-se de anemia e trombo-
citopenia progressiva.®

A anemia pode ser tdo severa que o paciente sé con-
segue sobreviver a custa de repetidas transfusées. Embora
a anemia se deva primeiramente a insuficiéncia na produ-
cao de hemacias, em alguns pacientes o sequestro esplénico
contribui significativamente para a sua gravidade.("®

A trombocitopenia pode levar a um sangramento anor-
mal. Entretanto, pacientes que ndo apresentam nenhum dis-
tarbio no nimero de plaquetas também podem sangrar anor-
malmente devido a defeitos qualitativos da fun¢édo plaque-
taria. Se for necessaria uma cirurgia, devem ser adminis-
trados concentrados de plaquetas para controlar o sangra-
mento pds-operatorio.(')

A evolugao da mielofibrose para um quadro de poli-
citemia vera (PV) tem sido citada, mas com maior frequéncia
ela se transforma em leucemia de tipo aguda, com blastos
mieloides ou com grande componente de megacario-
blastos.”

Além da mielofibrose de evolugéo cronica, existe uma
forma de mielofibrose aguda que n@o tem esplenomegalia
tédo marcante. Tal forma aguda evolui de modo rapido, com
anemia acentuada, estado geral muito comprometido e fre-
quentes hemorragias. AMO é muito hipocelular, fibrosada e
esclerosada (osteomieloesclerose), com blastos atipicos.
Essa doenca corresponde a leucemia aguda rara, de tipo
megacariocitico, a LMA-M7 da classificacdo FAB.®7

As complicagdes da doenga podem incluir hiperten-
sdo portal, infarto do bacgo e de outros locais da hemato-
poiese, causando linfoadenopatia, derrames pleurais, ascite
(superficies serosas), processos de pneumonia, hematuria
e compressao da medula espinhal e raizes nervosas (espa-
¢os paraespinhal e epidural).'®

PROGNOSTICO

O prognéstico da MP permanece pobre quando com-
parado com outras desordens mieloproliferativas e ndo ob-
teve mudanca significativa durante os tltimos vinte anos.("®

O prognostico da mielofibrose depende da fase em
que se apresenta a doenca, a qual implica maior ou menor
quantidade de fibrose instalada.”

O quadro histopatolégico medular pode revelar hiper-
celularidade, especialmente de megacaridcitos, fibrose dis-
creta ou fibrose difusa colagena. Os achados anatémicos e
hematolégicos dependem da propenséo da doenca e, por
sua vez, orientam o prognéstico.”

Tamanho aumentado do baco e do figado, febres, su-
ores noturnos, perda de peso, cari6tipo anormal, idade avan-
cada, altas taxas de precursores mieloides imaturos no san-
gue, aumento de reticulina e colageno, hematopoiese intra-
sinusoidal e trombocitopenia também s&do considerados
importantes fatores de um mau prognoéstico.('¢7)
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Mortalidade por MP inclui anemia progressiva e des-
conforto abdominal decorrente da esplenomegalia.('® As
principais causas de morte séo infecgao, hemorragia, falha
progressiva da medula, complicagdes decorrentes da hiper-
tensdo portal, insuficiéncia cardiaca, mortalidade pés-esple-
nectomia e transformacgédo em leucemia aguda.®'¥ Esta pode
ocorrer em aproximadamente 15% dos pacientes e é comu-
mente mieloblastica ou mielomonoblastica, podendo envol-
ver também a linhagem megacariocitica, eritrocitica e
linfoide.® Foi observada a morte atribuivel também a insufi-
ciéncia renal, insuficiéncia hepatica ou trombose.5.'4

Sugerem um bom prognéstico: baco e figado de ta-
manhos normais e um bom estado histolégico da MO.("

TRATAMENTO

N&o se chegou a um consenso sobre o tratamento 6ti-
mo da metaplasia mieloide agnogénica ou da mielofibrose
pos-policittmica. Nao existe até agora qualquer tratamento
eficaz que iniba o processo fibrético.» Além disso, nenhu-
ma das formas terapéuticas convencionais mostrou-se ca-
paz de prolongar a sobrevida e nem apresentou um efeito
benéfico consistente sobre o processo patogénico basico
subjacente a mielofibrose.® Assim, o tratamento é paliativo
e direcionado as complicagdes especificas, visando ame-
nizar os sintomas e melhorar a qualidade de vida do paci-
ente.5™

Visto que os pacientes com mielofibrose exibem vari-
abilidade no progresso de sua doenca e uma faixa de
sobrevida variavel, muitos pacientes ndo necessitam de te-
rapia por periodos prolongados. Geralmente, os pacientes
assintomaticos apenas devem ser observados.® A maioria
dos hematologistas néao realiza qualquer tratamento espe-
cifico no tratamento assintomatico, a excegcédo do emprego
de 200 mg a 400 mg/dia de alopurinol para evitar as com-
plicagbes da hiperuricemia.®

O tratamento convencional da anemia consiste em
transfusdes, para manter a hemoglobina em niveis razoa-
veis, e de uma suplementacdo com folato.5¢7 A eritropo-
etina pode ser usada em pacientes com um certo grau de
anemia, com algum resultado.® Entretanto, no caso de ane-
mia severa utiliza-se terapia com andrégenos e corticoste-
roides.®*'%) Sao administradas grandes doses de andré-
genos aos pacientes numa tentativa de aumentar a eritro-
poiese efetiva,®” ¥ mas sado de valor questionavel e podem
provocar um aumento esplénico posterior e retencéo de flui-
dos.™ Foi relatado que a terapia androgénica melhora a
fungdo medular em aproximadamente 40% dos pacientes.®

Deve-se continuar o tratamento por pelo menos trés
meses para verificar se determinado preparado é eficaz,
sendo que alguns hematologistas argumentam que os paci-
entes que ndo respondem a um androgénio podem acabar
respondendo a outro. Caso nao seja observada a melho-
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ra apds trés a seis meses, a terapia devera ser descon-
tinuada. Entretanto, deve ser enfatizado que o beneficio da
terapia por andrégenos em casos de mielofibrose é ainda
objeto de debates. Os esteroides das adrenais ndo tém efei-
tos comprovadamente benéficos em casos de
mielofibrose.®

Como a MP é uma doenga cronica, as subsequentes
transfusdes podem levar a um aumento nas concentracdes
séricas de ferro, devendo ser implantada uma terapia de
quelagao do ferro.®

Alopurinol deve ser usado para manutencgéo dos ni-
veis séricos de acido Urico para, dessa forma, evitar a
nefropatia por uratos e calculos renais, e também como
profilaxia contra ataques de gota secundaria.®"®

A falta de uma terapia realmente eficaz para a mielo-
fibrose juntamente com os efeitos causados pela esple-
nomegalia sugere a reducéo do tecido esplénico como a
terapia para essa desordem.("®)

Areducéo direta do tecido esplénico pode ser realiza-
da pelo uso de agentes citotoxicos, por irradiagéo ou pela
remocao do 6rgao. As respostas aos agentes citotoxicos
sdo variaveis e podem resultar em uma mielossupressao
significativa.'®

Pequenas doses de radiagdo sao usadas para redu-
zir o tamanho do bago e costumam proporcionar alivio aos
sintomas dolorosos decorrentes da esplenomegalia,®”3)
sendo que a resposta ao tratamento dura por aproximada-
mente quatro a seis meses.®

A radioterapia é usada com maior frequéncia em pa-
cientes com indicagdo para esplenectomia sem hiperten-
séo portal e sédo candidatos a uma cirurgia de alto risco.
Todas as dosagens recomendadas provém de estudos
observacionais anteriores, que fornecem informacgdes, em-
bora limitadas, sobre as dosagens em que possam se es-
perar efeitos benéficos ou téxicos. Porém, com base nas
informacdes disponiveis, ndo se pode prescrever nenhuma
dosagem ou esquema de radiagado apropriado para todos
os pacientes, devendo a terapia ser individualizada.®®

A radioterapia continua util no tratamento de areas de
dor é6ssea localizada, de implantes hematopoiéticos serosos
que levam a derrames, ou de tumores hematopoiéticos
extramedulares sintomaticos, principalmente aqueles que
comprimem o cérebro e a medula.®

A quimioterapia é defendida por alguns autores tendo
como base o raciocinio de que a mielofibrose é uma desor-
dem da proliferagdo clonal das células-tronco hemato-
poiéticas.®57 A hidroxiureia é o agente quimioterapico mais
usado e pode diminuir o tamanho do figado e do baco, di-
minuir ou eliminar sintomas constitucionais, reduzir o nime-
ro de plaquetas e, em alguns casos, levar a um aumento na
concentragao de hemoglobina. O efeito da terapia dura apro-
ximadamente quatro a cinco meses, sendo de grande toxici-
dade, levando ao encerramento da terapia.®
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Tentou-se o transplante de MO por técnicas convenci-
onais e ap6s a manipulagéo cirdrgica da cavidade medular
6ssea no esforgo de proporcionar um microambiente me-
Ilhor para a medula transplantada. S6 foram descritos su-
cessos ocasionais, e esse procedimento deve ser conside-
rado altamente experimental.» Porém, Harrisson (2004) cita
que é possivel curar alguns pacientes com o transplante, mas
devido a altos riscos de mortalidade relacionados ao pro-
cedimento, essa técnica é realizada somente em pacientes
jovens com um pobre prognéstico.

O transplante de célula hematopoiética alogénica esta
sendo aplicado em pacientes idosos com MP obtendo-se
resultados satisfatérios/estimulantes. E um tratamento com
potencial curativo para os pacientes com doador na familia
(irmaos), mas também para pacientes sem doadores rela-
cionados."

Por ser uma terapia com potencial curativo, os pa-
cientes candidatos ao transplante devem fazé-lo antes
de desenvolverem risco. Ahora ideal para o transplante
permanece indeterminada, porém os estudos sugerem
que os melhores resultados séo obtidos no inicio da do-
enga.®

O transplante de células-tronco é uma opg¢éo nos pa-
cientes jovens,' no entanto, a maioria cursa a doenga em
idade avancada.

A talidomida também vem sendo usada como uma
alternativa no tratamento da mielofibrose.?2% Seu exato
mecanismo de agdo ainda ndo é conhecido, mas as hip6-
teses incluem uma diminuigdo dos niveis do fator de
necrose tumoral (TNF), a inibicdo da interleucina 12 e pro-
ducéo e coestimulagao de linfécitos CD18. Estudos mos-
tram que a talidomida tem propriedades antiangiogénicas,
provavelmente por bloquear a acdo de potentes fatores
angiogénicos como o FGF- e o VEFG.?

ESTUDOS FUTUROS

A grande expressao de PDGF contribui para o de-
senvolvimento de doencas e ajuda a desenvolver antago-
nistas especificos para o PDGF. Esses agonistas incluem
anticorpos bloqueadores ou anticorpos mais evoluidos con-
tra as isoformas de PDGF ou receptores de PDGF, bem
como receptores kinases inibidores de baixo peso mole-
cular para PDGF.

Os antagonistas seletivos de PDGF podem ser utili-
zados em modelos pré-clinicos, assim como, em tratamento
de pacientes, tém impulsionado pesquisa para o desen-
volvimento do PDGF em algumas doengas como arterios-
clerose, desordens fibroticas e desordens malignas cau-
sadas pela ativacdo autécrina e paracrina de receptores
de PDGF.("™ Dada a complexidade do processo
patogénico da MP, propostas alvo necessitam envolver vias
ou agentes multiplos.
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Abstract

The primary myelofibrosis (MP) is a chronic myeloproliferative disorder
characterized by hyperplasia and marrow fibrosis. The characteristic
Fibrosis of this is related to the release of hematopoietic growth factors,
among them the derived factor plaquets (PDGF), that stimulates the
proliferation of fibroblasts, with subsequent deposit of collagen and
reticulin fibers. The development of collagen fibers in the place of
normal hematopoietic tissue is responsible for the majority of symptoms
ofthe disease: fatigue, anemia, abdominal obesity, weight loss, muscle
and bone pains, others. Hepatosplenomegaly and the existance of a
tumor in the left handle are the most reported physical findings. The
hematologic abnormalities are variable and are consequence of a
anatomical disorder of MO and partly to extramedullary hematopoiesis
with mild anemia. There is the need for a bone marrow biopsy to elucidate
the fibrosis, since, in most cases, the aspiration of the MO results in
a dry puncture. The histopathology exam show us an increase in fibrillar
reticulin, collagen and fibroblasts. Laboratory diagnosis is mainly based
on alterations in the hemogram, mielogram, and histopathologic exam
of the patient’s MO. The changes in serum, the presence of
chromosomal abnormalities and the existance of myeloid metaplasia
help in the diagnosis. The treatment of the disease is palliative, and
there is no known therapy capable of inhibiting the fibrotic process.
Thus, the treatment is directed at specific complications of the disease,
in order to reduce the symptoms and improve the quality of life of the
patient.

Keywords
Myelofibrosis; myeloproliferative; extramedullary hematopoiesis
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Prevencao do cancer de pancreas: uma atualizacao
Pancreas cancer prevention: an update

Raquel Cardoso de Souza’
Marilia Mainard Beran Mastrocola’

Resumo

O cancer de pancreas é um dos canceres de menor incidéncia e de maior mortalidade,
devido principalmente a dificuldade de diagndstico e ao mau prognédstico. Tendo em vista a
dificuldade de tratamento, remiss@o e cura desta neoplasia, o objetivo deste trabalho foi
realizar uma reviséo bibliografica com o intuito de apresentar os principais tipos de canceres
de pancreas, bem como as principais dietas que podem contribuir para o desenvolvimento
desta doenca, além de apresentar as principais ferramentas diagnésticas para detecgéo
deste tipo de cancer. Diferentes padrdes alimentares ja vém sendo relacionados ao surgimento
do cancer, principalmente aqueles que acometem os sistemas gastrointestinais. Paises
com dietas ricas em proteinas, gorduras e carboidratos apresentam altos indices de cancer
de pancreas entre a populagéo que é cometida por algum tipo de cancer. Este trabalho serve
como um alerta para a sociedade, seja ela cientifica ou nao, pois busca esclarecer que o
melhor tratamento para esta doencga é a prevengéo com a adogao de habitos alimentares

Pancreas; neoplasia; prevengao

Franciele Pereira?
Patricia Haas?®
mais saudaveis.
Palavras-chave
INTRODUCAO

O cancer de pancreas € uma doenga com mau prog-
nostico, sendo considerado talvez como uma das
neoplasias mais agressivas e fatais. Considerando a sua
alta incidéncia e elevada letalidade, muitos esforgos vém
sendo realizados em busca da identificacdo de fatores de
risco e genéticos que possam estar implicados e de re-
cursos terapéuticos que possam alterar esse quadro.("

O risco de se desenvolver o cancer de pancreas au-
menta ap6s os 50 anos de idade, principalmente na faixa
entre 65 e 80 anos, havendo uma maior incidéncia no sexo
masculino, sendo raro antes dos 30 anos e aumentando
com o avanco da idade: de 10/100 mil casos entre 40 e 50
anos para 116/100 mil entre 80 e 85 anos, conforme a Ta-
bela 1. A maioria vai sucumbir a sua doenga dentro de
um ano apo6s o diagnéstico, com uma taxa de sobrevida
global em cinco anos ocorrendo em apenas 5% — um re-
sultado que néo alterou significativamente desde a déca-
da de 1970. A grande maioria (80% ou mais) dos casos
de cancer de pancreas é diagnosticada ap6s o cancer se
espalhar para os linfonodos regionais ou metastases mais
distal.®

MATERIAL E METODOS

Este trabalho apresenta-se na forma descritiva e
delineada a partir de uma reviséo bibliografica nas bases
de dados, no periodo de abril a junho de 2010. Primeira-
mente, fez-se uma busca de reconhecimento em sitios de
pesquisa na rede mundial de computadores (ScienceDirect,
Scopus, SciELO, ScienceFinder, PubMed, DATASUS).

A pesquisa foi baseada nas palavras do dicionario
médico para termos (MeSH), descritores e operadores
booleanos. A primeira pesquisa foi conduzida da seguinte
forma: [(cancer e alimentos), and (Cancer de pancreas) and
(Cancer de pancreas e alimento) and (habitos alimentares
e cancer)]. As pesquisas nos bancos de dados subsequentes
foram ajustadas de acordo com as especificacdes neces-
sarias para os bancos de dados, mantendo semelhantes
palavras no processo de busca.

ANATOMIA E FISIOLOGIA PANCREATICA

O péancreas humano é a maior glandula digestiva do
corpo caudal ao estdmago e oposto ao figado, ao longo do
trato intestinal, justapondo-se a varios vasos sanguineos,

'Farmacéutica Bioquimica — Universidade Federal de Santa Catarina Campus Ararangué (UFSC) — Ararangué-SC, Brasil.
2Académica de fisioterapia — Universidade Federal de Santa Catarina Campus Ararangua (UFSC) — Ararangua-SC, Brasil.
SProfessora. Universidade Federal de Santa Catarina Campus Ararangué (UFSC) — Ararangué-SC, Brasil.

Instituigdo: Universidade Federal de Santa Catarina Campus Araranguéa (UFSC) — Araranguéa-SC, Brasil.

Artigo recebido em 05/07/2011
Artigo aprovado em 15/02/2016

18

RBAC.2019;51(1 supl.1):S18-23



Prevengéo do cancer de pancreas: uma atualizagéo

incluindo a aorta, a veia cava inferior, a veia e a artéria
mesentéricas superiores, mantendo contado direto com as
veias portal e esplénica.”» Anatomicamente, o pancreas
pode ser dividido em subunidades multiplas chamadas
acinos, células exocrinas que secretam enzimas digestivas;
ilhotas de Langerhans (células endécrinas), que secretam
insulina, glucagon e outros horménios; e ductais que, junta-
mente com o suprimento de sangue, se coordenam para
regular o equilibrio nutricional.®)

A funcéo exécrina do pancreas é executada por célu-
las acinares que segregam enzimas digestivas e outros com-
ponentes ndo enzimaticos do duodeno. O suco pancreatico
é secretado mais abundantemente em resposta a presen-
ca de quimo nas porgdes superiores do intestino delgado,
e as caracteristicas do suco pancreatico séo determinadas,
em parte, pelos tipos de alimentos existentes no quimo.®

A funcdo endécrina do pancreas é executada pelas
ilhotas de Langerhan, que sdo agrupamentos de células,
compactos e esféricos, que se espalham por todo o tecido
exocrino mais abundante. Eles consistem de quatro tipos
diferentes de células que segregam horménios para o san-
gue, tendo como fungéo controlar a homeostase da glicose.®
O fendtipo celular dos tumores pancreaticos reflete aproxi-
madamente trés tipos celulares encontrados no pancreas
normal humano: células ductais dos grandes ductos e
ductulares/centroacinares, células acinares (pancreas exo-
crino) e células endécrinas (pancreas endocrino).®

Cancer de pancreas endocrino

O cancer de pancreas endécrino é pouco comum e
acomete as ilhotas de Langerhans, sendo pertencente ao
grupo das neoplasias neuroenddcrinas.” Os tumores
neuroendoécrinos do pancreas sao notaveis pela capaci-
dade de secretar hormonios diversos na circulagao san-
guinea, causando, assim, de acordo com o tipo e a quan-

tidade do horménio produzido, sindromes caracteristicas

(Tabela 1).

Cancer de pancreas exoécrino

E uma patologia que acomete a porgédo exdcrina do

pancreas (aproximadamente 80% do 6rgédo).® Os tumores

do pancreas exocrinos sao classificados histologicamente
em: benignos (cistadenoma seroso, cistadenoma mucinoso

e adenoma mucinoso intraductal), tumores de potencial in-

certo (neoplasia cistica mucinosa com displasia moderada,
neoplasia mucinosa papilifera intraductal com displasia

moderada e neoplasia sélida pseudopapilifera) e malignos

(descritos na Tabela 2).

CANCER E PADROES ALIMENTARES

Ha varias evidéncias de que a alimentacdo tem um
papel importante nos estagios de iniciagdo, promocéo e
propagacao do cancer, destacando-se entre outros fatores
de risco.® Desta forma, o conceito de que a alimentagao e

o estado nutricional podem influenciar o cancer tem desper-

tado o interesse de estudiosos ha muito tempo, porém, um

maior interesse pelas causas nutricionais do cancer come-

cou apenas a ocorrer a partir das décadas de 1960 e 1970,
caracterizadas pelo aumento substancial no consumo de

gorduras, carnes e bebidas alcodlicas, bem como pelo de-

créscimo no consumo de frutas e cereais."?

Em paises como os Estados Unidos, onde a dieta é

rica em carboidratos, gorduras e carne vermelha,!" o can-
cer de pancreas apresenta elevada incidéncia, como rela-
tado pelo estudo de Lowenfels e colaboradores em 2002.

(12)

Outras pesquisas em paises como Holanda, Uruguai, Ar-

gentina, Brasil, Italia e Espanha apontam a ingesta de car-

ne como um fator relevante no desenvolvimento de tal

neoplasia.™

Tabela 1 - Tumores neuroendécrinos do pancreas, horménios secretados e sindromes

Tumor Produto secretado Sintomas na sindrome

Insulinoma Insulina Hipoglicemia, disturbios neurolégicos

Glucagonoma Glucagon Diabetes, rash cutaneo, estomatite

Gatrinoma Gastrina Dor abdominal, ulceras, diarreia, sangramento gastrointestinal

Somatostatinoma Somatostatina

Ppoma Polipeptideo pancreatico
Vipoma Polipeptideo intestinal vasoativo
ACTHoma ACTH

Carcinoide Serotonina

Carcinoma misto
(ductal/endécrino)

Raro, qualquer peptideo anteriormente

Diabetes, esteatorreia, acloridria

Altas taxas séricas de polipeptideo pancreatico, mas clinicamente
silencioso

Diarreia aquosa, hipocalemia, acloridria. Quando completa, a sindrome
é conhecida como sindrome de Verner-Morrison

Sindrome de Cushing (obesidade, fraqueza muscular, intolerancia a
glicose e hipertenséo)

Sindrome carcinoide (diarreia e flushing)
Progndstico ndo estabelecido. Diferenciacdo ductal em 25%-30% das

mencionado, associado ao componente ductal células. Estes tumores podem ser classificados segundo o padrdo TNM

Fonte: Costa OL, et al. (2002)
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Tabela 2 - Tumores malignos do pancreas exécrino

Tumores malignos

Caracteristicas

Adenocarcinoma ductal

Tumores cisticos
mucinosos

Tumores mucinosos
intraductais

Tumores cisticos
serosos

Responsavel por mais de 90% das neoplasias do pancreas. Cerca de 80% dos adenocarcinomas acometem
pessoas entre os 60-80 anos. O sexo masculino, a ascendéncia judaica asquenaze e a etnia negra contribuem
com chance 2 vezes maior quando comparados a pacientes sem estas caracteristicas demograficas. Este tipo
metastam-se precocemente para os linfonodos regionais (90%) e para os linfonodos mediastinais e supra-
claviculares.®

Representam aproximadamente 2% a 5% dos tumores do pancreas. O seu diagnéstico é feito entre a quinta
e sétima década de vida, em geral secundario a investigagéo de sintomas pouco especificos como a
epigastralgia, ou pela origem de sintomas compressivos abdominais, e acometem mais frequentemente as
mulheres que os homens.?

Acometem, na sua maioria, mais homens na sexta década de vida. Trata-se de neoplasias revestidas por
epitélio colunar produtor de mucina, porém, em vez de formarem cistos ndo comunicantes com o sistema
ductal normal do érgéo, originam estruturas vegetantes de aspecto papilifero dentro da luz de grandes ductos
pancreaticos, com dilatacdo destes.®

Constituem neoplasias epiteliais cisticas que se originam das células ductulares/centro-acinares, ricas em
glicogénio. A grande maioria corresponde a tumores benignos, representando 1% a 2% dos tumores de
pancreas exdcrino. Comprometem mais comumente individuos do sexo feminino (70%) na sexta década de
vida. Localizam-se mais frequentemente no corpo e cauda do pancreas (50% a 70%)"

Carcinoma de células
acinares

O carcinoma de células acinares representa aproximadamente 1% dos tumores do pancreas exdcrino. Com
poucas excegdes, o carcinoma de célula acinar ocorre durante a quinta e sétima décadas de vida. As células

tumorais produzem enzimas pancredticas que, ocasionalmente, podem circular sistemicamente e causar
poliartrite e necrose de gordura subcutanea.®”

Tumores sélidos
pseudopapiliferos

Trata-se de um grupo de neoplasias raras, de origem indeterminada, na maioria dos casos benignas, que
comprometem preferencialmente mulheres adolescentes ou jovens que tém bom prognéstico. Muitas vezes

séo assintomaticas e ndo ha elevagédo de marcadores tumorais séricos.®

Pancreatoblastoma

O pancreatoblastoma é uma neoplasia comumente encontrada em criangas e jovens. O tumor possui

diferenciagdo acinar, contém ninhos de células escamosas e, ocasionalmente, apresenta grupos de células

neuroenddcrinas.®

CANCER DE PANCREAS - PRINCIPAIS CLASSES
DE ALIMENTOS CARCINOGENICOS

Proteinas: No grupo das proteinas, as de origem ani-
mal sdo as mais frequentemente relacionadas com o au-
mento do risco para cancer pancreatico.'” As carnes, prin-
cipalmente as vermelhas, contém inUmeros carcinégenos,
como as aminas heterociclicas, hidrocarbonetos aromati-
cos policiclicos e compostos N-nitrosos formados endoge-
namente ou durante o processamento em altas temperatu-
ras.("®

As aminas heterociclicas encontram-se entre as subs-
tancias mutagénicas conhecidas mais potentes, causando
tumores em animais de experimentagao. Sdo metabolizadas
pelo citocromo P-450 dos microssomos hepaticos em
mutagénicos ativos, as N-hidroxilaminas, as quais sédo con-
vertidas em compostos capazes de se unir a guanina, afe-
tando a replicacdo e a transcricdo do DNA; ja a toxicidade
dos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos se da pela for-
macéao de produtos intermediarios reativos, responsaveis
pelos efeitos carcinogénicos.'® Os alimentos altamente
proteicos aumentam a secrecédo de colecistoquinina, que
poderia estar relacionada ao desenvolvimento de cancer de
pancreas."

Segundo Mochizuki,'"” uma dieta rica em proteina pode
estimular a liberagcédo de colecistoquinina uma vez que a
presenca de grande quantidade de tripsina na luz intestinal

20

estimula a sua produgcédo podendo causar hiperplasia e
hipertrofia das células acinares pancreaticas.

Gorduras: O papel do lipidio na carcinogénese pode
variar de acordo com a origem e composi¢éo. Acredita-se
que a elevada ingestao de gordura promove aumento na
producédo de acidos biliares, que sdo mutagénicos e
citotoxicos.® No aquecimento excessivo das gorduras,
como na fritura de alimentos, formam-se produtos téxicos
ou cancerigenos, entre os quais acroleina e peréxidos. Isso
ocorre porque temperaturas elevadas aceleram os proces-
sos oxidativos e de degradacgao dos lipidios. No processo
de fritura, trés componentes séo responsaveis pelas mu-
dancas ocorridas na estrutura dos lipidios: umidade do ali-
mento (promove hidrélise dos triglicerideos), contato do
6leo ou gordura com o oxigénio (promove alteracdes
oxidativas) e alta temperatura do processo, aproximada-
mente 180°C.(1®

Aclcares: Os polissacarideos, assim como as gor-
duras, retardam o esvaziamento gastrico promovendo a ele-
vacao dos niveis de colecistoquinina, gastrina e secretina,
ja que a presenca de alimentos na cavidade estomacal fun-
ciona como estimulo para a secre¢éo destes horménios pelo
pancreas. Alguns autores tém investigado se o consumo
elevado de certos polissacarideos — presentes em paes,
cereais e massas — predispdem ao cancer de pancreas.(®
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Aingestao elevada de dissacarideos, como a sacarose, tem
sido fortemente associada a neoplasia de pancreas. Die-
tas com elevada ingestéo de acgucar leva a hiperinsulinemia,
que pode ser carcinogénica por alterar o ciclo celular.™

DIAGNOSTICO DO CANCER DE PANCREAS

O cancer de pancreas é de dificil diagnéstico devido a
sua localizagdo, dentre outros aspectos. Como menciona-
do anteriormente, este 6rgéo localiza-se entre o estémago,
figado e intestino, areas extremamente irrigadas por vasos
sanguineos que facilitam sua disseminacéo. Além disso, a
auséncia de sintomatologia clinica torna o diagnéstico pre-
coce raro.™ Um estudo realizado em 2002, por Costa et
al.,? apresentou as dificuldades quanto ao diagnéstico, ava-
liagéo prognéstica e conduta em sete pacientes portadores
de tumores neuroendoécrinos do pancreas. O estudo relatou
diferentes manifestacdes clinicas nos pacientes, indo des-
de a auséncia de sintomas (o mais comum), passando por
sintomas inespecificos, como fraqueza muscular, perda de
peso, vomito, diarreia, chegando a dores epigastricas e na
area superior do abdome.

O diagnéstico do cancer tem evoluido consideravel-
mente nos Ultimos anos, tal fato apresenta relevancia ainda
maior quando atrelado ao cancer de pancreas, pois o prog-
noéstico ruim torna a detecgéo primaria da doenga uma das
poucas alternativas de vida para os pacientes. Sendo as-
sim, o diagnéstico diferencial de tumores no pancreas pos-
sibilita a tomada de decisdo na conduta do tratamento da
doenga. Machado et al.?" exemplifica esta afirmacéao atra-
vés do diagnéstico de imagem (ressonancia nuclear mag-
nética, tomografia computadorizada e ultrassonografia) para
a diferenciacdo de cistoadenomas serosos e mucinosos. O
tipo mucinoso exibe um potencial de maior malignidade
enquanto que os cistoadenomas do tipo serosos séo consi-
derados benignos sem tendéncia a malignizacéao, permitin-
do uma maior racionalizacéo terapéutica.

O diagnéstico porimagem dos diferentes tipos de can-
cer de pancreas tem sido uma ferramenta util, entretanto o
estagio da doenca é um fator determinante para o resultado
fidedigno. Isto porque em situacdes patolégicas que envol-
vem adenocarcinoma, o diagnoéstico porimagem nas fases
iniciais da doenga néo é possivel. Técnicas como tomografia
computadorizada e ressonancia magnética ndo conseguem
detectar tumores menores que 1 cm, sendo detectavel ape-
nas quando a massa tumoral € maior que 1 cma2cm.Uma
alternativa complementar a tomografia computadorizada e
ressonancia magnética é a ecoendoscopia, sendo consi-
derada atualmente o padrédo ouro no diagnéstico de neopla-
sias cisticas primarias do pancreas.® Esta técnica fornece
a morfologia das lesdes, possibilitando, por meio de pun-
¢ao guiada em tempo real, a colheita de material para avali-
acao citolégica e dos marcadores tumorais.
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Em paralelo ao diagnéstico de imagem esta o diag-
nostico laboratorial, que é uma pecga chave na elucidacao
de casos como os abordados por Sa et al.,®® onde a do-
sagem das enzimas pancreaticas — amilase: 2.847 U/L (va-
lor normal: 25 a 125 U/L) e lipase: 280 U/L (valor normal: 2
a 18 U/L) — direcionaram a investigacéao clinica para uma
patologia pancreatica, o que foi confirmado pelo diagnés-
tico de imagem e por biopsia. As dosagens laboratoriais
rotineiras dao suporte a uma investigacao laboratorial mais
especifica, como, por exemplo, os marcadores tumorais,
normalmente dosados quando ha suspeita de um tumor. A
existéncia de um Unico marcador tumoral que permita o
diagnéstico de cancer de pancreas é pouco provavel. Al-
gumas pesquisas tém avaliado os diferentes marcadores
tumorais apresentando-se pouco conclusivas,® pois, até
o momento, o papel dos marcadores tumorais é limitado.
Segundo Ardengh et al.,(' nenhum marcador demonstrou
ser Util na avaliagdo de uma populagéo assintomatica. Con-
tudo, estudos como os realizados por Ma Z et al.®®® apon-
tam que a dosagem dos marcadores tumorais no soro é
um método de diagnédstico efetivo e néo invasivo, ou, ain-
da, uma ferramenta para o prognoéstico do cancer de pan-
creas.

MARCADORES TUMORAIS

Os principais marcadores tumorais relacionados ao
diagnéstico de neoplasias pancreaticas sdo o CA 19-9,(%9
um antigeno glicoproteico que foi definido a partir do meio
de cultura celular da linhagem de cancro colorretal de ra-
tos, o CEA (Antigeno Carcinoembrionario), uma glicopro-
teina soluvel que tem sido relatado por ser bastante eleva-
do em pacientes com cancer do trato digestivo, e o CA
242, que esta associado a glicoconjugados expressos em
mucina e predominantemente encontrado no soro de pa-
cientes com cancer de pancreas.?¥ Como nédo houve
avanco importante nos ultimos anos na busca de um novo
antigeno especifico para a caracterizagdo do cancer pan-
creatico, a busca por testes laboratoriais de diagnéstico
em um estagio inicial da doenga mudou. Acombinacéo de
marcadores tumorais passou a ser utilizada, superando as
deficiéncias do uso de marcadores simples e, assim, me-
Ihorando a sensibilidade e especificidade do teste. No es-
tudo realizado por Ma Z. et al.,® os resultados demonstra-
ram que uma combinag¢do de marcadores tumorais pode
aumentar a eficacia diagnostica quando comparada a
deteccdo do marcador Unico. Apesquisa revelou uma me-
Ihora significativa na sensibilidade do diagnéstico por meio
da combinacdo de CA19-9 e CEA, porém nao aplicado a
especificidade (Tabela 3).

Globalmente, o uso de uma associacdo dos dois
marcadores, CA19-9 e CEA, poderia melhorar a eficacia
diagnéstica em cancer de pancreas e como também ser de
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grande importancia na selecdo dos grupos de alto risco
para o diagnoéstico precoce. Existem ainda outros
marcadores disponiveis para o diagnéstico do cancer de
pancreas, entre eles o CA 50, o Span-1, o Dupan-2 e CA
125 mesotelina.?¥

Tabela 3 - Sensibilidade e especificidade dos marcadores no
diagndstico do cancer pancreatico

Marcadores Sensibilidade (%) Especificidade
CEA 45 75
CA 19-9 80 43
CA 242 60 76
CEA+CA+ 19-9 37 84
CEA+CA 242 30 92
CA19-9+CA 242 59 77
CEA+CA19-9+CA242 29 96

Fonte: Ni XG, et al. (2004)

CONSIDERAGOES FINAIS

Os avancgos no diagnéstico de cancer de pancreas
mostraram-se de grande valia quando relacionados ao
prognéstico de sobrevida dos pacientes. Entretanto, mes-
mo com o desenvolvimento de técnicas que possibilitem o
diagnéstico precoce, os tumores pancreaticos ainda se
mantém entre os piores tipos de canceres, devido a sua
alta agressividade e dificil tratamento. Porém, é preciso
entender que mesmo com toda a tecnologia empregada
no desenvolvimento de técnicas mais elaboradas, sensi-
veis e especificas, a remissdo da doenca fica associada
a acdes preventivas, como a adog¢éao de habitos alimenta-
res mais saudaveis. Portanto, o trabalho buscou enfatizar
que os maus habitos alimentares podem ser um fator im-
portante para o surgimento do cancer de pancreas e pode
ser evitado.

Abstract

Pancreatic cancer is one of the smallest cancers incidence and
mortality, this due the difficulty of diagnosis and poor prognosis. In
view of the difficulty of treatment, remission and cure this neoplasm
the aim of this study was to conduct a literature review in order to
present the main types of pancreas cancers as well as the main diets
that can contribute to the development of this disease as well as
presenting the main diagnostic tools for the detection of this type of
cancer. Different food standards are already being linked to the
emergence of cancer, particularly those that affect the gastrointestinal
systems. Countries with diets rich in protein, fats and carbohydrates
present high rates of pancreatic cancer among the population that is
committed by any type of cancer. This work serves as a warning to
society whether or not scientific because it seeks to clarify that the
best treatment for this disease is prevention, with the adoption of
healthier eating habits.

Keywords
Pancreas; neoplasm; prevention
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INTRODUCAO

Resumo

A glicemia de jejum é o método mais utilizado no diagnéstico da diabetes e da HbA,  para
avaliagéo do controle glicémico do paciente. O objetivo deste trabalho foi correlacionar as
dosagens de glicemia de jejum com os valores de HbA, . Foram avaliados 360 pacientes,
atendidos no Laboratério de Andlises Clinicas do Hospital Universitario de Dourados-MS. A
glicemia e a HbA, foram dosadas em equipamento automatizado Metrolab 2300 plus
(Wiener). AHbA, foi dosada pela metodologia de imunoturbidimetria (método certificado
pelo NGSP). Os pacientes foram divididos em: grupo 1 - com HbA'® e glicemia de jejum
dentro dos valores de referéncia; grupo 2 - HbA,  dentro dos valores de referéncia e glicemia
de jejum acima dos valores de referéncia; grupo 3 - HbA, acima dos valores de referéncia e
glicemia de jejum dentro dos valores de referéncia; e grupo 4 com HbA, e glicemia de jejum
acima dos valores de referéncia. Dos pacientes analisados, 80 apresentam glicemia normal
(81,1£12,2 mg/dL); 277 apresentaram glicemias alteradas (171,3 + 59,1 mg/dL); 18 apre-
sentaram HbA, dentro da faixa terapéutica (6,76x0,5%) e 342 apresentaram HbA, acima
dos valores de referéncia (9,25£1,28%). A glicemia de jejum e a HbA, apresentaram uma
correlagao elevada (r= 0,7886) e a HbA, deve ser utilizada no diagndstico dos pacientes
diabéticos, pois permite ampliar o diagndstico dos pacientes em 18%, sendo que este
resultado é determinante na conduta médica para estes individuos.

Palavras-chave
Diabetes; hemoglobina glicada; glicemia de jejum; controle glicémico

com que a hemoglobina do interior da hemacia fique ex-
posta as concentragdes de glicose semelhantes as con-

Por décadas o diagnostico da diabetes tem sido ba-
seado na glicemia de jejum, na glicemia pés-prandial e no
teste oral de tolerancia a glicose (TOTG). O grau de contro-
le glicémico no paciente diabético tem sido comumente ava-
liado através da glicemia de jejum e através da determina-
¢ao da hemoglobina glicada (HbA, ). A glicemia de jejum é
o método mais utilizado na avaliagéo do controle glicémico
e reflete os valores de glicemia no momento da dosagem.
Como a glicemia sofre uma grande variabilidade durante o
dia, este método é pouco sensivel para a avaliagédo do perfil
da glicemia plasmatica do paciente."

Ja a avaliagéo da HbA, permite um acompanhamen-
to da possivel média da glicemia do paciente, pois a
hemacia, que é extremamente permeavel a glicose, faz

centragdes de glicose plasmatica, sofrendo a hemoglobina,
assim, um processo de glicagdo. AHbA, acumula-se den-
tro das hemacias, sendo originada da ligagcéo da glicose
ao aminoacido valina N-terminal da cadeia beta da
hemoglobina A, sendo esta uma reagédo nao dissociavel
no processo de génese da HbA, , observando-se a forma-
¢do de uma base de Schiff denominada de aldimina ou
pré-A,..2¥ AHbA _ representa aproximadamente 80% da
fracdo das hemoglobinas A1, as outras fracdes da
hemoglobina A1 originam-se da ligacédo de outros elemen-
tos a porgédo valina N-terminal da cadeia beta da hemo-
globina A. Quando o processo de glicagdo ocorre em ou-
tros pontos da cadeia beta e na cadeia alfa, origina-se a
molécula de hemoglobina glicada Ao. O somatério de to-
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das as fragdes da hemoglobina A1 e Ao resulta na chama-
da hemoglobina glicada total. O ritmo de formacéao desse
composto é diretamente proporcional a concentragdo de
glicose plasmatica, sendo que esta molécula pode disso-
ciar-se ou formar uma cetoamina estavel, ndo mais disso-
ciavel, agora denominada de HbA .

Em um individuo nao diabético, cerca de 4% a 6% do
total da hemoglobina apresenta-se glicada, enquanto que,
no diabético com descontrole acentuado, esta porcentagem
pode atingir concentracdo duas a trés vezes acima do valor
de referéncia. Uma vez obtido o controle da glicemia, os
niveis de HbA, podem voltar a normalidade.®®

Os valores da HbA, refletem a concentragdo média
da glicemia sanguinea pelo periodo de dois a trés meses
antes do exame, fornecendo informacdes para avaliar o tra-
tamento do paciente diabético, além de rastrear o controle
da glicose sanguinea dos pacientes diabéticos.® Estudos
cinéticos da formag&o da HbA, sugerem que a reagéo de
glicagcdo da hemoglobina é uma reacao de primeira ordem
e ocorre em condi¢gdes de equilibrio, sendo o tempo reque-
rido para se alcangar um ponto médio entre o valor inicial e
um novo valor constante, em torno de 30 a 35 dias.(”

Com as novas diretrizes adotadas pela Associacao
Americana de Diabetes (ADA),® os niveis de HbA, podem
ser considerados como um critério de diagnéstico, e traba-
Ihos mais recentes sugerem que pacientes que apresen-
tam niveis elevados de HbA, tendem a apresentar com
maior frequéncia complicagdes resultantes do diabetes
mellitus (DM) no futuro. A grande vantagem da HbA,_esta
no fato de que ela ndo sofre grandes flutuagées como a
glicose plasmatica e esta diretamente relacionada ao risco
de complicagées em pacientes com DM tipo 1 e tipo 2.¢)

AADA nao recomendava o uso da HbA,_para o diag-
noéstico da diabetes, em parte devido a falta de padroniza-
cao dos testes; agora, com a padronizacédo dos teste e a
certificacdo destes testes pelo National Glycohemoglobin
Standardization Program (NGSP) e pelo Diabetes Control
and Complications Trial (DCCT), fica garantida a uniformi-
dade dos resultados. Tanto que a ADA orienta que, se o va-
lor de HbA1c for de 5,7% a 6,4%, estes valores ja podem
identificar os pacientes com alto risco de desenvolver DM,
e o termo pré-diabéticos pode ser aplicado para estes pa-
cientes; ja valores acima de 6,5% associados a outros cri-
térios podem diagnosticar o paciente como diabético.
Com a adocéo destes novos valores, os valores de refe-
réncia tradicionais deverao ser repensados e novos diag-
noésticos de diabetes serdo feitos com base nestes novos
parametros. AADA também propde um calculo para, atra-
vés da HbA , chegar a glicemia média dos pacientes e
assim ter-se uma ideia mais fidedigna do perfil glicémico
médio deste paciente (Glicemia média = (28,7 x HbA, ) —
46,7).® Recentemente, a Sociedade Brasileira de Analises
Clinicas (SBAC) sugeriu, em nota, que os laboratérios de
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analises clinicas acrescentassem o valor da glicemia mé-
dia associada ao valor da HbA  nos seus laudos, melho-
rando assim o controle dos pacientes com DM.

Com base nos estudos do UKPDS (United Kingdom
Prospective Diabetes Study), estabeleceu-se que os ni-
veis de HbA, acima de 7% est&o associados a um risco
maior de complicagdes cronicas. Por esta razéo, o inicio
do tratamento deve ser implementado quando o valor de
HbA,_for superior a 7%, sendo este valor um limite superi-
or aceitavel para um paciente com DM bem controlado.
Vale ressaltar que, para a ADA, também valores inferiores
a 7% ja sao considerados um bom controle para pacien-
tes adultos sem complicag6es, mas o valor de 8% de HbA,
é indicado como meta de tratamento para pacientes ido-
sos, com outras complicagdes associadas e quadros gra-
ves de hipoglicemia.®810

Ocorre uma complexa relagédo entre a glicemia e a
HbA, , pois ndo s6 a glicemia média influencia na glicagéo,
mas também os picos glicémicos que ocorrem no pos-
prandial sdo responsaveis por grande parte da glicacdo da
HbA,_ e estes picos glicEmicos tém relagéo direta com os
indices glicémicos dos alimentos ingeridos pelo paciente,
tornando assim a relagéo da glicemia com a glicagéo da
hemoglobina algo muito complexo. Estudos em pacientes
com DM do tipo 1, indicam que, para cada 1% de variagao
da HbA, , ocorre uma variagéo de 35 mg/dL da glicemia.
Em pacientes com DM do tipo 2, a relagdo entre glicemia e
HbA, parece ser ainda mais complexa devido aos varios
niveis diferentes de sensibilidade a insulina que estes paci-
entes apresentam. Em geral, os niveis glicémicos apresen-
tam uma correlagéo menor com a HbA,  nos pacientes com
DM tipo 2 do que em pacientes com DM tipo 1, podendo
trazer assim maior dificuldade para avaliacado das variagdes
dos niveis glicémicos e monitoramento de pacientes com
DM tipo 2.7

O objetivo deste trabalho foi avaliar os valores de
glicemia de jejum e HbA, dos pacientes com DM tipo 2,
correlacionando as dosagens de glicemia de jejum com os
valores de HbA _nesses pacientes.

MATERIAL E METODOS

Caracterizacio e recrutamento da amostra

Foram selecionados 360 pacientes com diagnéstico
de DM do tipo 2, de ambos os sexos e que faziam seu
controle glicémico (glicemia de jejum e HbA, ) no Labora-
torio de Analises Clinicas do Hospital Universitario da Uni-
versidade Federal da Grande Dourados (HU-UFGD) de
Dourados-MS. Os pacientes foram orientados sobre a
pesquisa e assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE). Este estudo foi aprovado pelo Comi-
té de Etica do Centro Universitario da Grande Dourados
(UNIGRAN) niimero 160/07. Os pacientes foram divididos
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em quatro grupos: grupo 1 —com HbA__e glicemia de jejum
dentro dos valores de referéncia; grupo 2 — HbA, _ dentro
dos valores de referéncia e glicemia de jejum acima dos
valores de referéncia; grupo 3 — HbA, acima dos valores
de referéncia e glicemia de jejum dentro dos valores de re-
feréncia; e grupo 4 com HbA e glicemia de jejum acima
dos valores de referéncia.

Coleta do material

Foram analisadas amostras de sangue obtidas de
pacientes em jejum de 10 horas, sendo coletados, através
de pungéo venosa de veia cubital, aproximadamente 5 mL
de sangue total em tubos a vacuo, contendo anticoagulante
EDTA, e tubo sem anticoagulante para separacéao do soro
humano. A glicemia e a HbA, foram dosadas em equipa-
mento automatizado Metrolab 2300 plus da marca Wiener.
A HbA, foi doseada pela metodologia de imunoturbi-
dimetria (método certificado pelo NGSP) e a glicemia pela
metodologia enzimatica colorimétrica de ponto final, am-
bos os kits comerciais da marca Gold Analisa, sendo con-
siderado como ponto de corte entre valores normais a al-
terados o valor de 7,3% para a HbA _(valor de referéncia:
Bom controle — 6,7% a 7,3%; Controle regular — 7,4% a
9,1%; Controle ruim > 9,1%) e para a glicemia (valor de
referéncia: 65 mg/dL a <100 mg/dL). Como os pacientes
neste estudo ndo foram separados por idade, por compli-
cacOes associadas e ndo sabemos qual o alvo de trata-
mento da HbA, que o médico adotou para o tratamento
destes pacientes, optou-se por manter os valores sugeri-
dos pelo Kit para o bom controle glicémico.

Analise estatistica

Os dados encontrados apresentaram distribuigéo nor-
mal, foram expressos por média + desvio padréo, sendo
utilizados os testes de qui-quadrado (y?), Teste T de Student
e Correlacédo de Pearson. Na avaliacdo, os resultados fo-
ram considerados estatisticamente significativos quando
p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 360 pacientes analisados, 15 apresentaram
HbA, e glicemia de jejum dentro dos valores de referéncia
(grupo 1); 3 apresentaram HbA,_dentro dos valores de re-
feréncia e glicemia de jejum acima dos valores de referén-
cia (grupo 2); 65 apresentaram resultados com HbA, aci-
ma dos valores de referéncia e glicemia de jejum dentro
dos valores de referéncia (grupo 3) e, por fim, 277 (a gran-
de maioria) apresentaram HbA e glicemia de jejum aci-
ma dos valores de referéncia (grupo 4). Estes resultados
indicam que a maioria dos pacientes que apresentaram
glicemia alterada também apresentam a HbA _ elevada,
indicando com isso uma relacdo direta entre a
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hiperglicemia e o aumento da glicacdo da hemoglobina.
Provavelmente, os trés pacientes do grupo 2 que apresen-
taram um glicemia elevada (106, 102 e 102 mg/dL), com
HbA,, dentro dos valores de referéncia, tinham um diag-
nostico precoce e um quadro de diabetes muito inicial; isso
se deve pelo fato de estes pacientes apresentarem ainda
algum controle glicémico, ndo havendo uma glicagédo subs-
tancial da hemoglobina destes pacientes. Comprova-se
assim que a HbA,_dentro dos valores de referéncia rara-
mente ocorre em pacientes com a glicemia acima dos va-
lores de referéncia e, quando isso ocorre, estes valores
s@o bem préximos aos limites de referéncia, como nestes
casos.

Ja o quadro inverso, com HbA,_ elevada e glicemia
de jejum normal, é relativamente comum e foi apresentado
por 65 pacientes, cerca de 18,1% da amostra, seguindo
as regras sugeridas pela ADA,® onde a HbA,_ elevada
deve ser usada como diagnoéstico para a diabetes, e es-
tes pacientes ja seriam considerados diabéticos. Na pra-
tica, infelizmente, a maioria dos pedidos médicos de roti-
na solicita apenas a glicemia de jejum para o diagnéstico
de diabetes, n&o haincluséo da HbA, para o diagnostico;
ela é solicitada, na nossa realidade laboratorial, apenas
para os pacientes ja diagnosticados, para o controle do
tratamento. Esta falta de solicitagdo da HbA, faz com que
ndo sejam diagnosticados 18,1% dos pacientes avaliados,
o0 que representa uma perda muito grande para estes pa-
cientes que deveriam ter sido diagnosticados como dia-
béticos, mas acabaram sendo considerados normoglicé-
micos. As consequéncias do diagnostico tardio para es-
tes pacientes é um atraso no inicio do tratamento para a
DM e o surgimento de varias complicagées associadas a
doenca, tais como: cetoacidose diabética, quadros de
hiperglicemia severos, microlesdes vasculares, neuropatia,
nefropatia e retinopatia, trazendo assim graves sequelas
para estes pacientes no futuro.

Estes pacientes apresentam um controle parcial da
sua glicemia durante os momentos de jejum, que é quan-
do realizamos os exames laboratoriais para verificar o
controle de sua glicemia, mas é durante os momentos de
ingestdo de alimentos que estes pacientes apresentam
seus picos muito altos de glicemia, promovendo uma mai-
or glicacdo da hemoglobina durante estes periodos, levan-
do assim a valores de HbA, acima dos valores de refe-
réncia mesmo com valores de glicemia de jejum normais.
Como o tempo de meia vida de uma hemacia é cerca de
120 dias, s6 havera alteracdes na glicagéo da hemoglobina
meses apas o inicio do aumento da glicemia destes paci-
entes. Elevagdes da HbA,, com glicemia de jejum normal
indicam um descontrole da glicemia de longa data nestes
pacientes.

Ao se utilizar o teste de qui-quadrado para verificar a
associacao entre as duas variaveis (glicemia de jejum e
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HbA, ), chegou-se a um valor estatisticamente significante
(x?=86,5; p<0,001), o que indica a rejeigdo de HO (ndo ha
relagéo entre a glicemia e a HbA, ), aceitando H1, onde
existe uma associacao forte entre glicemia de jejum e
HbA, .

Os valores de glicemia de jejum dos pacientes com
valores normais diferem estatisticamente dos valores de
glicemia alterada (Figura 1). Os 80 pacientes com glicemia
considerada normal (média 81,1 £ 12,2 mg/dL; mediana
82 mg/dL) apresentam um valor médio de HbA, de
8,1+0,97% (mediana 8%). Pelos valores de glicemia, estes
pacientes ndo seriam diagnosticados como pacientes dia-
béticos, mas, ao se utilizar a HbA,, como parametro para
diagnosticos, estes pacientes ja seriam considerados dia-
béticos. Considerando o calculo sugerido pela ADA para
chegar a uma glicemia média, os valores de 8,1% de HbA
destes pacientes sugeririam um valor médio de glicemia de
aproximadamente 185,7 mg/dL, valor este muito préximo
dos valores médios de glicemia de jejum encontrados nos
outros 280 pacientes que apresentaram glicemias altera-
das (média 171,3 £ 59,1mg/dL; mediana 154 mg/dL). Nos-
sos dados s@o corroborados pelos valores encontrados em
estudos realizados pela ADA,® mostrando que este padréo
se repete no mundo inteiro.

350

100 ;

50 4

Glicemia (mg/dL)

Normal Alterada

Figura 1. Valores da dosagem de glicemia de jejum dos pacientes com
DM do tipo 2. Médias * desvio padr&o. * p<0,05 (percentil 25%,75%).

Também é importante frisar que, dentre os pacientes
com glicemias consideradas normais, 12 pacientes (15%)
apresentaram valores compativeis com um quadro de
hipoglicemia e, destes 12 pacientes, 8 (10%) apresenta-
ram eventos hipoglicémicos e ainda assim apresentaram
suas HbA, acima do valor de referéncia estabelecido pela
ADA. Este quadro é preocupante ndo s6 devido as graves
consequéncias da hipoglicemia para os pacientes, como
quedas, acidentes e diminuicdo da capacidade cognitiva,
podendo também mascarar o diagnéstico de um paciente
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diabético. Ja os pacientes com hiperglicemia apresenta-
ram uma ampla variagao dos seus valores como pode ser
observado na Figura 1, sendo que 83 destes pacientes
apresentaram glicemias acima de 200 mg/dL, o que indi-
ca um possivel quadro de diabetes descompensado ou
falta de adesao destes pacientes ao tratamento.

De acordo com Gross et al.,('" quando os pacientes
sédo diagnosticados com o diabetes, estes iniciam diver-
sas modalidades de tratamento para corrigir a hiper-
glicemia, procurando atingir o melhor controle metabélico
possivel, isto é, niveis de glicose em jejum < 100mg/dL ou
HbA, (7% a 8%), que deve ser o limite maximo estabele-
cido pelo seu médico. Devido a isso, estes pacientes se
submetem a intervengdes terapéuticas, como o uso de
hipoglicemiantes orais, insulinoterapia, e até mesmo die-
tas muito rigorosas; consequentemente, até a adequacéao
destes tratamentos para a realidade de cada paciente
podem surgir situacdes que podem levar a quadros de
hipoglicemia.

Cipriano!'? cita que pacientes que tenham glicemia de
jejum >100 e <126 mg/dL ja apresentam um quadro de into-
lerancia a glicose, podendo ser considerados como pré-dia-
béticos, e esta definicdo estd de acordo com as orienta-
¢Oes dadas pela ADA.

Apesar deste critério diagnéstico, estes pacientes
séo considerados saudaveis e passaram a ter uma condi-
céo de pré-diabetes, condi¢cdo que, na maioria das vezes,
precede o diabetes e geralmente ndo causa sintomas.
Existem evidéncias de que mesmo antes da doenca se
manifestar por completo, tanto nas alteragdes da glicemia
ou pelos sintomas caracteristicos, ja ocorrem lesdes micro-
vasculares nos individuos pré-diabéticos, elevando seus
riscos cardiovasculares. Entdo, conhecendo estes riscos,
tanto o médico quanto o paciente podem se empenhar no
tratamento do pré-diabetes, tomando medidas preventivas
para que essa condi¢cdo nao evolua. Estas medidas séo
de baixo custo, geralmente envolvem uma dieta adequada
e balanceada, perda de peso e exercicios fisicos regular-
mente.("®

Na dosagem da HbA, , 18 pacientes apresentaram
valores dentro das metas terapéuticas de HbA , sendo o
valor médio de 6,76 + 0,5% (mediana 7%), com uma ten-
déncia a valores inferiores (Figura 2); ja os 342 pacientes
que apresentaram HbA,_ acima dos valores terapéuticos
obtiveram uma média de 9,25 £1,28% (mediana 9%), com
uma nitida tendéncia a valores elevados (Figura 2). Os va-
lores de HbA,_encontrados no nosso estudo foram seme-
Ihantes aos valores encontrados no estudo citado por
Galizzi," que, com 100 pacientes normais e diabéticos,
encontrou a taxa percentual de 6,86% de HbA, em paci-
entes normais, semelhante aos valores encontrados em
nossos pacientes com a HbA,_ controlada; ja em 47 dia-
béticos do tipo 2, os indices foram 10,9%, também préxi-
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Figura 2. Avaliagdo da hemoglobina glicada dos pacientes com DM do
tipo 2. Médias + desvio padrdo. * p<0,05 (percentil 25%,75%).

mos aos valores encontrados em nossos pacientes diabé-
ticos do tipo 2 com HbA,_alterada (9,25 + 1,28%).

Baseados em dados do DDCT e UKPDS, recomen-
da-se atingir valores de HbA, menores que 7%. Este foi o
valor alcangado pelos pacientes tratados intensivamente nos
ensaios clinicos e no qual ha uma diminuigéo consideravel
das complicagdes cronicas da doenga. A ADA recomenda
que medidas terapéuticas adicionais devem ser implanta-
das quando os valores de HbA, excederem 8%. Devido a
essa ultima recomendagéo, muitos clinicos nédo tratam os
pacientes com diabetes tdo intensamente como deveriam,
e deixam para intensificar o controle glicémico s6 quando
os valores de HbA _ destes pacientes sdo maiores que 8%.
Como os valores de HbA,  encontrados nos nossos pacien-
tes (9,25 + 1,28%) estédo bem acima da meta de 7% preco-
nizada, isso sugere uma falha no tratamento destes pacien-
tes, seja por parte do clinico, seja por falta de adeséo do
paciente.(”)

Na tentativa de correlacionar os valores de glicemia
de jejum com os valores de HbA_, foi utilizada a Correla-
¢do de Pearson (Figura 3), onde se observa uma correla-
cao forte (r= 0,7886) entre estes dois parametros. Nossos
resultados foram semelhantes aqueles encontrados por
Rohlfing et al.,("™ que encontraram uma correlagéo de (r=0,69);
ja Sartori et al."® encontraram uma correlagdo bem menor
(r=0,55) entre a glicemia de jejum e a HbA, . Uma explica-
¢do para a baixa correlagcao da glicemia de jejum com a
HbA,. pode ser o tamanho amostral deste estudo — 53
pacientes — versus 360, em nosso estudo. Esta correla-
¢éo forte entre a glicemia de jejum e a HbA,_so reforga a
necessidade de incluirmos a dosagem da HbA, no
screening para o diagnéstico de diabetes e que a altera-
¢éo da HbA, deve ser utilizada para o diagnostico dos
pacientes.
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Figura 3. Correlacéo da glicemia sanguinea com a hemoglobina glicada
dos pacientes diabéticos; r = 0,7886 (Correlagdo de Pearson).

CONCLUSOES

O diabetes é considerada uma pandemia acometen-
do um grande nimero de individuos de qualquer condigéao
socioecondmica, configurando-se como problema de sau-
de publica, de alta relevancia, visto que sua incidéncia e
prevaléncia vem aumentado expressivamente nos ultimos
anos. No nosso estudo ficou bem claro que a glicemia de
jejum esta diretamente associadas com a HbA, impres-
cindivel no diagnoéstico do paciente diabético, pois sua in-
clusdo nos pedidos de exame de rotina podem permitir o
diagnéstico de 18,1% dos pacientes avaliados que, sem
aHbA,, ficariam sem diagnostico. Neste sentido, deve-se
recomendar sempre a solicitacdo destes dois exames para
o diagnoéstico dos pacientes suspeitos de serem diabéti-
cos e ndo so solicitar estes exames para o acompanha-
mento do tratamento dos pacientes ja diagnosticados,
adotando dosagens periddicas de glicemia de jejum e
HbA, . na populagéo em geral, melhorando assim os indi-
ces de diagnéstico e propiciando um tratamento precoce
para estes individuos.
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Abstract

Fasting glucose is the most widely used method for diagnosing diabe-
tes and HbA,_to evaluation of patient's glycemic control. The aim of this
study was to correlate the fasting glycemia with HbA, values. Were
evaluated 360 patients treated at the Clinical Laboratory of the University
Hospital of Dourados-MS. The fasting glucose and HbA, were analyzed
in automated equipment Metrolab 2300 plus (Wiener). HbA, was
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assayed by immunoturbidimetric methodology (method certified by
NGSP). Patients were divided into. Group 1 — with HbA, and fasting
glucose levels inside the reference values; Group 2 — HbA, within the
reference values and fasting glucose above the reference values; Group
3—HbA, above the reference values and fasting glucose levels inside
the reference values; and group 4 with HbA,_ and fasting glucose levels
above the reference values. In the patients studied, 80 patients have
normal glucose (81,1 £+ 12,2 mg/dL); 277 patients had altered glucose
levels (171,3 £ 59,1 mg/dL); 18 patients had HbA,_ inside the therapeutic
range (6,76 + 0,5%) and 342 patients had HbA, above the reference
values (9,25 + 1,28%). Fasting glucose and HbA,, showed a high
correlation (r = 0.7886) and HbA, should be used in the diagnosis of
diabetic patients because it allows expanding the diagnosis of patients
in 18%, and this result is a determining factor in medical management
for these individuals.
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Diabetes; glycated hemoglobin; fasting glycemia; glycemic control
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INTRODUCAO

Resumo

O objetivo foi avaliar os efeitos do aconselhamento nutricional individual sobre lipides e
lipoproteinas séricas em individuos dislipidémicos apés 3, 6 e 12 meses de tratamento
exclusivamente dietético. Participaram 129 pacientes do Ambulatério de Dislipidemias do
Hospital de Clinicas/ Unicamp, sem uso de farmaco hipolipemiante. Os participantes foram
classificados em trés grupos de acordo com o tempo de seguimento nutricional (3, 6 ou 12
meses). Foram orientados quanto a restricdo de gorduras saturadas ( <7%) e colesterol
(< 200 mg/dia) na dieta. Na hipertrigliceridemia, os carboidratos simples e o consumo de
bebidas alcodlicas foram restritos. A andlise estatistica mostrou redugéo de 16% para o
colesterol total e 19% para o colesterol ndo HDL, apés 3 meses de orientagao dietética.
Com 6 meses, houve reducéo de 13% para o colesterol, 30% para os triglicérides, 9% para
o LDL colesterol e 17% para o colesterol ndo HDL. Apés 12 meses, houve queda de 14%
para o colesterol e 27% para os triglicérides. Nao houve diferencas nas respostas do perfil
lipidico e das lipoproteinas quando se compararam os grupos estudados. Foram observados
resultados favoraveis no perfil lipidico com aconselhamento nutricional individual a partir de
trés meses de seguimento dietético. O tempo do aconselhamento néo influenciou a respos-
ta dos lipides e lipoproteinas séricas.

Palavras-chave
Aconselhamento nutricional; dislipidemias; dieta

de VLDL (lipoproteina de muito baixa densidade) plasmaticas
e aumenta a velocidade da converséo de VLDL para LDL.®

No Brasil, a doenca cardiovascular (DCV) é conside-
rada a principal causa de mortalidade e a segunda causa
de internacao no Sistema Unico de Saude.("

Entre os mais importantes fatores de risco para a
aterosclerose estdo as dislipidemias, que representam o
aumento ou diminui¢do das lipoproteinas plasmaticas, en-
volvidas direta e indiretamente, por varios mecanismos, no
processo aterotrombético.?

Varios sdo os mecanismos em que os componentes
da dieta influenciam as concentracdes de lipides e lipo-
proteinas plasmaticos.

O colesterol da dieta altera as concentragdes plasma-
ticas de lipoproteinas, devido a baixa regulacéao da ativida-
de dos receptores de LDL (lipoproteina de baixa densida-
de) das superficies celulares, diminui a remocgéo de LDL e

A gordura saturada com excecéao do acido estearico
aumenta a concentracao sérica de LDL-C (colesterol de
LDL), por reduzir a sintese e a atividade dos receptores de
LDL, pela diminuigdo da expressao de RNA mensageiro e
da fluidez da membrana, reduzindo a remocgéao de LDL da
circulacdo. Por outro lado, a gordura trans aumenta a con-
centracdo de LDL-C e tém o inconveniente de reduzir as
concentragées de HDL-C (colesterol de HDL).*

Dietas com altas concentrag6es de carboidratos e al-
cool, podem causar ou agravar a hipertrigliceridemia, pelo
aumento da sintese hepatica de triglicérides e da produgéo
de VLDL bem como pela redugédo no catabolismo das
lipoproteinas ricas em triglicérides.®

A modificacéo da dieta € uma das primeiras medidas
no controle de fatores de risco para a doenca arterial
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coronariana aterosclerética (DAC). Aterapia nutricional tem
como objetivos reduzir as concentragdes elevadas de
colesterol total (C), lipoproteinas de baixa densidade e
triglicérides (TG), assim como aumentar as concentragdes
de lipoproteinas de alta densidade.?®

As recomendacdes nutricionais para o tratamento das
dislipidemias indicados pela Ill Diretriz sobre Dislipidemias
do NCEP (National Cholesterol Education Program)® inclu-
em entre outras medidas, a restricdo de gorduras saturadas
< 7% e colesterol <200mg/dia para a hipercolesterolemia;
arestricdo da ingestéao de alcool e de quantidades excessi-
vas de carboidratos (>60%), dos acglcares simples e da
quantidade de gorduras para a hipertrigliceridemia.”

O National Cholesterol Education Program® recomen-
da a dieta como tratamento exclusivo para os individuos que
apresentam baixo risco de DCV, durante periodo de 3 a 6
meses, antes de iniciar a terapia medicamentosa.

No Brasil héd poucos estudos que avaliam a eficacia
do tratamento dietético em individuos dislipidémicos.(8,9)
O objetivo do estudo foi avaliar os efeitos do aconselhamento
nutricional exclusivo nos lipides e lipoproteinas plasmaticas,
apo6s 3, 6 ou 12 meses em 129 individuos atendidos no
Ambulatério de Dislipidemias de um Hospital Publico Uni-
versitario do Estado de Sao Paulo.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado com 129 individuos, 56 do sexo
masculino e 73 do sexo feminino, com idades entre 20 e 73
anos, atendidos no Ambulatério de Dislipidemias do Hospi-
tal de Clinicas (HC) da Unicamp, encaminhados para acom-
panhamento nutricional e orientagcédo para implantacao de
melhores habitos no estilo de vida, na Divisdo de Nutricdo
do HC.

O critério de exclusdo adotado foi o uso de medica-
¢ao hipolipemiante por, no minimo, 30 dias antes e/ou du-
rante o periodo de aconselhamento nutricional. Outras me-
dicagdes utilizadas pelos mesmos foram mantidas.

As amostras de sangue foram coletadas pela manha
ap6s jejum de 12 horas, com auséncia de atividade fisica
intensa nas Ultimas 24 horas. As andlises bioquimicas fo-
ram realizadas na Sec¢éo de Bioquimica Clinica do Hospital
de Clinicas da Unicamp em um sistema automatizado, utili-
zando métodos enzimaticos colorimétricos. O LDL-C foi
estimado pela equacao de Friedewald,"® para valores de
TG abaixo de 400 mg/dL.O colesterol ndo-HDL (NHDL-C)
foi obtido utilizando-se a seguinte formula: C - HDL-C =
NHDL-C.®

Os valores de referéncia para o diagnoéstico das
dislipidemias foram baseados na V Diretriz Brasileira so-
bre Dislipidemias!"" que define os seguintes critérios: hiper-
colesterolemia isolada (LDL-C > 160 mg/dl), hipertriglice-
ridemia isolada (TG > 150 mg/dL), hiperlipidemia mista
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(LDL-C > 160mg/dL e TG > 150 mg/dL) e para HDL-C bai-
xo (homens HDL-C <40 mg/dL e mulheres <50 mg/dL) iso-
lada ou em associagé@o a aumento de LDL-C ou de TG que
esta distribuida nos trés tipos anteriores de dislipidemias.

Os fatores de risco para a DAC, além da dislipidemia,
foram definidos como: idade (> 45 homens e > 55 mulhe-
res), hipertensao arterial (pressao arterial > 140:90 mmHg),
diabetes melittus (glicemia de jejum > 126 mg/dL), a pre-
senca de tabagismo independente do nimero de cigarros
consumidos e a presenca de histéria familiar prematura de
DCV em parentes de primeiro grau (<55 anos em homens
e <65 anos em mulheres).

Para a classificacao do estado nutricional foi utilizado
o indice de massa corpérea (IMC = peso/altura?), e para iden-
tificar a presenca de risco para desenvolvimento de doen-
cas metabdlicas, a medida da circunferéncia da cintura
(CC).0213)

Os participantes foram classificados em trés grupos
de acordo com o tempo de seguimento nutricional: grupo 3,
n=24, 3 meses de acompanhamenro; grupo 6 (6 meses),
n=62 e grupo 12 (12 meses), n=43.

A historia dietética foi obtida utilizando-se o recor-
datério alimentar de 24 horas que incluiu informacgdes so-
bre o consumo e o preparo dos alimentos.("

As orientagdes foram realizadas ap6s avaliacdo quan-
titativa e qualitativa da anamnese alimentar e consistiram
em adequar o consumo de calorias das gorduras totais, em
especial as gorduras saturadas (< 7% das calorias totais) e
a ingestédo do colesterol (< 200 mg/dia). A ingestao de fi-
bras e os demais nutrientes foi orientada de acordo com o
tipo de dislipidemia e a presenca de outras patologias. Os
participantes também receberam orientagdes quanto a se-
lecéo, técnica de preparo, quantidade de alimentos e pos-
siveis substitutos.

Nos casos de hipertrigliceridemia, o consumo de
carboidratos simples e de bebidas alcodlicas foi restrito e
nos casos de concentragdes acima de 300 mg/dL, o consu-
mo de gorduras totais também foi reduzido (<20% do VET).
Na hiperlipidemia mista foram recomendadas ambas as
orientagdes.M

A prescricao dietética foi individualizada de acordo
com a necessidade do participante, sendo que aqueles que
apresentavam excesso de peso (80% do total dos pacien-
tes estudados) foi orientado dieta hipocalérica com restri-
¢ao gradativa das calorias.(™

A adeséo a orientagéo nutricional foi avaliada por meio
de entrevista, na qual o participante foi questionado quanto
ao seguimento do plano alimentar, dificuldades e duvidas
apresentadas; pela variagédo nas concentragdes séricas de
lipides e lipoproteinas plasmaticas comparando-se os re-
sultados de exames laboratoriais no momento da entrevista
com os iniciais, além do acompanhamento dos parametros
antropométricos (peso e IMC).
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O seguimento clinico e nutricional foi realizado com
no minimo duas e no maximo trés consultas. A primeira
consulta ocorreu com trinta a noventa dias apoés a inter-
vencao nutricional. Afrequéncia e o intervalo entre as de-
mais consultas foram estabelecidos de acordo com ares-
posta a orientagdo nutricional e a gravidade da disli-
pidemia.

O estudo foi aprovado pelo comite de etica e pesqui-
sa da Faculdade de Ciéncias Medicas da Univesidade Es-
tadual de Campinas, sendo o numero do protocolo 647/
2005.

Analises estatisticas

Para a analise estatistica foi utilizado o programa SAS
System for Windows (Statistical Analysis System), verséao
6.12. Utilizaram-se os testes Wilcoxon, Qui-quadrado, teste
Exato de Fischer, Kruskal-Wallis com pés-teste Dunn,
Friedman e andlise de covariancia (Ancova).

O nivel de significancia adotado foi de 5% com valo-
res limitrofes de p >5 e <10%.

RESULTADOS

As caracteristicas clinicas, antropométricas e o perfil
de lipides e lipoproteinas plasmaticas iniciais dos partici-
pantes foram semelhantes nos trés grupos (Tabela 1).

Na Tabela 2 estdo apresentados os valores iniciais,
finais e o percentual de alteragéo de lipides e lipoproteinas
com a corregéo para variagdes do peso corporal.

Quando os valores iniciais e finais foram comparados,
observou-se, no grupo 3, uma reducéo de 16% parao C e
19% para o NHDL-C. Ja no grupo 6, 13% para o C, 30%
para o TG, 9% para o LDL-C e 17% para o NHDL-C. O gru-
po 12 mostrou queda de 14% para o C e 27% para o TG
(Tabela 2).

Na comparacéao entre os grupos, a magnitude da res-
posta do C (16%) e do TG (30%) foi maior com trés meses
de acompanhamento. Aos seis meses, o LDL-C (9%) e o
VLDL-C (23%) apresentaram maior magnitude e, aos 12
meses, o HDL-C (4%) teve melhor resposta.

Néao foram observadas diferencas significativas quan-
do se comparou a resposta do perfil lipidico e das lipopro-
teinas entre os trés grupos (Tabela 2).

A frequéncia média de consultas com a nutricionista
no grupo 3 (duas consultas) foi menor em relagédo aos gru-
pos 6 e 12 (trés consultas, p<0.0001). Observou-se tam-
bém uma importante redugéo no peso corpéreo dos partici-
pantes que apresentavam sobrepeso ou obesidade embo-
ra esta diferenca ndo tenha sido estatisticamente significa-
tiva em todos os grupos (Tabela 2).

Tabela 1. Caracteristicas clinicas dos participantes

Grupos Grupo 3* Grupo 6*  Grupo 12¢
Variaveis (n=24) (n=62) (n=43)
Sexo (M/F) 10/14 29/33 17/28
Idade (anos) 50+9 42+12 50+10
CC (cm) 95+13 92+13 89+14
Hipercolesterolemia (%) 17 22 32
Hipertrigliceridemia (%) 8 13 9
Hiperlipidemia Mista (%) 75 64 56
HDL-C baixo (%) 37 45 28
Hipertenséao Arterial (%) 46 39 35
Diabete Melito (%) 8 10 16
AF <55a M e <65a F (%) 8 10 9
Idade > 45a M > 55a F (%) 50 47 47
Tabagismo (%) 16 13 11

*Grupos 3, 6 ou 12 meses de dieta; dados como médiatDP, CC (circunferéncia
da cintura), AF (antecedente familiar precoce de DAC), Hipercolesterolemia
(colesterol > 160 mg/dL), Hipertriglice-ridemia (triglicérides > 150 mg/dL),
Hiperlipidemia Mista (colesterol > 160 mg/dL e triglicérides > 150 mg/dl), HDL-C
baixo (HDL-C <40 mg/dL para homens e <50 para mulheres) expressos em (%).
*testes estatisticos = Kruskal-Wallis e Post-hoc Dunn: p > 0,05.

Tabela 2 - Parametros antropométricos e bioquimicos iniciais e apés orientagédo dietética exclusiva

Grupos Grupo 3 Grupo 6 Grupo 12

Variaveis inicial final diferenca inicial final diferenca inicial final diferenca
Peso (kg) 80+16 76+16 -4+4 7514 7314 -4+5 74+16 71+16 34
IMC 29+4 28+4 -4+4 285 28+5 -4+5 284 27+4 -4+5
C total (mg/dl) 273 #59 2281602 -16+13 260 £53 22144 -13+14 263 #40  222+341 -14£12'°
TG (mg/dl) 444 £357 213%118  -35%34 369 303 208+133°¢ -30+34' 312+28' 188+155i -27+35'
LDL-C (mg/dl) 184 +73  145+#63*  -0,1%40 15560  137+44 -9+36 166 +55 14134  -1,5%56
HDL-C (mg/dl) 4517 51+38 -1£17 45 16 4516 324 52 #17 52+23 4129
NHDL-C (mg/dl) 236455 180+57¢ -19+16 216 #49 176419  17£16"2 214439  176x43- -15+17'2
VLDL-C (mg/dl) 40+18 3717 -9+30 45 20 35+17" -23+30 35 17 29#17™ -20+35

Grupos 3, 6 ou 12meses de dieta; dados como média + DP; colesterol total (C), triglicérides (TG), lipoproteina de baixa densidade (LDC-C),
lipoproteina de alta densidade (HDL-C), nao HDL colesterol (NHDL-C), lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL-C); * testes estatisticos
Kruskal -Wallis e Post-hoc com Dunn; p> 0,05 para todas as variaveis; Wilcoxon com ajuste para diferengas % peso (Ancova) para diferenca
entre o valor inicial e final: p <0.001 para C (a), p<0.03 para LDL-C (b), p<0.004 para N HDL-C (c) para o grupo 3; p<0.001 para C (d), TG (e),
NHDL-C (g), VLDL-C (h), p< 0.04 LDL-C (f), Grupo 6: p<0.001 para C (i), TG (j), NHDL-C (L), VLDL-C (m). Friedman para comparagao das diferengas
percentuais de cada parametro entre os grupos: p=0.009 (1-2) grupo 6, p=0.02 (1,2); p<0.001 (1,3) grupo 12
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Respostas nos lipides e nas lipoproteinas séricas ao aconselhamento nutricional exclusivo para individuos dislipidémicos

DISCUSSAO

Este é o primeiro trabalho brasileiro enfocando o efei-
to do tempo de orientacao dietética exclusiva em pacientes
dislipidémicos.

O estudo demonstrou que o aconselhamento nutricional
exclusivo e individualizado em portadores de dislipidemias
foi efetivo na reducéo de lipides e lipoproteinas séricas.

Observamos que o tempo de aconselhamento nutri-
cional nao influenciou nas respostas de lipides e lipo-
proteinas, em acordo com estudos prévios desenvolvidos
por Ammerman,!'®) que avaliou a efetividade de um progra-
ma de intervencao nutricional em uma comunidade rural, e
por Jenkins,(" que avaliou os efeitos da dieta NCEP Il acres-
cida de alimentos com propriedades funcionais, em
hipercolesterolémicos.

Apesar do tempo de orientagéo nutricional ndo ter in-
fluenciado nas respostas, redugées favoraveis foram obser-
vadas com trés meses para o C e o TG, com seis meses
paraoC,o0LDL-CeoTG;ecom12mesesparaoCeo TG,
dados corrigidos para a variagéo do peso corporal (Tabela
2). Alem disso, apo6s trés meses, os efeitos parciais ja fo-
ram observados e foi observada uma maior frequéncia de
parametros responsivos significativos aos seis meses.

Observou-se também um aumento de 3% e 4% para
HDL-C apés seis e 12 meses, embora essas variagées nao
tenham sido estatisticamente significativas (Tabela 2).

Este estudo mostrou semelhantes redugdes nas con-
centragbes de C emrelagdo a metanalise de Yu-Poth etal.,("®
que avaliaram os efeitos da intervencéo da dieta passo Il do
NCEP sob os fatores de risco de DCV, em diferentes tem-
pos de seguimento nutricional.

As reducgdes nas concentragdes de C e TG ap6s trés
meses de dieta foram maiores em comparacao ao estudo
desenvolvido por Batista,!'” que avaliou o impacto da aten-
¢ao nutricional na redugéo das concentragdes de colesterol
em pacientes atendidos em duas unidades basica de sau-
de da periferia de Belo Horizonte-MG.

Por outro lado, os resultados obtidos apés seis me-
ses de dieta foram semelhantes aos encontrados por
Sartorelli'® para reducéo de C, por Walden® para redugéo
da LDL-C, e por Jacob®®" e Watts®® para reducédo de TG
(dieta hipogordurosa).

Traeden® avaliou a efetividade da intervengao nutri-
cional em individuos hipercolesterolémicos apés um ano,
com resultados semelhantes a este estudo na reducgéo de
CeTG.

O presente estudo reitera a importancia das orienta-
¢cOes dietéticas para os pacientes atendidos em um Ambu-
latério de Hospital Publico Universitario as quais proporcio-
naram reducao do colesterolem 16%, TG em 30% e LDL-C
em 9%. Os resultados obtidos mostraram-se maiores em
relacdo aos coeficientes de variacéo biolégica para cada
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parametro avaliado exceto para o LDL-C (C=6%, TG=23%,
LDL-C=9,5%).2

Embora a introdugdo da medicacgéo hipolipemiante
tenha sido necessaria em cerca de 30% dos participantes,
as redugdes obtidas com acompanhamento dietético reper-
cutem sobre uma menor necessidade de intervengdo medi-
camentosa bem como na possibilidade de reducgéo de do-
ses no tratamento de pacientes dislipidémicos. Este estu-
do reforca a necessidade de inclusdo da reeducacéo ali-
mentar no Sistema Unico de Satde (SUS) cujo efeito é ne-
cessario, eficaz e viavel.

Recomenda-se a aplicagdo desta experiéncia tera-
péutica positiva em outros Servigos de Saide uma vez que
no Brasil a doencga cardiovascular é a principal causa de
mortalidade, morbidade e hospitalizagdo no SUS.

Abstract

Objective: The aim of the study was to evaluate the responses of plas-
ma lipid and lipoproteins to 3, 6, or 12 month of nutritional counseling.
Methods: One-hundred and twenty nine dyslipidemic subjects comprised
the study, treated at the Dyslipidemia Outpaciente Clinic of the State
University Hospital of Campinas without use of lipid-lowering drug.
Participants were classified into three groups according to the nutritional
follow-up (3, 6 or 12 months). Were oriented about the restriction of saturated
fats < 7% and cholesterol < 200 mg/day in the diet. For hypertriglyceridemia,
simple carbohydrates and alcohol beverage consumption were restricted.
Results: The statistical analysis showed 16% reduction in total cholesterol
and 19% in non-HDL cholesterol, after three months of dietary guidance.
With six months, there was a reduction of 13% in total cholesterol, 30%
in triglycerides, 9% in LDL cholesterol and 17% in non-HDL cholesterol.
After 12 months, a drop of 14% in cholesterol and 27% in triglycerides.
There were no differences in the responses of serum lipids and
lipoproteins when comparing the groups. Favorable results were observed
in lipid profile with individual nutritional counseling from three months
of dietary follow-up. Conclusion: Nutritional counseling time did not
influenced the response of serum lipids and lipoproteins.

Keywords
Nutritional counseling; dyslipidemias; diet
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Uma comparacao analitica entre dois métodos utilizados para
determinacao do LDL colesterol
An analytical comparison between two methods used for determining LDL cholesterol

Marcos da Costa Vieira

Resumo

O presente trabalho tem como tema uma comparacéo analitica entre dois métodos utilizados
para determinagéo do LDL-colesterol, um método homogéneo direto e outro indireto estimativo
utilizando a férmula de Friedewald, com o objetivo de verificar a ocorréncia de diferencas
significativas entre ambos os métodos. Para sua realizagédo, além da pesquisa bibliogréfica,
foi feita pesquisa laboratorial na qual foram coletados dados de 233 amostras aleatérias de
pacientes que se dirigiram espontaneamente a um laboratério particular com requisicdo médi-
ca para realizar as dosagens de LDL-colesterol, HDL-colesterol, colesterol total e triglicérides.
Na analise dos dados obtidos, encontraram-se diferencas estaticamente significativas entre
as duas metodologias propostas, que se acentuam a depender dos niveis dos triglicérides e,
também, do colesterol total, além da boa preciséo do método direto, enquanto que o método
estimativo é pouco preciso. O LDL-colesterol desempenha papel importante como marcador
de risco aterogénico, sendo utilizado para avaliagéo e diagnéstico do risco cardiaco e estabe-
lecimento e acompanhamento de tratamentos adequados. Para sua correta utilizagéo é im-
portante ter métodos laboratoriais precisos e exatos.

Palavras-chave

Colesterol; LDL; LDL direto; LDL indireto; férmula de Friedewald

INTRODUCAO

As doencgas cardiovasculares sédo as principais cau-
sas de mortalidades no mundo. Dentre elas, destaca-se a
aterosclerose, doenca inflamatoéria ativa e cronica, que ini-
cia na primeira década de vida, possuilongo periodo assin-
tomatico, caracterizada por disfungéo dos endotélios, pro-
cesso inflamatério e obstrugédo progressiva da luz arterial
por placas de ateroma (placas de gordura) e trombos.("

Dentre as principais enfermidades provindas da
aterosclerose estédo o infarto do miocardio e o acidente
vascular cerebral isquémico. Como fatores de risco para o
desenvolvimento da doenca arterial coronariana encontra-
mos fatores hereditarios, a hipertenséo, o diabetes, o taba-
gismo, a falta de atividade fisica, o estresse e as dislipi-
demias, que sdo alteragées metabdlicas das lipoproteinas
circulantes decorrentes de disturbios em qualquer fase do
metabolismo lipidico, ocasionando repercussao nos seus
niveis séricos e tem sido demonstrada como um fator de
risco importante na mortalidade por doenca arterial
coronariana.?

Nas dislipidemias, a elevacao dos niveis plasmaticos
de colesterol total, juntamente com um aumento da fragéo
colesterol de baixa densidade (LDL-colesterol) e/ou redu-
cao dos niveis plasmaticos de colesterol de alta densidade
(HDL- colesterol) e também o aumento de triglicerideos, tém
sido usados como indicadores de ateromas e, também,
associados a acidente vascular cerebral. Devido a sua par-
ticipagé@o no desenvolvimento das placas ateroscleréticas,
o LDL-colesterol tem uma relagéo direta no surgimento de
doenca arterial coronariana, constituindo-se assim como um
dos principais marcadores de risco aterogénico.® Por isso,
a determinacéo laboratorial da fragdo LDL-colesterol vem
sendo utilizada para avaliar o risco de doenca arterial
coronariana, com objetivos preventivos, diagnésticos ou
para acompanhar o tratamento que se baseia na reducgéao
dessa fragéao.

Existem varios métodos para determinacgéo labora-
torial da fracdo LDL-colesterol. Devido ao baixo custo e fa-
cilidade de execucdo, a maioria dos laboratoérios utiliza um
método indireto estimativo: o célculo pela formula de
Friedewald. No entanto, o valor calculado do LDL-colesterol
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é baseado em uma série de pressupostos: erros metodo-
l6gicos podem se acumular, pois a formula exige trés anali-
ses separadas, ou seja, colesterol total, triglicérides e HDL-
colesterol; presume-se proporgéao constante de colesterol e
triglicérides nas particulas de VLDL. Esse método possui
também varias restricdes na sua utilizacao, pois néo é apli-
cavel para concentracdes de triglicerideos superiores a 400
mg%, em amostras contendo quilomicrons e em pacientes
com hiperlipoproteinemia Tipo I11.® Por outro lado, fabrican-
tes tém desenvolvido métodos diretos homogéneos que sur-
gem como uma opg¢ao de determinacgao laboratorial da fra-
¢ado LDL-colesterol, de facil execugdo, sem as limitagGes
do método indireto estimativo; entretanto, certo grau de va-
riabilidade ainda persiste nesta metodologia.*

Desta forma, o tema deste trabalho trata de um estu-
do comparativo entre duas metodologias utilizadas para
determinacao laboratorial do LDL-colesterol: um método di-
reto homogéneo e o método indireto estimativo pela formu-
la de Friedewald, que reside sua justificativa na importancia
da determinacéo laboratorial da fragdo LDL-colesterol para
avaliacdo e diagnéstico correto do risco cardiaco e a deter-
minacao e acompanhamento de tratamentos adequados;
portanto, a escolha de um método mais preciso e exato a
ser utilizado para a determinacéo dos niveis sanguineos
dessa fracéo é de extrema significancia. Assim, este traba-
Iho teve como objetivo principal verificar a ocorréncia de di-
ferencas significativas entre os dois métodos.

Para a realizacao deste trabalho, além da pesquisa
bibliografica, foi feita pesquisa laboratorial onde se coleta-
ram dados de amostras de sangue analisadas de pacien-
tes que procuraram, espontaneamente, um laboratério de
analises clinicas particular da cidade de Valenca-BA, para
realizar as dosagens de colesterol total, HDL-colesterol, LDL-
colesterol e triglicerideos, durante o periodo de 06/08/2010
a 05/11/2010. Para a comparacéo entre os resultados obti-
dos pelos dois métodos utilizou-se o teste estatistico "t"
pareado de Student.

CONSIDERAGOES SOBRE A IMPORTANCIA DO LDL-
COLESTEROL COMO MARCADOR ATEROGENICO

Nos paises em desenvolvimento, inclusive o Brasil, as
doencas cardiovasculares estédo entre as principais causas
de mortalidade e vém apresentando elevagdes rapidas e
substanciais. Persistindo essa tendéncia, a Organizagéo
Mundial de Saude projeta um agravamento desse quadro
de morbidade e mortalidade prevendo um quadro de epi-
demia de doenca cardiovascular caso ndo sejam tomadas
medidas preventivas.®

Além do tabagismo, hipertenséo, diabetes, seden-
tarismo e obesidade, as alteragées no metabolismo das
lipoproteinas, ou seja, as dislipidemias, despontam como
um dos mais importantes fatores de risco para doenca

36

cardiovascular.? Estudos realizados ja comprovaram que
a diminuicao dos niveis de colesterol total e LDL-colesterol
esta associada a uma diminuicéo da incidéncia da doenga
cardiovascular, e outros estudos provaram que ha uma rela-
¢éao direta no surgimento da doenca cardiovascular com ele-
vados niveis de LDL-colesterol devido a sua participagéo
no desenvolvimento das placas ateroscleroéticas, constituin-
do-se assim como um dos principais marcadores de risco
aterogénico.®

De acordo com Xavier et al.,(¥ a V Diretriz Brasileira
sobre Dislipidemias e Diretriz de Prevencao da Ateroscle-
rose do Departamento da Sociedade Brasileira de Cardio-
logia define categorias para os valores do LDL-colesterol
em 6timo abaixo de 100 mg%; desejavel, entre 100 a 129
mg%,; limitrofe, entre 130 a 159 mg%; alto, entre 160 a 189
mg%; e muito alto a partir de 190 mg%. Segundo Cordova
et al.,® o National Colesterol Education Program, devido
a essas faixas de valores serem estreitas estabelece crité-
rios para a utilizacédo de metodologias para a dosagem do
LDL-colesterol, as quais devem atender a um erro analitico
ndo maior que 12%, com imprecisédo menor que 4% e ine-
xatidao, também, menor que 4%.

Ainda de acordo Cordova et al.,® 0o método usado
como referéncia para determinar o LDL-colesterol é a ultra-
centrifugacédo, porém é de elevado custo, tornando-se
inviavel seu emprego na rotina laboratorial. Na pratica, o que
se verifica &€ que a maioria dos laboratérios utiliza, para a
determinacgéo do LDL-colesterol, o método indireto estima-
tivo pela formula de Friedewald devido a sua facilidade e
ao seu baixo custo, inclusive. No entanto, este método ba-
seado em calculos a partir das concentragdes do colesterol
total, do HDL-colesterol e dos triglicérides, apresenta vari-
as limitagdes, tais como: ndo deve ser aplicado para con-
centracdes de triglicérides superiores a 400 mg%, em amos-
tras contendo quilomicrons; e em pacientes com disbeta-
lipoproteinemia. E, também, de acordo com Sposito et al.,®
ha imprecisdo do uso da equacgéo em pacientes com hepa-
topatia colestatica cronica, diabete melito ou sindrome
nefrética.

Recentemente, fabricantes tém desenvolvido métodos
diretos homogéneos para a determinagao do LDL-colesterol,
que, além de criarem expectativas de atender os critérios
estabelecidos pelo National Colesterol Education Program
para a utilizacéo de metodologias para a dosagem do LDL-
colesterol, superam as limitagdes existentes ao utilizarem o
método indireto estimativo; porém, sdo métodos ainda de
alto custo, o que limita seu uso disseminado pelos laborato-
rios.®

Portanto, devido a forte associacao do LDL-colesterol
com doencas coronarianas e relacionado a mortalidade, é
importante ter ao alcance dos laboratérios métodos mais
exatos e precisos, contribuindo para evitar enganos diag-
nosticos e tratamentos equivocados.
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MATERIAL E METODOS

Os métodos de pesquisa empregadas na realizacédo
deste estudo foram da documentacéo indireta, através da
pesquisa bibliografica, e da documentacéo direta, através
da pesquisa experimental.

O presente estudo avaliou 233 amostras de sangue de
uma populagéo heterogénea, de ambos os sexos, diversas
idades, a partir de 10 anos de idade, com jejum em torno de
12 horas, que, no periodo compreendido de trés meses do
ano 2010, dirigiram-se espontaneamente a um laboratério
particular, na cidade de Valenga-BA, com solicitagdo médi-
ca para realizacdao de exames de colesterol total, triglicé-
rides, HDL colesterol, LDL colesterol. Os dados pessoais
dos individuos foram tratados com o devido sigilo.

As amostras de sangue foram obtidas por pungéo ve-
nosa e armazenadas em tubo com gel separador, que, apés
coagulacao completada, eram centrifugados e encaminha-
dos para a realizagao dos ensaios.

Na realizacédo dos ensaios foi utilizado o equipamento
para automacao Selectra Jr (Vital Scientific, Holanda). A de-
terminacao do colesterol total, triglicérides e HDL-colesterol
foram realizadas com reagentes Kovalent (Alemanha). Para
a determinacédo do LDL-colesterol, optou-se por um méto-
do homogéneo sem etapas de centrifugagéo para medigao
direta do LDL-colesterol, fabricado pela Diasys (Alemanha).
Em uma primeira etapa, o LDL colesterol é seleciona-
damente protegido enquanto que as lipoproteinas nao-LDL
colesterol sédo enzimaticamente processadas. Em uma se-
gunda etapa, o LDL colesterol é liberado e determinado
seletivamente em uma reacéao enzimatica de producao de
cor. O HDL colesterol foi determinado, com reagentes
Kovalent, por um método direto homogéneo, sem etapas
de centrifugacgéo, pelo qual complexos antigenos-anticorpo
sao formados com as lipoproteinas: LDL colesterol, VLDL e
quilomicrons de maneira que somente o HDL colesterol é
determinado seletivamente através de uma reacgéo enzi-
matica. O colesterol total e triglicérides foram determinados
utilizando-se método enzimatico fotocolorimétrico com
reagentes Kovalent.

Todos os testes foram calibrados em triplicata utilizan-
do o calibrador Topkal para o colesterol total e triglicérides
e Topkal HDL/LDL especifico para os respectivos testes,
da empresa Kovalent. As dosagens do colesterol total e
triglicérides no soro dos pacientes foram determinadas em
duplicata. O equipamento Selectra Jr. foi programado utili-
zando-se as respectivas programacdes fornecidas pelo fa-
bricante dos kits. O LDL colesterol determinado pelo méto-
do indireto estimativo foi obtido utilizando-se a féormula de
Friedwald: LDL colesterol = colesterol total - HDL colesterol
- triglicérides/5.("9

Diariamente era utilizado no equipamento um controle
interno fornecido pelo Programa Nacional de Controle de
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Qualidade da Sociedade Brasileira de Analises Clinicas,
cumprindo as regras de Westgard para o grafico de Levey-
Jennings; os indices de coeficiente de variagdo (C.V.) ob-
tidos durante o periodo do experimento atendem as reco-
mendacgdes do National Cholesterol Education Program™
respectivamente: triglicérides — 2,9%; colesterol total —
2,2%; HDL- colesterol — 3,1%; LDL- colesterol (direto) —
1,8%.

Por uma melhor acuracia, dividiram-se os resultados
dos pacientes em grupos de acordo com as faixas dos va-
lores referenciais para triglicérides e colesterol total. No caso
dos triglicérides:

Grupo 1 — amostras de soro de pacientes com valo-
res até 150 mg%; grupo 2 — amostras de soro de pacien-
tes com valores de 151 a 200 mg%; grupo 3 — amostras
de soro de pacientes com valores de 201 a 400 mg%;
amostras de soro de pacientes com triglicérides acima de
400 mg% nao foram incluidas visto a prépria formula de
Friedewald ndo recomendar sua aplicagcéo nessa situacao.

Os grupos para o colesterol total foram: grupo 1 —
amostras de soro de pacientes com valores até 200 mg%;
grupo 2 — amostras de soro de pacientes com valores de
201 a 239 mg%; grupo 3 —amostras de soro de pacientes
com valores a partir de 240mg%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a andlise dos resultados foram calculadas as
médias e desvios padrdo para todas as variaveis quantita-
tivas, no total e de acordo com seus grupos de estudo. As
comparacdes entre as duas medidas de LDL-c (calculado
e dosado) foram feitas pelo teste 't' pareado, por tratar-se
de dados dos mesmos pacientes. A associacao da diferen-
ca entre essas duas medidas foi estimada pelo coeficiente
de correlagédo de Pearson (r). Foram considerados signifi-
cativos todos os testes com valores de probabilidade 5%,
ouseja, P<0,05.

ATabela 1 a seguir mostra os valores médios e desvi-
os padrao do LDL-c calculado e dosado. Apresenta tam-
bém o valor de t = 8,05, com probabilidade P< 0,001, ou
seja, altamente significativo, mostrando ainda que a dife-
renca média é 5,54 (£10,5), ou seja, os valores calculados
s@o em média maiores que os valores dosados.

As correlagdes entre as duas medidas de LDL-c e
entre o LDL-c calculado com triglicérides e com colesterol
total sdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 1 - Médias, desvios padrao e respectivo teste 't

‘s Desvio Teste t
Média N Padrio pareado
LDL-c calculado 122,43 233 38,3 t- 805
LDL-c dosado 116,89 233 30,3 P < 0,001
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Tabela 2 - Correlagdes entre LDL-c (calculado e dosado) com TG e
com colesterol total

LDL Triglicérides Colesterol
calculado 9 total
LDL-c r (coeficiente de
dosado  correlagao) 0,980 0,249 0,948
P (probabilidade) 0,000 0,000 0,000
N 233 233 231
LDL-c r (coeficiente de
calculado correlagao) 0,166 0,952
P (probabilidade) 0,011 0,000
N 233 231

Pode-se observar que existe alta correlagdo entre
as duas medidas de LDL (r=0,98; P<0,001), assim como
existe correlagao significativa entre as duas medidas de
LDL e triglicérides e também com colesterol total.

Quando se analisa a diferenga entre as duas medi-
das de LDL-c e se estima a correlacdo entre essa dife-
renca e triglicérides, assim como com colesterol total, ob-
serva-se que nao ha correlagao significativa com os va-
lores de triglicérides (r=-0,112; P=0,089). Ou seja, a maior
ou menor diferencga entre as duas medidas ndo aumenta
ou diminui com os valores de TG.

Por outro lado, a correlacéo das diferencas entre as
duas medidas com o colesterol total aumenta significati-
vamente conforme aumenta o colesterol total (r= 0,743;
P<0,001). Ou seja, quanto maior o valor do colesterol to-
tal, maior sera a diferenca (para maior) entre as duas me-
didas.

ATabela 3 mostra essas correlagdes e as Figuras 1
e 2 ilustram os dados de triglicérides. Como pode ser
observado na Figura 2, as maiores diferencas estdo no
grupo entre 150 a 200 mg% e, portanto, ndo existe um
direcionamento significativo de acordo com o valor de
triglicérides.

Tabela 3 - Correlagdes entre as diferengas (LDL calculado e
dosado) e TG e colesterol total.

Média Triglicérides Colesterol total

r (coeficiente de
correlagao) -0,112 0,743

P (probabilidade) 0,089 0,000

As Figuras 3 e 4 ilustram os dados das diferencas
com o colesterol total, e observa-se que, nesse caso, quanto
maior o valor do colesterol total, maior a diferenga média
entre as duas medidas de LDL-c.

A Tabela 4 mostra os valores médios e desvios pa-
drdo do LDL-c calculado e dosado, para cada grupo de
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Figura 1. Distribuig&o dos valores das diferencgas entre LDL-c calculado
e dosado e triglicérides.
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Figura 2. Médias das diferencgas entre LDL-c calculado e dosado nos
trés grupos de triglicérides.

triglicérides. Apresenta também os respectivos valores de t
e suas probabilidades. Pode-se observar que existe dife-
renca altamente significativa (P < 0,001) nos dois primeiros
grupos, porem no grupo triglicérides acima de 200 mg%
ndo aparece diferenca significante entre as duas medidas
de LDL.

Na Tabela 5 observa-se que nos valores mais bai-
xos de colesterol total (<200) néo existe diferenca signifi-
cativa entre os dois testes de LDL-c. No entanto, a medida
que o valor de colesterol total aumenta, a diferenca entre
as duas medidas passam a ser altamente significativas (P
<0,001)
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Figura 3. Distribui¢do dos valores das diferengas entre LDL-c calculado
e dosado e colesterol total.
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Figura 4. Médias das diferencas entre LDL-c calculado e dosado nos
trés grupos de colesterol total.

Tabela 4 - Médias, desvios padréo e respectivo teste 't' dos valores
de LDL-c, separados pelos trés grupos de triglicérides

Desvio Testet
Padrdo pareado

LDL-c calculado 116,22 142 31,94

mg% Média N

TG <150 t=9,71

LDL-c dosado 110,51 142 2652 P <0001

TG 150 a LDL-c calculado 139,11 45 41,37 t = 4,60
200 LDL-c dosado 130,56 45 31,68 <0001
TG 200 a LDL-c calculado 125,30 46 47,94 t =091
400 LDL-c dosado P =0,367

123,22 46 34,68
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Tabela 5 - Médias, desvios padréo e respectivo teste 't' dos valores
de LDL-c, separados pelos trés grupos de colesterol total

Desvio Testet

o -
mg% Média N Padrédo pareado

Colesterol total
<200 LDL-cdosado 9579 128 15322 P =018

LDL-c calculado 96,20 128 19,062 t=065

Colesterol total LDL-c calculado 137,85 65 15,023 t =909

200 a 239

LDL-c dosado 130,03 65 11,893 P <0.001

LDL-c calculado 184,18 38 29,238 ; _ 10,54

Colesterol total

> 240 LDL-c dosado 22 434 P <0,001

164,87 38

CONCLUSAO

Neste trabalho, os dados obtidos demonstraram que
os resultados do LDL-colesterol pelo método estimativo uti-
lizando a formula de Friedewald e pelo método direto a de-
pender dos niveis de triglicérides e colesterol total apresen-
tam diferencas estatisticamente significativas. Principalmen-
te, quando se avaliam os respectivos dados de acordo com
os niveis de colesterol, verifica-se que o método estimativo
apresenta em medida maior discrepancia no LDL quando o
colesterol total € maior. Por outro lado, comparando-se os
resultados obtidos pelos dois métodos de acordo com o
niveis de triglicérides, observa-se que apresenta em medi-
da discrepancia maior conforme decresce o valor de
triglicérides.

Alem disso, observou-se, no método direto utilizado
neste trabalho, boa precisao e coeficiente de variagao bai-
xo que atendem as exigéncias do National Cholesterol
Education Program; por outro lado, o método estimativo
pela férmula de Friedewald é pouco preciso, pois a diferen-
¢a com o LDL-c dosado vai de -30 a +55, ou seja, valores
significativamente altos.

E necessario haver novos estudos para que se conhe-
¢a melhor as metodologias existentes, com o objetivo de se
ter métodos cada vez melhores, utilizados de forma ampla
pelos laboratérios, evitando erros diagnésticos e de monito-
ramento das enfermidades decorrentes das dislipidemias.

Abstract

The present work has as its theme a comparison between two analytical
methods for determination of LDL-cholesterol, a homogeneous method
direct and one indirect estimate using the Friedewald formula, with the
objective of verifying the occurrence of significant differences between
both methods. For its realization, beyond the literature search, laboratory
research was conducted where data was collected from 233 random
samples of patients who went voluntarily to a private laboratory with a
medical statement to accomplish the assay of LDL-cholesterol, HDL-
cholesterol, total cholesterol and triglycerides. In analyzing the data
obtained, it demonstrated statistically significant differences between
the two methodologies proposed that stress is dependent on the
triglyceride levels and also in total cholesterol, as well as good accuracy
the direct method, while the estimation method is inaccurate. LDL-
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cholesterol plays an important role as a marker of atherogenic risk,
being used for evaluation and diagnosis of cardiac risk and establishing
and monitoring approptiate treatment. For its correct use is important to
have precise and accurate laboratory methods.

Keywords
Cholesterol; LDL; LDL direct; indirect LDL; Friedewald formula
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INTRODUCAO

Resumo

A hiperglicemia crénica associada ao diabetes promove a disfungdo endotelial e,
consequentemente, complicagdes vasculares e faléncia de multiplos érgéos, especialmen-
te o coragdo. O infarto agudo do miocardio (IAM) é a principal causa de morte entre os
individuos com diabetes mellitus (DM). Considerando as elevadas frequéncia e
morbimortalidade do DM e IAM em todas as populagées, estudos epidemiolégicos para
investigar sua prevaléncia e caracteristicas na populagéo brasileira séo pertinentes. O obje-
tivo deste estudo transversal retrospectivo foi avaliar a prevaléncia de DM tipo 2 (DM2) e
outros fatores de risco para doenga arterial coronariana (DAC) em pacientes com IAM.
Foram analisados resultados laboratoriais e de prontuarios de 198 pacientes atendidos em
um hospital universitario do Sul do Brasil, com diagnéstico clinico-laboratorial de IAM. Ape-
nas 40 pacientes atenderam aos critérios de incluséo, sendo que 23 desses eram portado-
res de DM2. A hipertensao foi o fator de risco para DAC mais frequente entre os pacientes
avaliados (82,5%), seguida de DM2 (57,5%), tabagismo (45%) e dislipidemia (30%). Nossos
resultados reforcam a necessidade de se implementarem e ampliarem programas de satde
publica voltadas ao controle dos fatores de risco para DAC como principal ferramenta para
reduzir o risco de [AM.

Palavras-chave
Diabetes; complicagdes macrovasculares; infarto agudo do miocardio

A aterosclerose é uma doenca inflamatéria crénica de
origem multifatorial que ocorre em resposta a agressao

O diabetes mellitus (DM) é definido como um grupo
de desordens metabélicas, caracterizado por um estado
de hiperglicemia, resultante de defeitos na secrecéo da
insulina, na sua ag¢édo ou ambas as situagdes. Além das
altas concentragdes de glicose sanguinea, estdo presen-
tes anormalidades no metabolismo de carboidratos, pro-
teinas e lipideos.("

O DM esta associado com o aumento da morbidade
e mortalidade decorrente do desenvolvimento de complica-
¢bes microvasculares, como nefropatia, retinopatia e neuro-
patia, e macrovasculares, como acidente vascular cerebral
e infarto agudo do miocardio (IAM), sendo o ultimo a maior
causa de morte entre os pacientes com DM.3 O risco de
mortalidade por doencga cardiovascular é trés vezes maior
em homens diabéticos sem outros fatores de risco quando
comparados a individuos sem a patologia.“%

endotelial, com formacgéo de uma placa de ateroma. A rup-
tura da placa pode culminar em um infarto agudo do
miocardio (IAM), principal manifestacéo clinica da ateros-
clerose.®

As razdes para a manifestacao de aterosclerose ace-
lerada em pacientes diabéticos ainda ndo sdo completa-
mente compreendidas. Foram sugeridos como mecanismos
provaveis os efeitos téxicos diretos da glicose sobre o
epitélio vascular, a resisténcia a insulina e a associacédo do
DM a outros fatores de risco, como a obesidade e dislipi-
demias.” Isso significa dizer que, entre os fatores que de-
sencadeiam a aterosclerose acelerada, pode se destacar
a disfuncao endotelial induzida pela hiperglicemia. As vias
envolvidas no metabolismo da glicose estédo implicadas na
disfuncdo endotelial, onde o estresse oxidativo é o pro-
cesso comum a todas elas.® Processos pro-inflamatérios

'Programa de Pés-Graduagéo - Especializacdo em Andélises Clinicas. Pontificia Universidade Catélica do Parana — Curitiba-PR, Brasil.
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Instituicdo: Universidade Federal do Parana — Curitiba-PR, Brasil.

Artigo recebido em 19/10/2012
Artigo aprovado em 15/02/1016

RBAC.2019;51(1 supl.1):S41-6

4



Anghebem MI, ZaparolliATR, Marques GT, Picheth G

e pro-coagulantes, como o aumento na agregacao plaque-
taria e disfuncéo na fibrinélise, além das alteragdes no me-
tabolismo dos lipideos e dislipidemias, também contribuem
para o risco aumentado para doengas cardiovasculares em
individuos com DM.®)

O presente estudo avaliou a prevaléncia de diabetes
mellitus tipo 2 (DM2) e outros fatores de risco para doenga
arterial coronariana (DAC) em pacientes com |IAM atendi-
dos em um hospital universitario do Sul do Brasil. Esta ana-
lise é relevante uma vez que as doencgas cardiovasculares
s&o a primeira causa de morte no Brasil, e cerca de 10% da
populagédo brasileira tem DM.("® Além disso, aproximada-
mente 50% dos pacientes com DM desconhecem sua con-
dicdo, favorecendo o desenvolvimento de complicacées
macrovasculares, como o IAM.(") Esse panorama reflete a
necessidade de estudos que fornecam dados laboratoriais
e epidemiolégicos sobre essas patologias, face ao seu gran-
de impacto socioecondmico.

MATERIAL E METODOS

Amostra e critérios de inclusio e exclusdo

Foram analisados, em estudo retrospectivo, dados
laboratoriais e prontuarios de 198 pacientes com diagnoés-
tico clinico-laboratorial de IAM atendidos em um hospital
universitario do Sul do Brasil.

Foram incluidos neste estudo individuos de ambos os
sexos, com idade superior a 18 anos, que foram hospitali-
zados em decorréncia de IAM. A presenca de informacgdes
no prontudrio sobre fatores de risco para doencga arterial
coronariana (DAC), como a presenca de DM2, hipertensao
arterial sistémica (HAS), dislipidemias (DISL) ou tabagis-
mo (TAB), assim como resultados laboratoriais de glicemia
ou hemoglobina glicada, marcadores de fungao renal
(creatinina, ureia, s6dio e potassio), creatinoquinase (CK)
e CK-MB massa realizados durante o periodo da hospi-
talizacéo por IAM, foram considerados como critérios de
inclusé@o. Os dados obtidos no prontuario sdo anotados por
profissional médico, que segue protocolos especificos do
servigo, garantindo a confiabilidade das informacdes. Os
exames laboratoriais sdo realizados por laboratério que
segue legislacao vigente - RDC 302/2005 e realiza ensaios
de proficiéncia, controle interno e externo de qualidade.

Apos a selecdo dos sujeitos de pesquisa por meio de
analise dos dados laboratoriais e prontuarios médicos, dos
198 pacientes, quarenta (20,2%) atenderam aos critérios
de incluséo.

Os critérios para diagnoéstico laboratorial de diabetes
foram valores de glicemia de jejum iguais ou maiores a 126
mg/dL, e/ou valores de glicemia casual iguais ou maiores
que 200 mg/dL na presencga de sintomas classicos de dia-
betes (poliuria, polifagia e polidipsia), valores de hemo-
globina glicada iguais ou superiores a 6,5%, seguindo as
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diretrizes da Associagdo Americana de Diabetes." Ainda,
foram considerados diabéticos aqueles individuos cujo his-
torico clinico relatava esta condigéo.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Pontificia Universidade Catélica do Parana
(CAAE: 01389212.4.0000.0020; Parecer nimero: 22596).

Analises estatisticas

As andlises dos dados antropométricos, clinicos e
laboratoriais obtidos dos prontuarios e banco de dados
laboratoriais foram realizadas utilizando-se o programa
Statistica 8.0 (StatSoft Inc, Tulsa OK, USA).

As variaveis continuas foram testadas para a normali-
dade pelo teste Kolmogorov-Smirnov. Variaveis com distri-
buicdo normal foram comparadas com o teste t de Student.
As variaveis sem distribuigcdo normal foram analisadas com
o teste de Mann-Whitney. Variaveis discretas foram compa-
radas com o teste exato de Fisher bidirecional.

Valores de probabilidade (p) menores que 0,05 foram
considerados estatisticamente significativos.

RESULTADOS

A compilagado dos principais fatores de risco asso-
ciados aos pacientes em estudo esta apresentada na Ta-
bela 1.

Os quarenta individuos selecionados para este estu-
do apresentaram idade variando entre 43 e 83 anos. A mé-
dia e o desvio padrdo, bem como a amplitude de variagéo
paraidade para homens e mulheres foram, respectivamen-
te, 60,4 £ 9 anos (43 a 76 anos) e 62 + 14 anos (44 a 83
anos), nao sendo significativamente diferentes entre os se-
xos (p=0,631, test t de Student).

Foram avaliados fatores de risco para Doenca Arteri-
al Coronariana (DAC) como DM2, TAB, HAS e DISL. Tais
informacdes foram coletadas do prontuario médico dos ava-
liados.

Neste estudo, a HAS foi o fator de risco para DAC
mais frequente entre os pacientes avaliados (82,5%), se-
guida de DM2 (57,5%), tabagismo (45%) e, por fim, dislipi-
demia (30%).

Tabela 1 - Distribuigdo entre género dos fatores de risco para DAC
em pacientes com |AM

Fatores de Risco para DAC

comIAM - (57,05%) 18(45?0%) 33 (82,5%; 12(30?0%)
migﬁ‘)‘"m 18 (78,3) 16(88,9) 26 (78,8) 9 (75,0)
(Frfzrgi)”im 5217) 2(11.1) 7(21,2) 3 (25,0)
p* 1,000 0,149 0,645 1,000

n = numero de individuos (frequencia em relagéo ao total); DAC = Doenga
Arterial Coronariana; p*, teste exato de Fisher bidirecional
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Dos quarenta individuos com diagnéstico de IAM, 10%
(trés homens e uma mulher) ndo apresentaram nenhum dos
fatores de risco para DAC avaliados neste estudo.

A Figura 1 ilustra a distribuicado das frequéncias de fa-
tores de risco para DAC isolados e agrupados. Dezoito ho-
mens e cinco mulheres, totalizando 23 individuos (57,5%),
atendiam aos critérios para diagnéstico de DM2, sendo
entdo considerados pacientes diabéticos. Quatro pacien-
tes infartados (trés homens e uma mulher) apresentaram,
simultaneamente, todos os fatores de risco para DAC ava-

liados neste estudo. Entre os pacientes com DM2, 22 tinham
HAS, 11 eram tabagistas e oito eram dislipémicos

Apos a analise dos fatores de risco para DAC associ-
ados ao DM, a presenca de HAS foi diferente entre indivi-
duos com e sem DM (p=0,005). Ja a idade, TAB, DISL e
concentragdes plasmaticas de CK e CK-MB massa nao fo-
ram diferentes, conforme sumarizado na Tabela 2.

Os marcadores de fungéo renal avaliados neste estu-
do (creatinina, ureia, sodio e potassio) ndo foram associa-
dos ao IAM ou a outros fatores de risco (p>0,05).

TAB & d 18
HAS & d 33
HAS + TAB d 16
DM2 & d 23
DM2 + TAB | 11
DM2 + HAS & d 22
DM2 + HAS + TAB sl 10
DISL Wl 12
DISL+ TAB ks 6
DISL+ HAS + TAB W 5
DISL + HAS sl 10
DISL+ DM2 |l 8
DISL+ DM2 + TAB s 4
DISL + DM2+ HAS s 8
DISL+ DM2 + HAS+ TAB s 4
Figura 1. Distribuic&o dos fatores de risco para DAC isolados e agrupados, em todo o grupo estudado.
DISL: Dislipidemia; DM2: Diabetes mellitus tipo 2; HAS: Hipertensédo Arterial Sistémica; TAB: Tabagismo.
Tabela 2 - Fatores de risco para DAC na presenca e auséncia de DM2
Variaveis DM2 - (n=17) DM2 + (n=23) p*
Idade em anos (média £ DP) 61,6 £ 8,2 60,2+ 10,8 0,651
Hipertensao arterial (n;%) 11 (64,7%) 22 (95,6%) 0,005
Tabagismo (n;%) 7 (41,2%) 11 (47,8%) 0,676
Dislipidemia (n;%) 4 (23,5%) 8 (34,8%) 0,442
Mediana Mediana
(Intervalo interquartil) (Intervalo interquartil)
Glicemia (mg/dL) 87 (83 - 98) 130 (103 - 138) 0,001
Glicemia (mg/dL) 87 (83 - 98) 130 (103 - 138) 0,001
Creatino quinase (U/L) 652 (340 - 1303) 491 (282 - 1162) 0,267
CK-MB massa (U/L) 92 (31-132) 34 (32 -133) 0,520

n: nimero de individuos; DM2 +: presencga de diabetes mellitus tipo 2; DM2 -: auséncia de dabetes mellitus tipo 2;

p*: Teste do Chi-quadrado; p#: Teste de Mann-Whitney

DISCUSSAO

O mundo esta enfrentando uma crescente epidemia
de diabetes, a qual tem atingido proporgdes devastado-
ras. O impacto das complicagdes diabéticas em termos
econdmicos é enfatizado pelo consumo dos recursos do

RBAC.2019;51(1 supl.1):S41-6

sistema de saude pelos pacientes diabéticos quando
comparado com qualquer outra doenca. Cerca de 39 mi-
Ihées de reais no ano de 2000 foram gastos pelo Siste-
ma Unico de Satde (SUS) com a hospitalizacao por dia-
betes. Este elevado custo é justificado pela alta perma-
néncia hospitalar, associada a severidade das complica-
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¢des da patologia, o que demanda procedimentos alta-
mente complexos.('?

O Brasil, que em 2000 ocupava o oitavo lugar entre os
dez paises com maior nimero de casos de diabetes (4,6
milhdes), ocupara a sexta posigcdo em 2030, quando conta-
ra com 8,9 milhdes de pessoas diagnosticadas.(™

Nosso estudo selecionou quarenta pacientes com di-
agnostico de IAM e analisou a prevaléncia de fatores de
risco para DAC entre os sujeitos da pesquisa. A ateros-
clerose é um processo inflamatorio, sistémico e silencioso.
A formacéo da placa de ateroma inicia com a agresséo ao
endotélio do vaso, que pode ser causada por diversos fato-
res, como o tabaco," ambiente inflamatorio,('® altas con-
centracdes de lipoproteinas aterogénicas e a hipertensao
arterial."® A hiperglicemia também é um desses fatores, ja
que as vias envolvidas no metabolismo da glicose estado
implicadas na disfungéo endotelial, etapa crucial para o ini-
cio da aterosclerose.®'” Com base nessas premissas foi
analisada a presenca de DM2, tabagismo, HAS e dislipi-
demias entre os pacientes infartados.

A HAS foi o fator de risco para DAC mais frequente
entre os pacientes deste estudo (82,5%), seguida de DM2
(57,5%), tabagismo (45%) e, por fim, dislipidemia (30%).

Alguns estudos reforgam a necessidade de analises
baseadas no sexo, ja que as diferencas entre homens e
mulheres podem ser marcantes.('®'® Um estudo que ava-
liou a prevaléncia de fatores de risco cardiovascular em
adultos encontrou frequéncia de tabagismo e hipertensao
superior em homens comparado as mulheres,?” diferente
de nossos resultados. Quando a frequéncia de DM2, TAB,
HAS e DISL foi comparada entre os sexos (Tabela 1), ho-
mens e mulheres ndo apresentam diferencas na presenca
dos fatores de risco para DAC, apesar das diferentes pro-
porcdes entre os géneros.

Quatro pacientes infartados (trés homens e uma mu-
Iher) apresentaram simultaneamente todos os fatores de ris-
co para DAC avaliados neste estudo. A hipertensao arterial
é um achado frequente em pacientes com IAM, e quando
associada a outras comorbidades vasculares e fatores de
risco, como o DM, idade avancada, e tabagismo, compde
um perfil de risco bem mais grave que o perfil de pacientes
infartados normotensos.?” Em um estudo que avaliou a
prevaléncia de comorbidades entre pacientes hospitaliza-
dos em decorréncia de 1AM, a combinacédo de fatores de
risco para DAC mais comum entre os infartados também
foi a de HAS e DM.?» O DM e a HAS estdo associados a
um aumento de mortalidade em pacientes com IAM.%)

O diabetes tipo 2 (DM2) é o mais frequente dentre os
tipos de diabetes (aproximadamente 95%) e resulta de um
defeito progressivo na secrecdo e/ou acéo da insulina 1.
Individuos com DM2 normalmente apresentam alteracdes
no metabolismo dos lipideos (dislipidemias), hipertenséo e
sobrepeso ou obesidade.?*
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O DM2 é um fator de risco independente para doen-
cas cardiovasculares,® e a estreita relagé@o entre DM e do-
encas cardiovasculares tem sido confirmada em varias po-
pulagdes.®-2® Alguns mecanismos podem estar envolvidos
com a manifestacao precoce de aterosclerose em individu-
os com DM2, entre eles estdo: o efeito téxico direto da
glicose sobre as células endoteliais que ndo conseguem
regular a entrada de glicose,® o estresse oxidativo, que
leva a disfuncéo endotelial,® a redugao na producao de 6xi-
do nitrico, fator derivado do endotélio que inibe praticamen-
te todas as vias envolvidas na aterosclerose,® e a disfungao
de células progenitoras endoteliais.3"

Pacientes com DM2 tém duas a quatro vezes maior
risco de mortalidade cardiovascular que individuos néo dia-
béticos. Além disso, pacientes diabéticos sdo menos pro-
pensos a sobreviver a um primeiro IAM que individuos sem
DM2.%2) Esses dados nos estimularam a realizar este estu-
do, onde a prevaléncia de DM2 foi de 57,5%. Praticamente
todos os pacientes diabéticos incluidos neste estudo pos-
suiam também outros fatores de risco associados. Dos 23
pacientes com DM2, 22 tinham HAS, 11 eram tabagistas e
oito eram dislipémicos.

A média de idade dos pacientes foi de 60,8 £ 9 anos
(60,4 £ 9 anos para homens e 62 + 14 anos para mulheres),
nao sendo significativamente diferentes (p=0,6306, test t
de Student) entre os sexos. A prevaléncia de IAM normal-
mente é maior apos os 55 anos, dado compativel com a
média de idade encontrada na nossa populagéo.®® Quan-
do a populacdo de pacientes infartados estudada é com-
posta por jovens adultos (< 45 anos), eles sédo predominan-
temente do sexo masculino, e o tabagismo é o principal fa-
tor de risco associado.®

Embora menos frequente entre os individuos do sexo
feminino, a frequéncia de tabagismo na amostra estudada
foi significativa (45%). Arelacéo entre o tabagismo e compli-
cacgdes cardiovasculares estd bem estabelecida e demons-
trada em inimeros trabalhos que associam o envolvimento
do tabaco na génese da alteracéo vascular.®>%*") Face a ele-
vada frequéncia de tabagistas entre os pacientes hospitali-
zados por IAM, é possivel sugerir que as campanhas antifumo
nao estéo atingindo com eficacia este publico.

Pacientes com insuficiéncia renal t&m risco aumenta-
do para o desenvolvimento de DAC.® Neste estudo foram
avaliados alguns marcadores de funcéo renal, como a
creatinina, ureia, sodio e potassio, porém os mesmos nao
foram associados ao IAM ou a outros fatores de risco para
DAC (dados néo reportados; p>0,05).

Este estudo tem algumas limitacdes. Devido ao pe-
queno numero amostral, a estratificacdo dos pacientes
quanto a idade e ao sexo ficou prejudicada, impossibili-
tando maiores analises estatisticas. Também nao foi pos-
sivel analisar a relagao entre o tempo do DM2 e outros fa-
tores de risco, ja que esta informacéao nao estava disponi-
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vel no prontuario médico. A medida que o DM se desenvol-
ve, ocorre uma progressao acelerada da aterosclerose, base
fisiopatologica de doencgas cardiovasculares, como o IAM.
Esse dado é preocupante, pois quase metade dos individu-
os com diabetes esta sem diagnoéstico, o que significa que
nao tem conhecimento de sua condicéo e dos riscos atrela-
dos a ela.® A prevengédo do DM, aderindo a um estilo de
vida saudavel, e o controle dos fatores de risco para doen-
cas cardiovasculares (hiperglicemia, hipertenséo, tabagis-
mo e dislipidemias) séo as principais ferramentas para re-
duzir o risco de IAM. Neste contexto, medidas educativas
desempenham importante papel, inclusive na reducéo dos
custos envolvidos com tais patologias.

CONCLUSOES

A fisiopatologia do diabetes ainda néo é completamen-
te conhecida, mas sabe-se que a hiperglicemia crénica do
diabetes leva, em longo prazo, ao comprometimento micro
e macrovascular.®® Levando-se em consideracéo a relevan-
cia do DM no ambito da saude publica ha a necessidade
de se realizarem estudos epidemiol6gicos para investigar
sua prevaléncia e estimular a implantagédo de medidas para
reducdo de fatores de risco, principalmente para doencas
cardiovasculares. O presente estudo encontrou 57,5% de
diabéticos entre os individuos hospitalizados em um hospi-
tal universitario do Sul do Brasil em decorréncia de IAM. Cha-
ma atencdo neste estudo a alta prevaléncia da HAS, que
constitui fator de risco importante para sindromes onde ocor-
re comprometimento endotelial, como o DM e aterosclerose.
Estudos como o presente estimulam a promocgéo de politi-
cas de saude educativas e preventivas, além de facilitar a
estratificacédo dos pacientes, a prevengéo das complicacdes
associadas as patologias e o direcionamento do tratamen-
to clinico mais adequado.

Abstract

The chronic hyperglycemia associated with diabetes promotes endothelial
dysfunction and thus vascular complications and multiple organ failure,
especially the heart. The acute myocardial infarction (AMI) is the leading
cause of death among subjects with diabetes mellitus (DM). Considering
the high frequency and mortality of AMI and DM in all populations,
epidemiological studies that investigate its prevalence and characteristics
are relevant in the Brazilian population. The aim of this retrospective
cross-sectional study was to evaluate the prevalence of type 2 diabetes
(T2DM) and other risk factors for coronary artery disease (CAD) in patients
with AMI. We analyzed laboratory results and medical records of 198
patients treated at a university hospital in Southern Brazil, with clinical
and laboratory diagnosis of AMI. Only 40 patients met the inclusion
criteria, and 23 of these were patients with T2DM. Hypertension was the
most common risk factor for CAD (82.5%), followed by DM2 (57.5%),
smoking (45%) and dyslipidemia (30%). Our results reinforce the need
to implement and expand public health programs aimed at controlling
risk factors for CAD as the main tool to reduce the risk of AMI.

Keywords
Diabetes; Macrovascular complications; Acute myocardial infarction
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Resumo

O presente estudo teve como objetivo avaliar o desempenho do teste rapido Hexagon da
Human quando comparados com o teste de ELISA. Foram testadas 279 amostras, sendo
que 277 apresentaram resultados concordantes e dois falso-negativos. A sensibilidade e
especificidade obtidas foram 97% e 100% respectivamente, indicando que este kit pode ser
usado no diagndstico da infec¢éao pelo HIV, obedecendo as recomendacgdes da Secretaria
de Vigilancia em Saude/MS. Este estudo contribui para demonstrar a importancia do uso do
teste rapido para HIV nos inquéritos epidemioldgicos, nas maternidades, garantindo a segu-
ranca dos conceptos e, também, em possiveis acidentes profissionais com material bioldgi-
co infectado pelo HIV.

Palavras-chave

HIV; teste rapido; ELISA

INTRODUCAO

A sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA) do-
enca caracterizada por imunossupresséao profunda que leva
a infecgBes oportunistas, neoplasias secundarias e mani-
festacdes neurolégicas. A AIDS foi primeiramente descrita
em 1981, sendo causada por um retrovirus da familia
Retroviridae, conhecido como virus da imunodeficiéncia hu-
mana tipo 1 (HIV-1) e tipo 2 (HIV-2). (" O HIV estéa presente
no esperma, nas secreg¢des vaginais, no leite materno e no
sangue, portanto, todas as formas de contato com estas
substancias podem gerar um contagio. Entretanto, as prin-
cipais formas de transmissao detectadas até hoje séo: trans-
fusdo de sangue, relagdes sexuais sem preservativo,
compartilhamento de seringas ou objetos cortantes que pos-
suam residuos de sangue. O virus também pode ser trans-
mitido de forma vertical, ou seja, da méae para o filho duran-
te a gestagcdo ou amamentacéo.®

Dados da UNAIDS e WHO em 2007 mostraram que a
proporcéao de pessoas vivendo com o HIV no mundo tem
estabilizado e, também, observou-se que o nimero de no-
vas infec¢des diminuiu, em parte, devido aos impactos dos

programas contra a AIDS. No entanto, estimaram que 33,2
milhdes de pessoas viviam com HIV em 2007, outros 2,5
milhdes de pessoas se infectaram e 2,1 milhdes de pesso-
as morreram em consequéncia da AIDS.®

Diariamente mais pessoas infectadas com HIV estéo,
no mundo todo, desenvolvendo AIDS. Sabe-se que a cada
dez pessoas infectadas com HIV, nove irdo desenvolver AIDS
dentro de 10 a 15 anos.®

Com os avancos tecnologicos e cientificos surgiram
ensaios sorolégicos e tratamento com antirretrovirais que
aumentam a expectativa de vida de pessoas infectadas
com o HIV, mas o acesso a esses ensaios sorolégicos e a
medicacao antirretroviral ainda ndo estdo plenamente dis-
poniveis em todos os paises e para todas as pessoas
infectadas.

Os testes sorolégicos que detectam a presenca de
anticorpos contra o virus HIV em individuos s&@o fundamen-
tais nos esforgos para diminuir a transmisséo do virus, sen-
do ainda mais importante nos programas de prevencao a
AIDS, da transmisséao vertical (de mae para filho) e na se-
guranca do sangue e seus derivados durante as transfusdes
e nos transplantes de 6rgéos.
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As técnicas usualmente empregadas no diagnoéstico
da infeccao pelo HIV baseiam-se primeiramente em testes
de triagem que detectam anticorpos contra o virus, ou seja,
detectam a resposta do hospedeiro ao virus, e néo o virus.
Ja os testes de deteccgédo de antigenos (virus ou suas parti-
culas) sdo mais complexos, caros e restritos a ensaios clini-
cos e pesquisas.

Dentre os testes de detecgéo de anticorpos normal-
mente utilizados tém-se o Enzyme Linked Immunosorbent
Assay (ELISA), Enzyme Linked fluorescent Assay (ELFA),
o Western-blot e testes rapidos.

O teste sorolégico ELISA pesquisa anticorpos anti-HIV,
utilizando antigenos adsorvidos em fase sélida.® Possuem
alta sensibilidade e especificidade, sdo capazes de detec-
tar os virus HIV1/HIV2 e variantes em intervalo pequeno en-
tre a infeccdo e a producédo de anticorpos (janela imuno-
légica). Os testes ELISA séo projetados para uma grande
quantidade de amostras, fazendo deles uma excelente es-
colha para triagens em bancos de sangue.®

O método ELFA detecta simultaneamente anticorpo
anti-HIV e antigeno p24 (HIV-DUO), favorecendo o diagnés-
tico precoce de infeccao por HIV, antecipando-o em até sete
dias, quando comparado a métodos que detectam apenas
anti-HIV.("

O método de Western-Blot € amplamente utilizado
como teste confirmatoério dos resultados obtidos por ELISA,
ELFA e outros testes imunoenzimaticos. O Western Blot uti-
liza antigenos do HIV, obtidos em cultura de linhagem celu-
lar, separados eletroforeticamente em bandas distintas,
posteriormente transferidas para a membrana de nitro-
celulose. Padrées de positividade podem ser definidos no
teste confirmatoério de Western-Blot, pela visualizagédo de
bandas correspondentes as trés principais proteinas virais:
a proteina do nucleo, p24 ou p31 e as duas proteinas do
envoltério, gp41 ou gp120/gp160. Critérios alternativos para
a positividade ja foram propostos por diversos grupos de
pesquisa.® Outras bandas de antigenos do HIV séo p17,
p31, p51, p55, p66.©

Os avancgos na tecnologia de diagnéstico tornaram
possiveis testes para o HIV que podem ser utilizados em
locais com recursos limitados. Tais testes, os mais recen-
tes, sdo baseados no principio de membranas imunocro-
matograficas. Os testes rapidos sé@o apresentados em um
kit que ndo necessita de outros reagentes ou equipamento
para ser realizado. A interpretacédo do teste é geralmente
direta, apresentando controle de qualidade interno que vali-
da o teste. A habilidade de gerar um resultado preciso de-
pende ndo apenas da qualidade intrinseca do teste, mas
também de qualidades extrinsecas, como o manuseio cor-
reto do kit pelo profissional que realiza o teste e a qualidade
da amostra que esta sendo testada.('%!".12)

De acordo com a Portaria N° 34 da Secretaria de Vi-
gilancia em Saude, regulamentaram-se os testes rapidos
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na triagem do anti-HIV, podendo ser utilizados para diag-
noéstico da infeccéo pelo HIV como estratégia de ampliagéo
do acesso ao diagnéstico rapido da infecgéo pelo HIV, em
areas de dificil acesso, onde a falta de infraestrutura nao
permitia a realizacdo de testes imunoenzimaticos, como
ELISA. Fica permitido seu uso em maternidades quando
parturientes no final da gestacéo ou na hora do parto ndo
tenham realizado o teste de HIV durante seu pré-natal. Re-
gulamenta, ainda, que os testes devem ser realizados so-
mente por profissionais capacitados da area de salde e
em pacientes com mais de 18 meses, tempo necessario
para que os anticorpos maternos nao estejam mais presen-
tes e possam interferir no resultado. Todos os testes rapi-
dos devem ser capazes de detectar anticorpos anti-HIV-1 e
anti-HIV-2.(19

Recentemente, a Secretaria de Vigilancia em Saude
— Ministério da Saude, através da portaria N° 151/2009 de-
termina o uso de somente um kit rapido por teste de HIV.
Nos casos de resultado positivo em teste rapido para HIV,
podera ser realizado um novo teste rapido com um conjunto
de deteccao de fabricante diferente para confirmar o resul-
tado. Caso os dois indiguem a presenca do HIV, a pessoa
sera diagnosticada como soropositiva. Anova portaria tam-
bém estabelece o fluxo para as ocasiées em que cada kit
apresente um resultado diferente.("®

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no Laboratério Louis Pasteur
de Patologia Clinica Ltda em 2008 e 2009 durante uma epi-
demia de dengue na cidade de Fortaleza. Trata-se de um
estudo prospectivo do tipo ensaio clinico de abordagem
quantitativa, onde 279 amostras foram submetidas a duas
metodologias para detecgéo do antiHIV: ELISA e teste rapi-
do. As amostras com resultados positivos por ELISA foram
confirmadas por mais dois testes: Imunofluorescéncia Indi-
reta (ELFA) e Western Blot.

A coleta das amostras foi realizada em tubos Sarstedt
Monovette com gel separador por profissionais habilitados
do laboratério e enviadas para o setor técnico para serem
centrifugadas por dez minutos a 3.200 rpm.

As amostras negativas foram escolhidas aleatoria-
mente dentro da rotina do setor, enquanto que as amos-
tras positivas necessarias para completar o nimero dese-
jado de testes do estudo foram escolhidas na soroteca de
HIV positivos do laboratério com até trés meses de con-
gelamento (-20°C).

O teste rapido foi realizado de acordo com as orienta-
¢bes do fabricante do kit Hexagon — Human Diagnostics.
Para ser considerado valido, o ensaio deveria apresentar a
marca do controle interno.

O resultado foi considerado negativo quando apenas
a marca do controle interno (na parte superior da janela de
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amostra do Pack apresentou cor vermelho-violeta, mos-
trando que o teste desenvolveu-se normalmente, enquanto
que o positivo foi considerado quando uma ou duas linhas
adicionais, além da marca do controle interno, apresen-
tou-se vermelho-violeta. Quando a linha, logo abaixo da
marca de controle interno apresentar vermelho-violeta, o
resultado é positivo para HIV-2 e a outra marca mais abai-
Xo sera positivo para HIV-1. Nos casos em que a marca do
controle interno ndo reagiu, o teste foi considerado incon-
clusivo.

O teste ELISA foi realizado em equipamento automa-
tizado Modular E-170 — Roche de acordo com as recomen-
dacdes do fabricante utilizando-se o kit HIV Comb Ag/Ac. O
resultado foi dado em valor de Ul/mL, onde valores abaixo
de 0,9 Ul/mL representavam resultados negativos, valores
entre 0,9 e 1,0 Ul/mL representavam resultados indeter-
minados (inconclusivos) e resultados com valores acima de
1,0 Ul/mL foram considerados positivos.

Os testes com resultados positivos na metodologia
ELISA — Roche e teste rapido foram confirmados em uma
segunda metodologia, ELFA (Enzyme Linked Fluorescent
Assay) no equipamento VIDAS 30 — BioMérrieux, utilizan-
do-se o kit VIDAS HIV Duo-Ultra. Nos casos em que a
positividade foi confirmada por esta metodologia, a amos-
tra do paciente foi enviada para um laboratério de apoio
do LabPasteur para realizacdo do teste confirmatoério
Western-Blot.

Os resultados dos testes foram transcritos para uma
planilha Microsoft Excel 2003, na qual foi calculado o inter-
valo de confianga e o teste do qui-quadrado (y?), onde o
valor observado do y2deve ser menor que 3,84 para aceitar
que os métodos comparados sejam semelhantes. O valor
de 3,84 ¢ o valor do y2 critico para um p < 0,05 com 1 grau
de liberdade.

Este estudo foi submetido ao Comité de Etica da Uni-
versidade Fortaleza.

RESULTADOS

Das 279 amostras analisadas, 127 eram do sexo
masculino (45,7%) e 151 do sexo feminino (54,3%). As ida-
des variaram entre 2 a 91 anos, sendo 23 a 33 anos a faixa
etaria predominante (47,8%).

Os testes de triagem ELISA e o teste rapido obtive-
ram concordancia nos resultados em 97,8% (277/279) dos
testes, enquanto que o teste rapido obteve uma sensibilida-
de relativa de 97% (69/71) com 0,71% dos resultados falso-
negativos (2/279) e uma especificidade relativa de 100%
(208/208).

Os dois resultados falso-negativos entre a metodologia
de teste rapido e ELISA foram repetidos ap6s trés meses
de coletados e foram confirmados como fracamente positi-
vos pela metodologia ELFA e também por Western-Blot.

RBAC.2019;51(1 supl.1):S47-50

DISCUSSAO

Os testes rapidos foram desenvolvidos em 1985 e fo-
ram ganhando credibilidade no inicio dos anos 90, devido a
disponibilidade de serem utilizados em ag¢des que necessi-
tassem conduta médica imediata, como a profilaxia ante-
parto e em acidentes perfurocortantes de funcionarios da
area da saude com material biolégico contaminado.

Atualmente, com os avangos tecnolégicos e cientifi-
cos, varios estudos comparativos envolvendo testes rapi-
dos para o diagnoéstico do HIV foram realizados, apresen-
tando sensibilidade variando de 97,74% a 100% e especi-
ficidade de 96,2% a 100%, quando comparados aos testes
ELISA de terceira geragao.('+9

O presente estudo testou 279 amostras para diag-
noéstico de HIV por ELISA e teste rapido, obtendo uma sen-
sibilidade de 97% (65/67) e especificidade de 100% (212/
212). Portanto, os dados para sensibilidade e especi-
ficidade foram consistentes com resultados de outros es-
tudos_(14,17—19)

Contudo, a especificidade encontrada de 100% foi
superior a encontrada pelo fabricante do kit Hexagon em
questéo, de 99,5%.M"

Os dois resultados falso-negativos encontrados pelo
teste rapido foram confirmados como fracamente positivos
pela metodologia ELISA, ELFA e Western Blot apos trés
meses de armazenamento (-20°C). Os falso-negativos en-
contrados neste estudo podem ter sido afetados pela per-
da da estabilidade da amostra devido ao tempo de arma-
zenamento.

De acordo com os estudos realizados evidenciamos
que testes rapidos possuem desempenho semelhante aque-
le dos testes ELISA. Entretanto, por serem de execugéo sim-
ples, em menos de 30 minutos e de facil leitura, possibilita
seu uso em situagées ambulatoriais e de emergéncia, ndo
exigindo profissionais com alta qualificacé@o e laboratérios
com infraestrutura sofisticada, como é o caso dos testes
imunoensaios: ELISA, ELFA e Western Blot. Portanto, o uso
de testes rapidos em relacao ao custo/beneficio pode aca-
bar sendo mais vantajoso em determinadas situagdes.

Este estudo contribuiu para demonstrar a importéncia
do uso do teste rapido para HIV nos inquéritos epidemio-
l6gicos, nas maternidades, garantindo a seguranga dos
conceptos e também em possiveis acidentes profissionais
com material biolégico infectado pelo HIV.

CONCLUSAO

De acordo com os resultados encontrados, sensibili-
dade de 97% e especificidade de 100%, concluimos que
o teste rapido Hexagon da Human pode ser realizado para
diagnéstico da infeccéo pelo HIV, de acordo com as reco-
mendacdes da Secretaria de Vigilancia em Saude e da
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Organizacédo Mundial de Saude. Mas ressaltamos ainda que,
diante da especificidade de 100%, podemos dar um resul-
tado falso-positivo. Portanto, reforcamos a necessidade des-
tes pacientes positivos também serem submetidos a um tes-
te confirmatoério, como o Western-Blot. Esta pratica propor-
cionaria um beneficio adicional na obtencdao de uma segun-
da coleta de sangue para sua realizacdo e evitaria erros
pré-analiticos relacionados a trocas de amostras.
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Abstract

This study aimed to evaluate the performance of the Rapid Test Hexagon
Human compared with the ELISA test. 279 samples were tested, of
which 277 had consistent results and two tests came out as false-
negative. The sensitivity and specificity obtained were 97% and 100%
respectively, indicating that this kit can be used in the diagnosis of HIV
infection, in acord with the Secretaria de Vigildancia em Satide/MS. This
study helps demonstrate the importance of the use of rapid test for HIV
in epidemiological surveys, in maternity wards, ensuring the safety of
newboms, and in possible accidents with professionals involving biological
infected materials with HIV.
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HIV; rapid test; ELISA
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INTRODUCAO

Resumo

A Infeccéo pelo virus da hepatite B (VHB) em profissionais e estudantes da area da saude
representa um alto risco. Os estudantes dessa area, durante a realizagéo de atividades
didaticas, passam a ter contato mais frequente com sangue e hemoderivados, aumentando
o risco de infecgao ao VHB, sendo a vacinagdo a melhor forma de prevengéo contra essa
doenca infecciosa. O objetivo deste estudo foi determinar a imunogenicidade contra hepatite
B em académicos do curso de Biomedicina da Ulbra/Carazinho através de dosagens de
anticorpos sanguineos, relacionando a importancia da imunoprofilaxia nesses futuros profis-
sionais de saude. Dos 89 académicos pesquisados, 65 (73%) eram do sexo feminino e 24
(27%) do sexo masculino, com faixa etéria entre 18 e 39 anos. A pratica de relagao sexual
desprotegida teve maior prevaléncia entre os fatores de risco relacionados a hepatite B, com
86%. As dosagens de anticorpos contra superficie do virus (anti-HBs) obtiveram positividade
em 75 (84%) individuos. Foi observado que dez (11%) amostras se mostraram negativas,
mesmo vacinadas, mostrando que a vacina nao é 100% eficaz. Apesar disso, a presenca
isolada do marcador soroldgico anti-HBs na maioria dos académicos estudados, evidencia
imunidade apés vacinagéo.

Palavras-chave
Hepatite B; imunidade; vacinacao

A infeccdo pelo VHB pode ocorrer em qualquer pes-
soa. No entanto, alguns grupos de individuos sao particular-

Considerado por especialistas como o mais versatil
virus hepatotropico, o virus da hepatite B (VHB) é capaz de
produzir desde um estado de portador assintomatico da
doenca, passando por estagios da infecgdo aguda (mais
comum) até a cronicidade da doencga, com possibilidade
de progresséo a cirrose/carcinoma hepatocelular ou necrose
macica do figado (hepatite fulminante).("

O periodo de incubagéo do virus pode variar de seis
semanas a seis meses. A doenga se manifesta por sinto-
mas gerais de mal-estar, perda de apetite, fadiga intensa,
vomitos, febre, dor na regido do figado (pois este ja se apre-
senta aumentado), fezes esbranquigadas e urina escura.®
Cinco dias apds o aparecimento destes sintomas, inicia a
fase ictérica, onde a pele e as conjuntivas se apresentam
amareladas.®

mente expostos a esse virus, em funcéo de determinadas
circunstancias, adogao de certas atitudes comportamentais
ou da atividade profissional que exercem.* Essa popula-
¢éo, chamada grupo de risco, inclui: cénjuges de pessoas
agudamente infectadas, individuos sexualmente promiscu-
os, profissionais de saude, individuos que necessitam de
transfusdes repetidas, toxicomanos, filhos de méaes porta-
doras do virus.®

Um consideravel numero de enfermidades potencial-
mente transmissiveis por fluidos biolégicos e materiais con-
taminados pode acometer os estudantes e profissionais de
salde, destacando-se a hepatite B.©®

A hepatite B é uma importante doenga ocupacional
infecciosa entre estudantes e profissionais da area da sau-
de. Exposi¢bes percutdaneas ou de membranas mucosas

'Biomédico graduado pela Universidade Luterana do Brasil - ULBRA Campus Carazinho — Carazinho-RS, Brasil.
2Professor Orientador - Universidade Luterana do Brasil - ULBRA Campus Carazinho — Carazinho-RS, Brasil.
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com sangue contaminado ou secre¢des corpéreas (como
sémen, secrecao vaginal) representam a principal fonte de
transmisséao do virus, ja que quantidades diminutas destes
fluidos biologicos séo suficientes para transmitir a infecgéo.”
O VHB apresenta uma elevada resisténcia ambiental pos-
suindo cinquenta a cem vezes mais infectividade que o vi-
rus da imunodeficiéncia humana (HIV).®

Essa doenga é um problema de saude publica impor-
tante com morbidade e mortalidade significativas. Segun-
do dados da Organizacao Mundial da Saude (OMS), 2 bi-
Ihdes de pessoas estédo infectadas pelo virus e cerca de
350 milhdes apresentam a forma crénica da doenga. Apro-
ximadamente 600 mil mortes sdo causadas por ano em
consequéncia grave de infecc¢édo pelo VHB.®)

No Brasil, a doenca apresenta endemicidade varia-
vel, considerando que muitos individuos infectados séo
assintomaticos e que as infecgdes sintomaticas sao insufi-
cientemente notificadas. Estima-se que a frequéncia da he-
patite B seja subestimada. O Ministério da Salde divulga
que, no Brasil, pelo menos 15% da populacéo ja estiveram
em contato com o VHB e que 1% apresenta doenca crénica
relacionada a este virus.("”

A identificacdo desse tipo de hepatite viral se faz pela
deteccédo, no sangue do paciente, do préprio virus ou pela
dosagem de anticorpos especificos. A deteccdo do virus,
indicativo de fase aguda ou crénica da doenca, é indicada
pela presenga, no soro, do antigeno de superficie (HBsAg).(""
A resposta imune apoés contato com o VHB, em individuos
imunocompetentes, cedo ou tarde leva a produgéo dos cor-
respondentes anticorpos contra os principais antigenos virais
que sdo: anticorpos contra o antigeno do Core (anti-HBc), e
anticorpos contra o antigeno de Superficie (anti-HBs).("

Na maioria dos individuos, a hepatite pelo VHB é
autolimitada e o paciente recupera-se espontaneamente.
Aproximadamente 1% a 2% dos adolescentes e dos adul-
tos normais apresentam replicacdo viral persistente. A
frequéncia de infeccéo cronica pelo VHB é de 5% a 10%
nos pacientes imunocompetentes e 80% entre os recém-
nascidos, com a probabilidade de infec¢édo crénica decli-
nar gradativamente durante a primeira década de vida.?®

Todos os antigenos e anticorpos podem ser identifica-
dos e utilizados no diagnéstico durante o curso da infecgao
pelo VHB. Aidentificacdo dos constituintes do VHB, nas di-
ferentes fases evolutivas da infecgéo, pode ser realizada
por testes soroldgicos (pesquisa de antigenos e anticorpos)
e moleculares (pesquisa qualitativa e quantitativa do DNA-
VHB). Durante a infecgéo, os pacientes com hepatite B apre-
sentam grandes quantidades do antigeno de superficie do
VHB (HBsAg) no soro.("?

Segundo dados da Vigilancia em Saude do Brasil a
vacina contra hepatite B para grupos de risco no pais foi
implantada no Brasilem 1992. Em 1996, houve a indicagéo
universal da vacina pela OMS. Ela é oferecida e recomen-
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dada na rede publica para recém-nascidos e adolescentes
até 19 anos, desde 1998. Também esta indicada para gru-
pos especificos, como profissionais de saude, independen-
temente da faixa etaria.(™®

Os esquemas mais frequentemente utilizados sédo de
trés doses nos momentos zero, um e seis meses apés a
primeira dose. Se a vacinagao for interrompida, nao é ne-
cessario recomecar o esquema, apenas completa-lo.('*

A eficacia da vacina é de aproximadamente 95%, po-
rém alguns individuos vacinados nédo alcangam os titulos
protetores de anticorpos.” Para profissionais da saude, o
Ministério da Saude recomenda que, trinta dias apés a ad-
ministragcdo da ultima dose do esquema vacinal contra a he-
patite B, sejam realizados exames sorolégicos para contro-
le dos titulos de anticorpos.(?

Arelevancia da pesquisa em questédo esta focada na
exposicédo dos académicos aos fatores de risco durante as
atividades didaticas associada ao dado anteriormente ci-
tado de que a eficacia da vacina nao é de 100%.

MATERIAL E METODOS

Por meio de uma pesquisa experimental, no periodo
de setembro a novembro de 2009, foram avaliadas 89 amos-
tras de soro obtidas por meio de pungédo venosa (5 mL)
advindas de académicos do curso de Biomedicina da Uni-
versidade Luterana do Brasil, campus Carazinho. Realizou-
se também uma avaliagédo epidemiolégica frente aos prin-
cipais fatores de risco para contaminagéo pelo VHB.

Para se obterem informacdes sobre os dados pesso-
ais e fatores de risco associados a infeccédo pelo VHB fo-
ram realizadas entrevistas utilizando-se um questionario es-
pecialmente elaborado para a pesquisa. O referido questi-
onario foi aplicado aos académicos de todos os semes-
tres, contemplando ocorréncia de acidente com material
perfurocortante com exposicao percutanea e/ou mucosa,
histéria de transfusdo sanguinea, uso de drogas injetaveis,
presenca de tatuagem, relagdes sexuais sem protecao, além
da imunizagéo contra hepatite B. Aaplicagédo do questiona-
rio, bem como a coleta de sangue foram realizados com os
individuos que voluntariamente se dispuseram a participar
da pesquisa.

Todas as amostras foram testadas utilizando-se a téc-
nica de Enzima Imunoensaio em Microplaca (ELISA), utili-
zando-se a lavadora para microplaca Anthos Fluido 2 e lei-
tora de microplaca Anthos 2010, frente aos seguintes
marcadores: anti-HBs marca Biokit®, anti-HBc marca
Biokit®. Como medida de verificagdo das determinacdes
sorolégicas citadas foi realizada a dosagem do marcador
sorolégico HBsAg marca Radim®. O perfilimunolégico dos
académicos foi determinado através da analise qualitati-
va (cut-off) para anti-HBc e HBsAg, e por determinacéo
quantitativa (curva de calibracdo) para anti-HBs. As dosa-
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gens foram avaliadas conforme valores de referéncia indi-
cados nas respectivas bulas. As analises laboratoriais fo-
ram executadas no Laboratério Escola do Curso de Biome-
dicina da Ulbra — Universidade Luterana do Brasil, campus
de Carazinho.

O estudo em questéo teve como critérios de exclusado
néo estar matriculado no curso de Biomedicina da Ulbra/
Carazinho, ser menor de idade e nao aceitar participar vo-
luntariamente da pesquisa. Ap6s a explicacao do trabalho,
os estudantes assinaram o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido segundo a Resolugéo n°® 196/96 do Conselho
Nacional de Saude/Ministério da Saude, o qual foi aprova-
do pelo Comité de Etica para Pesquisa em Seres Huma-
nos da Universidade Luterana do Brasil — Ulbra sob proto-
colo n®2009 - 241H.

RESULTADOS

Entre os 89 académicos pesquisados, 65 (73%) eram
do sexo feminino e 24 (27%) do sexo masculino, com faixa
etaria entre 18 e 39 anos.

Avaliando-se o grupo de estudo em relagéo ao conhe-
cimento acerca da Hepatite B, 86 (97%) afirmaram conhe-
cer a doenca e saber sobre os meios de contaminagéao. Ao
se tratar dos fatores de risco, a maior prevaléncia verificada
foi relacdo sexual sem preservativo, conforme Figura 1.

mSim mNao

84%

89%
69%
31%
16%
11%
4%
Tatuag Aci

com
material
perfurocortante

Transfusdo
sanguinea

Relagdes sexuais
sem preservativo

Figura 1. Gréfico de percentual de académicos avaliados quanto aos
fatores riscos relacionados a Hepatite B.

Com relagéo as dosagens laboratoriais, nenhum dos
individuos avaliados, apresentou resultado positivo para o
marcador sorolégico HBsAg. Para o marcador sorolégico
anti-HBc, todas as amostras mostraram-se ndo reagentes.

As dosagens de anticorpos contra superficie do virus
(anti-HBs) obtiveram positividade em 75 (84%) amostras,
com niveis de anticorpos superiores a 10 mUl/mL, conferin-
do imunidade contra o VHB, conforme valores de referén-
cia do reagente diagnéstico utilizado. Ja 14 (16%) amos-
tras ndo atingiram concentracdo de anticorpos necessaria
para protecao contra o VHB, conforme mostra A Figura 2.
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Figura 2. Gréfico de resultados para dosagem de anti-HBs.

Entre os 85 (96%) estudantes que iniciaram o esque-
ma vacinal, dos 66 (77%) académicos que administraram
as trés doses, 62 (94%) tiveram sorologia positiva.

Dos 11 (13%) académicos que administraram duas
doses, cinco (63%) tiveram sorologia positiva. Dos oito
(10%) académicos que administraram uma dose, cinco
(63%) tiveram sorologia positiva.

A correlagé@o do numero de doses inoculadas da vaci-
na contra hepatite B nos académicos que mostraram
sorologia negativa para o marcador sorolégico anti-HBs (in-
ferior a 10 mUI/mL) esta apresentada na Tabela 1.

Tabela 1 - Nimero de estudantes com sorologia negativa para anti-HBs
relacionado ao nimero de doses administradas

Numero de Numero de Sorologia
Doses Académicos Negativa
0 4 (4,5%) 4 (100%)
1 8 (8,9%) 3 (37,5%)
2 11 (12,3%) 3 (27,3%)
3 66 (74,3%) 4 (6,0%)
Total 89 14
DISCUSSAO

Ao se compararem os resultados do percentual de in-
dividuos vacinados contra o VHB, que compreendeu 77%,
frente a dados do Ministério da Saude, pode-se afirmar que
existe uma concordancia em relagé@o aos valores obtidos,
pois dados do Ministério estimam que a cobertura acumu-
lada da vacina seja cerca de 80% da populagéo nessa fai-
xa etéria."®

Considerando os dados obtidos no presente estudo,
a prevaléncia de hepatite B foi considerada baixa: dos 89
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académicos avaliados, nenhum deles afirmou ser porta-
dor de hepatite B, dado comprovado através da dosagem
sorolégica do HBsAg.

Esses dados estdo em conformidade com o estudo
realizado por Carneiro em 2009, na Universidade Federal
da Bahia, no curso de Odontologia, no qual a prevaléncia
presumivel de hepatite B foi de 0,44% de resultados posi-
tivos nas amostras avaliadas.\"®

Com relagéo ao total de individuos incluidos no estu-
do, trés (4%) realizaram transfus@o de sangue ou hemo-
derivados. Segundo o Ministério da Saude, a transmissao
do VHB por essa via é rara em face da triagem sorol6gica
obrigatéria nos bancos de sangue.

Conforme a Sociedade Brasileira de Infectologia
(2009), nos paises mais desenvolvidos na Europa do Norte
e Ocidental, a maior parte (80%-85%) das infec¢gbes agu-
das da hepatite B ocorre entre adultos jovens que se ocu-
pam no uso de drogas injetaveis e atividade sexual des-
protegida de alto risco.

Apesar de 84% dos individuos estudados afirmarem
manter relagdes sexuais sem uso de preservativo, néo foi
evidenciada nessa pesquisa concordancia com esses da-
dos, pois nenhuma das amostras analisadas apresentou
perfil sorolégico que caracterizasse a infecgao.

Pinheiro, em 2008, relata em sua pesquisa “Conheci-
mento e Medidas de Biosseguranga e a Saude do Traba-
Ihador de Enfermagem”, que os riscos de transmissao do
VHB nos profissionais da area de saude é cerca de trés a
cinco vezes maior do que nos demais membros da popula-
¢ao. Foi evidenciado neste estudo que nove (11%) acadé-
micos ja sofreram acidente com material perfurocortante du-
rante as atividades didaticas do curso, onde o contato com
sangue e hemoderivados é frequente, porém, néao foi en-
contrado nenhum indicio de infectividade pelo virus. Porisso,
o uso de equipamentos de protecéo individual (EPIs) bem
como a vacinagao sé@o de suma importancia para preven-
¢do contra hepatite B.('")

O marcador sorolégico HBsAg apresentou-se negati-
vo nas amostras, e o anti-HBc mostrou-se ndo reagente, in-
dicando nao infectividade pelo VHB nos académicos, as-
sim como a inexisténcia de um perfil sorolégico indicando
contato prévio com o virus.

Pode-se observar neste estudo que, para o marcador
sorolégico que confere imunidade (Anti-HBs), a sorologia
positiva obtida em 75 (84%) amostras estd em concordan-
cia com o estudo realizado por Biffi, em 2002,("® no qual,
em uma amostragem de 65 académicos, obteve uma soro-
conversao para o mesmo marcador em 55 (85%) amos-
tras.

Comparando-se a imunidade conferida aos acadé-
micos pelo nimero de dosagens da vacina realizadas, os
resultados também se equiparam a este estudo, no qual,
dos 58 académicos que administraram as trés doses, 51
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tiveram sorologia positiva; dos quatro académicos que
administraram duas doses, dois tiveram sorologia positiva;
e, dos trés académicos que administraram uma dose, um
teve sorologia positiva.

A eficacia da vacina para aqueles que completaram o
sistema vacinal com as trés doses foi de 94%, conferindo
com o descrito pela Associacdo Médica Brasileira (2009),
em que a eficiéncia da imunidade contra o virus pode che-
gar a 95%.

CONCLUSAO

A presenca isolada do marcador sorolégico anti-HBs
na maioria dos académicos estudados evidencia imuni-
dade apo6s vacinagéo contra o VHB. A cobertura vacinal
dos individuos é satisfatéria visto que grande parte atingiu
concentracdes aceitaveis de anticorpos protetores.

Para os individuos com esquema vacinal incompleto,
recomenda-se completar as trés doses preconizadas pelo
Ministério da Saude,!"® tendo em vista que os sujeitos sub-
metidos as trés doses da vacina apresentaram um per-
centual de resultados positivos maior comparado aos que
administraram apenas uma ou duas doses.

As politicas de prevencao de saude através da inves-
tigacao de anticorpos protetores contra hepatite B poderia
ser implementada na instituicdo para aqueles que forem
desenvolver atividades praticas com sangue e hemo-
derivados visto que a vacina ndo confere 100% de eficacia,
necessitando dosagens sorolégicas para confirmar soro-
conversao.

Deve-se ressaltar que a consolidagédo ou ampliagédo
dos resultados poderia ser obtida com a realizagédo da pes-
quisa com todos os académicos do curso de Biomedicina
da Ulbra/Carazinho.

Abstract

Infection by the hepatitis B virus (HBV) in occupational health care is of
high risk. The students in this area — in the course of conducting the
educational activities — are more frequently in contact with blood and
blood derivatives, increasing the risk of HBV infection, being the
vaccination the optimal way to prevent this infectious disease. This study
aimed to determine the immunogenicity of hepatitis B in Biomedical
Science undergraduate students at Ulbra/Carazinho by measuring blood
antibodies, correlating the importance attached by the immunoprophylaxis
in these future professionals of health. Out of 89 undergraduate students
that were surveyed, 65 (73%) were female and 24 (27%) were male,
aged between 18 and 39 years. The practice of unprotected sex had the
higher prevalence of risk factors related to hepatitis B, with 86%. Serum
antibodies against the virus surface (anti-HBs) had positive results in 75
(84%) of the samples. However it was observed that 11% of the samples
were negative, even when vaccinated, showing that the vaccine is not
100% effective. Therefore, the presence of isolated serological marker
anti-HBs in most of the undergraduate students showed immunity after
vaccination.

Keywords
Hepatitis B; immunity; vaccination

RBAC.2019;51(1 supl.1):S51-5



Avaliagéo do perfil imune dos académicos do curso de biomedicina da Ulbra/Carazinho-RS frente a hepatite B

através dos marcadores sorolégicos anti-HBs e anti-HBc

REFERENCIAS

1.

2.

10.

1"

12.

13.

14.

15.

Castro LP, Coelho LGV. Gastroenterologia. Rio de Janeiro: MEDSI,
2004.

Herry JB e cols. Diagnésticos Clinicos e Tratamento por Métodos
Laboratoriais. 20?. Ed. Sao Paulo: Manole, 2008.

. Kasper DL, et al. Harrison: Medicina Interna. 162. ed. Rio de Janeiro:

Mcgraw - Hill interamericana do Brasil Ltda, 2006.

. Roitt I, Brostoff J, Male D. Imunologia. 5% ed. Sdo Paulo: Manole

Ltda., 1999.

.Fernandes JV, Braz RFS, A Neto FV, Silva MA, Costa NF, Ferreira

AM. Prevaléncia de marcadores sorolégicos do virus da hepatite
B em trabalhadores do servigo hospitalar. Rev. Saude Publica
[online]. 1999, vol.33, n.2, pp. 122-128. Available from: http://
www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0034-
89101999000200003&Ing=en

. Silva PA, Fiaccadori FS, Borges AMT, Silva SA, Daher RR, Martins

RMB, et al. Seroprevalence of hepatitis B virus infection and
seroconvertion to anti-HBsAg in laboratory staff in Goiania, Goias.
Rev. Soc. Bras. Med. Trop. [online]. 2005, vol.38, n.2, pp. 153-156.
Available from: http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext
&pid=S0037-86822005000200005&Ing=en

. Gongalves NSL, Cavalheiro NP. Marcadores Sorolégicos da hepati-

te B e sua Interpretagdo. In: Souza, Anastacio Q. The Brazilian
Journal of infectious Diseases, Primeiro Consenso da Sociedade
Brasileira de Infectologia para o Diagnéstico e Manuseio da Hepati-
te B (e Delta)- 10 (Suplemento 1 - August), p. 19-22, 2006.

. Garcia LP, Facchini LA. Vacinagéo contra a hepatite B entre tra-

balhadores da atencéo basica a satde. Cad. Saude Publica
[online]. 2008, vol.24, n.5, pp. 1130-1140. Available from: http://
www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0102-
311X2008000500020&Ing=en.

. Organizagédo Mundial da Satde (OMS). Hepatitis B. Disponivel em:

http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs204/es/. Acessado em:
13 nov. 2009.
Ministério da Saude. Noticias do Departamento de DST, Aids e He-
patites Virais. Disponivel em: http://www.aids.gov.br/pt-br/tags/tipo-
da-noticia/noticias-do-dep-de-ist-aids-e-hepatites-virais Acessado em
17 nov. 2009.

. Tengan FM, Araujo ESA. Epidemiologia da Hepatite B e D e seu

Impacto no Sistema de saude. In: Souza, Anastacio Q. The Brazilian
Journal of infectious Diseases, Primeiro Consenso da Sociedade
Brasileira de Infectologia para o Diagnédstico e Manuseio da Hepati-
te B (e Delta)- 10 (Suplemento 1 - August), p.6-10, 2006.
Goldman L, Bennett C, et al. Cecil: Tratado de Medicina Interna. 21.
ed. V. 1. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2001.

Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS). A histéria da Vacina-
cao. Disponivel em: http://189.28.128.179:8080/svs_informa/
edicao-especial-imunizacoes/linha-do-tempo. Acessado em: 21
nov. 2009.

Sociedade Brasileira de Pediatria. Projeto Diretrizes. Disponivel
em: http://www.sbp.com.br/show_item2.cfm?id_categoria=24&id_
detalhe=962&tipo=S. Acessado em 22 nov. 2009.

Ministério da Saude. Doencas infecciosas e parasitarias: guia de
bolso/ Ministério da Saude, Secretaria de Vigilancia em Saude. 62
ed.rev. - Brasilia, 2005.

16. Carneiro GGVS, Cangussu MCT. Prevaléncia presumivel, cobertura

17.

18.

vacinal, conhecimentos e atitudes relativos a hepatite B em
graduandos de Odontologia da Universidade Federal da Bahia. Rev.
Odontologia da UNESP. 2009; 38(1): 7-13.

Pinheiro J, Zeitoune RCG. Hepatite B: conhecimento e medidas de
biosseguranca e a saude do trabalhador de enfermagem. Esc Anna
Nery Rev Enferm 2008 jun;12(2):258-64.

Biffi JCG, Faria RA, Oliveira DA. Hepatite B: Uma realidade na
odontologia. Disponivel em: http://www.propp.ufu.br/revista
eletronica/edicao2005/vida2005/hepatite.PDF. Acessado em: 10
nov. 2009.

RBAC.2019;51(1 supl.1):S51-5

19. Ministério da Saude. Programa Nacional de Hepatites Virais. Dispo-

nivel em: http://portal.saude.gov.br/portal/saude/Gestor/
visualizar_texto.cfm?idixt=27150, Acessado em: 03 ago. 2009.

Correspondéncia

Alexandre Ehrhardt

Universidade Luterana do Brasil - Ulbra Campus
Carazinho Br 285, km 335
99500-000-Carazinho-RS, Brasil

e-mail: alexandre.ehrhardt@ulbra.br

55



Artigo Original/Original Article

Soroprevaléncia da hepatite A em universitarios da regiao
metropolitana de Sao Paulo
Hepatitis A seroprevalence in university students from the Sdo Paulo metropolitan region

Yoshimi Imoto Yamamoto?
Regina Ayr Florio da Cunha’
Ana Paula Pimentel Costa’

INTRODUCAO

Resumo

A hepatite A é endémica na América latina e a sua prevaléncia depende das condigdes
socioecondmicas e sanitarias entre diferentes regides. O virus da hepatite A é transmitido
por via fecal-oral, pelo contato com pessoas infectadas ou pela ingestao de alimentos e
agua contaminada. A transmissao é facilitada devido a alta estabilidade do virus A no meio
ambiente. O objetivo do presente trabalho foi estimar a prevaléncia de anticorpos especifi-
cos para hepatite Aem um grupo de estudantes de uma universidade privada da cidade de
Séo Paulo, SP, Brasil. Foram investigados 197 estudantes de faixa etaria entre 17 e 25
anos, sendo representados por 76,6% de mulheres e 23,4% de homens. Amostras de san-
gue foram coletadas e anticorpos IgG anti HAV foram determinados utilizando-se o método
de ELISA manual. A soroprevaléncia total foi de 19,8% (39/197) [C1 95%: 14 - 25,6%)] sendo
que a ocorréncia de anticorpos foi semelhante em ambos os sexos. A prevaléncia no grupo
de 17 a 22 anos foi de 17,8% (26/146) [Cl 95%: 11,2 - 24,3%] e no de 23 a 25 anos foi de
25,5% (13/51) [C1 95%: 12,1 - 37,8%], ndo apresentando diferencga significativa entre esses
grupos. A prevaléncia observada neste trabalho é mais baixa do que os dados da literatura
brasileira, presumivelmente devido ao nivel socioeconémico e educacional mais elevado
aliado as boas condigdes sanitarias nos locais de residéncia dos universitarios. Ao mesmo
tempo, a baixa soroprevaléncia reflete um baixo grau de protecéo frente a exposicéo ao
virus da hepatite A nesta populagéo.

Palavras-chave
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permanecer por longos periodos, que variam entre 12 se-
manas e 10 meses.® No Brasil, principalmente em cida-

Dentre as varias hepatites virais que acometem o ser
humano, o virus da hepatite A é o que apresenta maior
prevaléncia, decorrente simplesmente de seu modo de trans-
missao. Esta doenca é conhecida de longa data, sob forma
epidémica de ictericia contagiosa. O agente etiolégico é o
virus pertencente ao género Hepatovirus da familia
Picornaviridae e mede em torno de 27 a 32 nm de diame-
tro. A principal via de contagio deste virus é a fecal-oral,
por contato inter-humano ou por meio de agua e alimentos
contaminados."® A disseminagao esta relacionada com as
condigdes de saneamento basico e de higiene praticados
pela populacdo. Atransmisséo é facilitada pela grande es-
tabilidade do virus da hepatite A no meio ambiente e, tam-
bém, pela grande quantidade de particulas virais presentes
nas fezes dos infectados. Assim, esse virus pode ser isola-
do da agua de rios contaminados com esgoto, onde pode

des onde ndo ha a minima infraestrutura em termos de sa-
neamento basico, como as cidades ribeirinhas do rio Ama-
zonas, as taxas de isolamento chegam a 92% dentre as
amostras coletadas.®

O virus pode ainda ser encontrado em moluscos, cuja
concentracéo é de até 15 vezes maior do que em agua, ex-
plicando a transmisséo, principalmente, através da ingestéao
de frutos do mar.(' Experimentalmente foi possivel saber que
o virus resiste ao aquecimento a 60°C por dez a doze horas,
ao congelamento a 20 graus negativos por anos, a acidez
(pH 1,0) por quase duas horas a temperatura ambiente, o
que faz o virus ser altamente resistente no meio ambiente e
persistir inclusive nos fomites por mais de sete dias.®

Apos a ingestéo, as particulas virais sao transporta-
das pela corrente sanguinea até o figado, 6rgao exclusivo
de replicacéo do virus da hepatite A. Aviremia é observada
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por cinco a dez dias e a eliminagéo nas fezes se da por
uma a duas semanas. O periodo de incubacéo é de cerca
de quatro semanas, podendo variar de dez a cinquenta dias,
com inicio abrupto de sintomas, quando néo ocorre assinto-
maticamente como é comum em criangas. A taxa de morta-
lidade é de cerca de 0,1%, sendo menor nas criangas, e
aumenta com a idade devido a uma maior exposi¢cédo as
fontes de contagio. A infecgcao nédo evolui para forma croni-
ca ou latente de portador assintomatico uma vez que ares-
posta imune celular é responsavel pela resolugéo da infec-
¢do. Os anticorpos anti-HAV representam a base para o
diagnéstico laboratorial da infecg¢éo.®

Do ponto de vista epidemiolégico, a hepatite A tem
ocorréncia mundial, sendo que a prevaléncia varia confor-
me a regido e as condigdes das redes de esgotos e de
distribuicdo de agua. Tem-se observado que a introducao
de melhoramentos na infraestrutura de saneamento basico,
tais como o fornecimento de agua potavel e melhorias no
sistema de eliminagéo de dejetos, tem minimizado a infec-
cao pelo HAV. A importancia nos cuidados basicos do tra-
tamento de agua e esgotos fica clara quando se observa
que, no continente africano, onde a precariedade é a tonica
do quotidiano, o HAV infecta precocemente as criangas,
atingindo valores superiores a 90% na primeira década de
vida. Essas regiées sao consideradas de alta endemicidade.

A América Latina, por sua vez, situa-se na area de
transicdo de elevada endemicidade para intermediaria. Ja
na maior parte da Europa Oriental e da Asia, nos quais o
saneamento e as condi¢des socioecondmicas sdo melho-
res ou tiveram grandes avancos nos ultimos anos, as popu-
lagdes apresentam prevaléncia de anticorpos superior a
50%, na segunda ou terceira décadas, e sdo consideradas
area de endemicidade intermediaria.® Entretanto, podem
ocorrer variagdes grandes conforme a regido. Michos &
cols.” observaram que, em Roma, criancas de 5 a 15 anos
apresentaram altas incidéncias (98,3%) de anti-HAV, en-
quanto que, em outras regides da ltalia, tais valores foram
de 32,7%. Na América do Norte, na maior parte da Europa
Ocidental, na Australia e na Nova Zelandia sdo observadas
baixas taxas de endemicidade.

Estudos de prevaléncia da hepatite Asao importantes
na politica de adogé@o de medidas preventivas. Em estudo
feito em quatro grandes centros do Brasil verificou-se que a
regido norte é a que apresenta maior prevaléncia de anti-
corpos anti-HAV (92%), seguida de regido nordeste (Forta-
leza com 76,5%), regiao sul (Porto Alegre) com 55,7% e
igualmente a regido sudeste (Rio de Janeiro) com 55,7%.
Neste estudo, as pessoas de faixa etaria entre 16 e 20 anos
apresentaram 72,9% enquanto que as de faixa etaria entre
21 e 30 anos, 85,9%.® Em virtude da prevaléncia da hepati-
te Aestar ligada diretamente as condiges socioeconémicas
e a infraestrutura sanitaria em que as pessoas vivem, o Sis-
tema Unico de Saude utiliza a prevaléncia da hepatite Acomo
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indicador do nivel de saneamento.® Conforme dados mais
recentes, porém ainda preliminares, de uma grande pes-
quisa nacional realizada pelo Ministério da Salde, anti-
corpos contra hepatite A estdo presentes em 32% a 38%
da populagdo abaixo de 10 anos de idade. A vigilancia
epidemiolégica recebeu, no ano de 2008, mais de 10 mil
notificagcdes de casos de hepatite A. Estes casos concen-
traram-se naregiao nordeste, com 3.920 casos, explicados
pela precariedade no saneamento basico. As regides nor-
te, sudeste, centro-oeste e sul notificaram respectivamente,
2.098, 1.831, 1.465 e 1.272 casos.?

Em virtude da grande variagédo da prevaléncia da he-
patite A conforme regides de diferentes condi¢cdes de sane-
amento, de escolaridade, de fatores socioecondmicos e
historico de vacinacéo, buscou-se no presente trabalho ava-
liar a frequéncia de anticorpos contra a hepatite A numa
populacdo de universitarios, na sua maioria composta por
estudantes de nivel socioecondmico elevado, residentes na
grande Séo Paulo.

O objetivo deste trabalho foi determinar a prevaléncia
de anticorpos contra o virus da hepatite A (HAV) em univer-
sitarios de faixa etaria entre 17 e 25 anos de idade, alunos
de uma instituicéo privada de ensino superior da grande Sao
Paulo, SP.

MATERIAL E METODOS

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Eti-
ca em Pesquisa da Universidade Presbiteriana Mackenzie.

Foi utilizada uma amostra ndo probabilistica por con-
veniéncia composta por 197 estudantes, de ambos os se-
xos, com idade de 17 a 25 anos, que deram entrada no
Laboratério Escola de Analises Clinicas e Toxicolégicas
do Curso de Farmacia da Universidade Presbiteriana
Mackenzie do municipio de Sao Paulo, no periodo de fe-
vereiro a novembro de 2009.

Aos estudantes foram dadas explicacdes sobre a pes-
quisa e solicitada a assinatura do Termo de Consentimen-
to. O sangue foi coletado da veia do brago, ap6s jejum de
oito horas, utilizando-se o sistema de coleta a vacuo. As
amostras de soro foram armazenadas a 20°C negativos até
a sua andlise.

A determinacgéo de anticorpos anti-HAV foi realizada
pelo método ELISA competitivo (marca DiaSorin, Italia), se-
guindo as instrugdes do fabricante. Resumidamente, numa
placa sensibilizada com anticorpo monoclonal anti-HAV, fo-
ram adicionados 50 pL da solugdo-tamp&o em todos os po-
cos, exceto no branco e, em seguida, 50 uL de calibradores
de 20 mUI/mL, controle negativo, controle positivo (IgG anti-
HAV humana) e amostras. Em cada cavidade, com exce-
¢éo do branco, foi adicionada solucdo de neutralizacao
[HAVAgQ recombinante, volume de 50 pL], seguida de incu-
bacédo a 37°C por duas horas. A placa foi lavada por cinco
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vezes na lavadora (Biotek Instruments, modelo ELX50). Em
seguida, adicionaram-se 100 uL de conjugado enzimatico
(anti-HAV conjugado com peroxidase), diluido a 1/50, exceto
no branco e incubou-se a placa novamente a 37°C por uma
hora, com posterior lavagem. A reacao de revelagdo ocor-
reu com a adicdo de 100 pL de solugdo de cromogénio
(tetrametilbenzidina) e substrato (peréxido de hidrogénio)
em todos os pocgos e, apds trinta minutos, em temperatura
ambiente, ao abrigo da luz, foi acrescida de 100 yL de solu-
¢éo de acido sulfurico 0,4 N. As absorbancias das amos-
tras foram obtidas através do leitor de placas de ELISA
(Biotek Instruments, modelo ELX800), utilizando-se o filtro
de comprimento de onda () de 450 nm e filtro de referéncia
de 620 nm. Apés a validacao do teste segundo critérios for-
necidos pelo fabricante, pelo fato de este teste ser compe-
titivo, as amostras foram consideradas negativas quando
os valores de absorbancia foram superiores ao limiar de
reatividade (cut-off) e consideradas positivas quando foram
inferiores. O limiar de reatividade foi obtido pela média da
absorbancia do calibrador de 20 mUI/mL + /- 20%.

RESULTADOS

Aprevaléncia de anticorpos anti-HAV na totalidade de
197 universitarios foi de 19,8% (IC 95%: 14 - 25,6%), sendo
15,2% (7/46) (IC 95%: 3,7 - 26,7%) no grupo masculino e
21,2% (32/151) (IC 95%: 14,4 - 28,0%) no grupo feminino,
ndo havendo portanto diferenca significativa entre esses
grupos (Figura 1).
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Figura 1. Prevaléncia (%) de anticorpos antivirus da Hepatite A em
universitarios conforme o sexo.

No grupo de faixa etaria entre 17 a 22 anos, foi ob-
servada uma prevaléncia de 17,8% (26/146) (IC 95%: 11,2
- 24,3%) a qual nao foi estatisticamente diferente da ob-
servada na faixa etaria entre 23 e 25 anos, que foi de
25,0% (13/51) (IC 95%: 12,1 -37,8%) (Figura 2).
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Figura 2. Prevaléncia (%) de anticorpos antivirus da Hepatite A em
universitarios segundo a faixa etaria.

DISCUSSAO

Foi encontrada a prevaléncia de 19,8% de anticorpos
anti-HAV nos 197 universitarios estudados (Intervalo de con-
fianca de 95%: 14 - 25,6%). Nao houve diferenca entre o
género e também nao foi possivel ver diferenca estatistica-
mente significativa entre o grupo de 17 a 22 anos e o grupo
de 23 a 25 anos.

Devido ao tipo de transmissao que a hepatite A apre-
senta é esperado que a prevaléncia desta infecgdo aumen-
te com a idade. Markus® avaliou a prevaléncia da hepatite
A em 901 criangas e adolescentes da cidade de Curitiba,
Parana, mediante anticorpos anti-HAV, tendo obtido 3% na
faixa etaria de 1 a 4 anos, 21,1% na faixa de 5 a 9 anos e
29,9% na faixa de 10 a 14 anos. A ocorréncia da hepatite A
na populagéo, no decorrer do tempo, foi bem demonstrada
por Villar & cols,® que analisaram anticorpos IgM anti-HAV,
que sdo marcadores de infecgdo recente, numa populagéo
de mais de 1.700 pessoas, tendo observado positividade
de aproximadamente 31% em média, nos anos de 1999 a
2001, no estado de Rio de Janeiro, observando inclusive
maior incidéncia dessa infecgé@o na primavera e verao.

A prevaléncia por nés verificada € menor até mesmo
quando comparada as encontradas em faixas etarias mais
jovens, como os valores citados por Medronho & cols,"®
que observaram prevaléncia de 28,2% em criancas de 1 a
9 anos, na cidade de Duque de Caxias, no Rio de Janeiro,
e também por Markus,® citado acima.

Em pacientes de ambulatério de Sao Paulo, Dinelli
& cols!" encontraram 54% de soropositividade em ado-
lescentes, sendo 64% no grupo de 15-19 anos e 46% no
grupo mais jovem, de faixa etaria entre 10 e 14 anos.

A literatura mostra que a prevaléncia pode variar den-
tro de um pais, ou regido, ou até dentro de um municipio
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em fungao das andlises feitas em agrupamentos conforme
a escolaridade, nivel socioeconémico e acessibilidade a
vacina. Pinho & cols("mostraram dois perfis diferentes na
populacdo de Campinas, na qual encontraram 85% de
soropositividade em doadores de sangue com menor es-
colaridade e nivel socioecondmico baixo, e 19,2% no gru-
po de maior escolaridade e nivel socioeconémico médio/
alto, representado por 101 universitarios do curso de me-
dicina. O grau de escolaridade é um dos fatores que influ-
enciam na ocorréncia da hepatite A, demonstrado também
por Gaze & cols,(™® que observaram uma prevaléncia mai-
or em pacientes do SUS quando comparada com os de-
mais pacientes, num estudo realizado em um laboratério
clinico de Macaé, no qual encontraram prevaléncia média
de 88,8%.

Em nosso trabalho, encontramos valores bastante in-
feriores aos observados na literatura, provavelmente por-
que os universitarios pertenciam a uma camada socio-
econdmica mais privilegiada, vivendo em condi¢cdes melho-
res de saneamento basico e por possuirem mais informa-
¢Oes arespeito da doenca e da sua prevengéo pelo fato de
serem alunos da area de saude do ensino superior. Entre-
tanto, quando comparados com a prevaléncia observada
em grupos especificos de universitarios, os nossos resulta-
dos s@o semelhantes aos obtidos por Pinho & cols,!'? que
verificaram 19,2% de positividade em universitarios do cur-
so de medicina da cidade Campinas.

Para a prevencao da hepatite A, os melhoramentos
das condicdes sanitarias e 0 acesso a imunizagao séo fun-
damentais. Avacina contra hepatite A foi introduzida na dé-
cada de 90, sendo usada nas clinicas de imunizagao parti-
culares. Na rede publica do Brasil, a vacina encontra-se dis-
ponivel somente em Centros de Referéncia de Imuno-
biolégicos Especiais e é distribuida para grupos de pacien-
tes especificos.(" Avacinacdo em massa tem sido tema de
discussdo devido ao seu alto custo.

No presente estudo, ndo foi possivel saber se os re-
sultados positivos de anticorpos seriam provenientes de in-
fecgOes naturais do passado ou se estariam refletindo es-
tado de imunidade decorrente da vacinagéo contra a hepa-
tite A.

CONCLUSAO

A reduzida soroprevaléncia de 19,8% na populagéo
de universitarios aqui observada reflete um estado de bai-
xa protecdo dessas pessoas frente a hepatite A, ao con-
trario das populagdes cuja maioria ja possui anticorpos con-
tra esse virus. Nesse sentido, seria recomendavel realizar
um trabalho de prevencéo da hepatite A junto a esses estu-
dantes, informando as possiveis vias de transmissao e in-
centivando a vacinacgéo, pois esta € a maneira mais eficaz
de se obter protecéo.
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Abstract

Hepatitis A is endemic in Latin America and its prevalence depends on
socioeconomic and sanitary conditions between different regions. The
hepatitis A virus occurs by fecal-oral transmission, either by direct
contact with an infected person or by ingestion of contaminated food or
water. The transmission is facilitated due to of high stability of virus A
environment. The objective of present work was estimate the prevalence
of specific antibodies to hepatitis A virus in a population of students of
a private university located in S&o Paulo city, Sdo Paulo state, Brazil.
One hundred and ninety seven students aged between 17 to 25 years,
comprising 76.6% female and 23.4% male, were investigated. Blood
samples were collected and the IgG to HAV were measured by manual
ELISA method. The overall seroprevalence was 19,8% (39/197) [Cl 95%:
14 - 25.6%] and the occurrence of antibodies was similar between female
and male students. The prevalence in the age among 17 to 22 years was
17.8% (26/146) [Cl 95%: 11.2 - 24.3%] and in the age among 23 to 25
years was 25.5% (13/51) [Cl 95%: 12.1 - 37.8%], showing similar
distribution in these age ranges. The prevalence seen in this work is
lower than the data of brazilian literature, presumably because of the
higher socioeconomic and educational level beside good sanitary
conditions of the localities where the students live. The low seroprevalence
means at the same time low degree of protection against Hepatitis A
virus in this population.
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Prevalence; hepatitis A; antibodies; students
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Frequéncia de testes rapidos positivos para HIV em um
hospital publico de Alagoas
HIV positive rapid test frequency in a public hospital in Alagoas
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Resumo

AIDS é uma sindrome infectocontagiosa, crénica e progressiva, ainda sem tratamento cura-
tivo, causada pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV). Esta distribuida em todas as
regides do mundo, o que a caracteriza como uma pandemia. Foi realizado um estudo trans-
versal determinando a frequéncia de testes rapidos positivos para HIVV em um hospital publi-
co de Alagoas, no periodo de janeiro 2009 a junho 2010. No periodo pesquisado foram
realizados 1.492 exames de testes rapidos, e destes apenas 3,15% apresentaram sorologia
positiva. Verificou-se que, entre os resultados reagentes, 61,75% foram do sexo masculino
e 38,30% do sexo feminino, sendo a faixa etaria entre 30 a 39 anos a de maior prevaléncia
com 38,3% de soropositividade em ambos os sexos. Identificou-se que 0,40% das amos-
tras positivas foram em gestantes, 0,06% em paciente fonte de acidente de trabalho e
0,26% em pacientes com tuberculose. Por serem testes altamente especificos e sensiveis,
de facil execugéo e interpretacédo, permitem uma agéo imediata dos profissionais de satde
nos individuos com sorologia positiva, e ainda serem um objeto de estudo que permitira a
elaboragao de melhorias nos programa de prevengéo e controle das DST/AIDS dos 6rgéos
competentes.

Palavras-chave

HIV; testes rapidos; Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida.

INTRODUCAO

Um dos mais sérios problemas de satde publica nos
ultimos 25 anos tem sido a Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (AIDS), uma doenca infectocontagiosa, cronica e
progressiva, ainda sem tratamento curativo, causada pelo
Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV). Estéa distribuida
em todas as regies do mundo, o que a caracteriza como
uma pandemia.(?

Apesar dos inimeros esforgcos de governos mundiais
na luta contra a AIDS, a epidemia continua crescendo em
varios paises. Desde o primeiro caso identificado, em 1981,
até o inicio da década de 90, o niumero de individuos
infectados correspondia a cerca de 8 a 9 milhdes.® Atual-
mente ha no mundo aproximadamente 33 milhdes de indivi-
duos infectados pelo HIV. Do total de casos, em 2008 foram
2,7 milhdes de pessoas, onde 430 mil sdo criancas menores
de 15 anos. Aregiao com maior prevaléncia mundial é a Afri-
ca subsahariana com 67% de todos os casos e responsavel
pela ocorréncia de 72% dos 6bitos em 2008.% Conforme

estudo no continente africano, a incidéncia de HIV em mu-
Iheres gravidas é cerca de quatro vezes maior do que em
mulheres na populacgao geral.®

Entre 1980 e junho de 2010 foram notificados no Bra-
sil 592.914 casos de AIDS e, destes, 58% se concentram
naregiao sudeste, 19,5% na regido sul, 12,5% no nordeste,
5,7% no centro-oeste e 4,2% naregiao norte. Embora a re-
giao sudeste seja a que apresente as maiores taxas de in-
cidéncia, é a regido sul que demonstra aumento dos indi-
ces de HIV a partir de 2007. Dos casos notificados, 65,1%
foram do sexo masculino e 34,9% do sexo feminino, com
concentracdo mais elevada na faixa etaria entre 30 a 49
anos em ambos os sexos. Observa-se expressivo aumento
da incidéncia na faixa etaria acima de 50 anos e reducgéao
naquelas abaixo de 13 anos.®

AAIDS é a manifestacao clinica da infecgcao pelo HIV,
que apresenta tropismo pelos linfocitos T-CD4,(" responsa-
veis pela organizacéo da resposta imune. A medida que
aumenta a imunossupresséo, os individuos infectados pelo
HIV tém um risco extremamente elevado de desenvolver
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coinfec¢do com tuberculose (TB). Em 2008, foram estima-
dos 9,4 milhées de novos casos de TB em ambito mundial,
dos quais 1,4 milhdo (15%) eram HIV positivo. Estima-se
que 1,8 milhdo de pessoas morreram de tuberculose no
mundo, dos quais cerca de 0,5 milhées foram pacientes com
coinfecgédo de TB/HIV.(

Segundo o Ministério da Satide (2007),® a transmis-
séo vertical do HIV acontece pela passagem do virus da
mae para o bebé durante a gestacdo, parto ou amamen-
tacédo. Com uma prevaléncia de 0,41% de infeccao pelo HIV
em gestantes, estima-se que 12.456 recém-nascidos se-
jam expostos ao HIV anualmente.

De acordo com a Coordenacdo Nacional de DST/
AIDS, a cobertura de testagem para infecgéo pelo HIV du-
rante o pré-natal esta abaixo de 40%. Considera-se esta
baixa adesdo devido a varios fatores como: qualidade no
pré-natal nas populagdes mais desfavorecidas socioecono-
micamente, cobertura insuficiente de testes no pré-natal e a
dificuldade da rede hospitalar em prover diagnéstico
laboratorial de anti-HIV.©

Desse modo, a Unica oportunidade de acesso ao tes-
te para pesquisa do HIV é no periodo do parto e puerpério.
A terapia antirretroviral (ARV) executada durante o trabalho
de parto e apds o nascimento reduz cerca de 50% a proba-
bilidade de transmisséo vertical.'® E importante ressaltar
que a prevencgao desta infecgdo no recém-nascido é mais
eficaz quando as drogas antirretrovirais séo realizadas du-
rante a gestagdo,!"%" pois reduz 70% o risco de exposi¢édo
ao HIV. Vale informar a importancia do diagnoéstico precoce
do teste anti-HIV no pré-natal para reduzir os indices de trans-
misséo de HIV em criangas.('?

No Brasil, o Ministério da Saude estima a taxa de soro-
conversdo para HIV entre 0,1% a 0,4% nas exposi¢cdes
ocupacionais por acidente percutaneo.'” Segundo Lee ™
a utilizacdo do teste rapido anti-HIV em exposicdes com
material biolégico permite o inicio imediato da profilaxia
antirretroviral p6s-exposic¢ao, reduzindo o risco de contami-
nacao desta doenca.

Em 1987, os testes rapidos para a deteccédo de anti-
corpos anti-HIV (TR) ja estavam a disposi¢do no mercado.
No inicio, os desempenhos destes testes ndo eram satis-
fatérios quando comparados aos de ELISA. Entretanto, nos
Ultimos anos, os mesmos foram aprimorados e novos ensai-
os foram desenvolvidos, baseados em novas tecnologias.
Esses ensaios sdo simples porque ndo requerem equipa-
mentos ou grande habilidade técnica por parte do seu opera-
dor, podem ser executados em um ou poucos passos, €, So-
bretudo, podem ser concluidos em menos de vinte minutos.(%)

De acordo com a portaria 151 do Ministério da Saude
(2009), os testes rapidos para HIV poderéo ser realizados
nas seguintes situacdes especiais: rede de servigos de
salde sem infraestrutura laboratorial ou localizada em re-
gides de dificil acesso, Centro de Testagem e Aconse-
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Ihamento - CTA, segmentos populacionais flutuantes, seg-
mentos populacionais mais vulneraveis, parceiros de pes-
soas vivendo com HIV/AIDS, acidentes biolégicos ocupa-
cionais (paciente fonte), gestantes que ndo tenham sido tes-
tadas durante o pré-natal ou cuja idade gestacional ndo as-
segure o recebimento do resultado do teste antes do parto,
parturientes e puérperas que ndo tenham sido testadas no
pré-natal ou quando néo é conhecido o resultado do teste
no momento do parto, abortamento espontaneo e outras si-
tuacgdes especiais definidas pelo Departamento de Vigilan-
cia, Prevencao e Controle das Doengas Sexualmente Trans-
missiveis e Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida.(®

Estes testes séo feitos exclusivamente com kits vali-
dados pelo Departamento de Vigilancia, Prevencéo e Con-
trole das Doengas Sexualmente Transmissiveis e Sindrome
da Imunodeficiéncia Adquirida.™® S&o ensaios Imunocro-
matograficos utilizados para a deteccao qualitativa de
anticorpos HIV-1 e HIV-2 em sangue total, soro ou plasma
humano, que apresentam alta sensibilidade e especifi-
cidade, sendo credenciados como recurso extremamente
importante.('®

Desta forma, esta pesquisa teve como fundamento
determinar a frequéncia de testes rapidos positivos para HIV
em um hospital publico do estado de Alagoas, por meio de
levantamento de dados pesquisados nos livros de registros
laboratoriais.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi do tipo transversal, realizado no Hospital
Universitario Professor Alberto Antunes, na cidade de
Macei6, sendo os dados coletados no Laboratério de Ana-
lises Clinicas nos livros de registros no periodo de janeiro
2009 a junho 2010, constituindo a amostra da pesquisa.
Foram excluidos os resultados dos exames de pacientes
que foram testados por outras metodologias. Os kits utiliza-
dos no servigo foram: teste rapido HIV - | e || Bio-Manguinhos
e rapid Check -NDI ((Nucleo de Doencgas Infecciosas ). Os
dados coletados foram langados em planilha Microsoft Office
Excel 2007, a partir dos quais foi feito uma estatistica des-
critiva, representados na forma de graficos.

A pesquisa foi submetida a apreciagdo do Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Biologicas e
da Saude (FCBS/Cesmac), sendo aprovada em parecer n°
1129/2010 e realizada em conformidade com exigéncias
da Resolugao CNS 196/96.

RESULTADOS E DISCUSSAO
No periodo pesquisado foram realizados 1.492 exa-
mes de testes rapidos para HIV, sendo 384 (25,74%) em

homens, 30 (2,01%) em criangas e 1.078 (72,25%) em mu-
Iheres. Destas, 675 (45,24%) eram gestantes.
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Das sorologias realizadas 47 (3,15%) foram positivas.
Destas, 29 (61,70%) eram do sexo masculino e 18 (38,30%)
do sexo feminino, o que esta de acordo com o estudo de
Oliveira et al.,(" no qual, no Distrito Federal, dos 218 paci-
entes positivos, a maior parte dos individuos reagentes foi
do sexo masculino, 136 (62,39%), e 82 (37,61%) do sexo
feminino.

Com relagéo a faixa etéria, os pacientes reagentes
nos testes rapidos para HIV encontravam-se agrupados no
intervalo entre 19 a maiores de 50 anos. Com maior preva-
Iéncia na faixa etaria de 30 a 39 anos, onde 11 (23,40%)
eram homens e sete (14,90%), mulheres. De acordo com
Brito et al.,("® no Brasil, desde o inicio da epidemia, o grupo
etario mais atingido, em ambos os sexos, tem sido o de 20
a 39 anos que, sistematicamente, representa mais de 60%
dos casos de AIDS, perfazendo cerca de 70% do total de
casos notificados. No estudo de Oliveira et al.('" verificou-
se que a faixa com maior prevaléncia foi de 20 a 34 anos
com 64% dos casos positivos.

Em 80% das faixas etarias, a predominancia de tes-
tes reagentes ocorreu no sexo masculino. O Ministério da
Saude, através do boletim epidemiolégico Aids DST,® nos
anos 2007 a 2010, no Brasil, notificaram-se 11.162 (60%)
casos de AIDS em homens com idade superior a 50 anos,
contra 7.462 (40%) em mulheres da mesma faixa etaria.

Segundo Sousa,®no Brasil, atualmente, tém-se per-
cebido mudancgas no curso da AIDS, e uma delas é o au-
mento do numero de casos entre idosos. De 1980 a junho
2006 foram notificados 9.918 casos. Isto pode se dever a
entrada dos medicamentos para disfuncao erétil no pais.
Porém, nédo é possivel dizer que tenha uma relagéo direta
com esta variavel. Esta populagdo na adolescéncia ou na
fase adulta conviveu muito pouco com métodos preventivos
e hoje nédo é vista como potencial infectada por HIV/AIDS e
outras DST.

Dentre as gestantes, seis (0,40%) apresentaram re-
sultado positivo. Lemos et al.,('"® em estudo no estado de
Sergipe, encontraram uma prevaléncia de 0,42%, que é
semelhante a nacional e também corrobora com a encon-
trada neste estudo.

Connor et al., apud Carvalho,® ressaltam a importan-
cia darealizacdo do teste rapido para HIV nas gestantes. O
inicio da terapia ARV o mais precocemente possivel dimi-
nui as chances de contaminacgao do concepto.

De acordo com dados do Boletim epidemiolégico
(2010), ocorreuredugéo de casos de AIDS em criangas me-
nores de 5 anos. Foram registrados 954 casos em 1999, e
468 em 2009. Comparando-se os anos de 1999 e 2009, a
redugdo chegou a 44,4%. O resultado confirma a eficacia
das medidas preventivas estabelecidas pelo Ministério da
Saude para redugéo da transmisséo vertical do HIV.®)

Foram levantados 64 (4,30%) resultados de exames
realizados devido a acidente com material perfurocortante,
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sendo 36 (2,41%) de profissionais da area de saude e 28
(1,90%) de pacientes fonte.

Foi encontrado um (0,06%) resultado positivo de um
paciente fonte de acidente de trabalho com perfurocortante.
Segundo Canini et al.,?" os acidentes ocupacionais com
materiais perfurocortantes representam 31,40% de todos
os acidentes ocupacionais notificados ao SESMT, no ano
de 1998. E a maioria ocorreu entre trabalhadores de enfer-
magem.

Barbosa et al.?? descreveram que, entre os profissio-
nais de enfermagem, a categoria de auxiliar € a que mais
sofre acidentes de trabalho, destacando-se os ocorridos com
materiais perfurocortantes. Ainda ressaltam que a maioria
dos profissionais de enfermagem desconhece a necessi-
dade de notificagéo do acidente de trabalho.

Os acidentes ocupacionais com material biol6gico
sofrido pelo profissional de saiide muitas vezes séo subnoti-
ficados e, com isso, a falta de dados epidemiolégicos no
Brasil impede o conhecimento da real situacdo deste pro-
blema, dificultando a implementacéo e avaliagdo de medi-
das preventivas.®

De acordo com a portaria 151 do Servigo de Vigilan-
cia Sanitaria e Ministério da Saude (SVS/MS), de 14 de
outubro de 2009,(" os testes rapidos de diagnédsticos para
HIV em casos de acidentes com material perfurocortante
devem ser realizados apenas para os pacientes fontes. No
entanto, verificou-se que, neste estudo, o maior nimero de
testes realizados foi para os profissionais de satde vitimas
dos acidentes de trabalho.

Dentre os resultados pesquisados, 48 (3,22%) tiveram
tuberculose (TB) como indicacdo clinica. Destes, quatro
(0,26%) foram positivos. Segundo Jamal e Moherdauill,?* a
tuberculose é a doenca oportunista mais frequente no paci-
ente infectado pelo HIV. No Brasil, nos anos de 2000 e 2001,
apresentavam uma frequéncia de 8,1% e 7,8% respectiva-
mente. Com esta alta frequéncia de coinfecgao TB-HIV, é
um desafio terapéutico o tratamento destes pacientes, pois,
atualmente, ha poucas opgdes terapéuticas em antirretro-
virais para uso concomitante com o principal medicamento
utilizado para o tratamento da tuberculose.

Atuberculose é uma doenca tratavel, mas continua sen-
do a principal causa de morte entre os individuos com HIV.
Foi observado que o maior indice desta epidemia encon-
tra-se na Africa, onde a maior parte dos 6bitos de HIV ocor-
re dentro de dois meses com diagnostico de tuberculose.®

Segundo Rodrigues et al.,*®® a possibilidade de um in-
dividuo imunocompetente infectado pela TB desenvolver a
doenca é cerca de 10% ao longo da vida; ja num individuo
infectado pelo HIV sem intervencgéo terapéutica, essa pro-
babilidade é cerca de 10% ao ano. Em seu estudo no Rio
Grande do Sul, a taxa de coinfecgéo (HIV e tuberculose) foi
de 29,2% em 1.537 pacientes diagnosticados para tuber-
culose.
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CONCLUSAO

De acordo com os dados obtidos, o estudo possibi-
litou uma visdo sobre a frequéncia de positividade em HIV
em género e faixa etaria que se encontram em acordo com
os estudos anteriormente realizados. Os resultados dos tes-
tes para HIV em gestantes foram semelhantes ao da lite-
ratura e, no caso dos acidentes ocupacionais, justifica-se
a realizacao do teste rapido apenas em pacientes fonte,
no entanto, em nossa pesquisa foi verificado maior indice
em profissionais da salde, o que ndo garante a real situa-
¢do soroldgica pés-exposigao do virus HIV. Atransmissao
vertical seré reduzida quando for priorizado o diagnéstico
precoce e o tratamento imediato com antirretrovirais.

Os testes rapidos de diagnésticos para HIV, por se-
rem rapidos e de facil execugao e interpretacdo, permitem
uma acao imediata por parte dos profissionais de saude
nos individuos com sorologias positivas, sendo importantes
para a elaboragéo de melhorias para os programas de pre-
vencao e controle das DST/AIDS dos 6rgaos competentes.
Devido a sua alta sensibilidade e especificidade, os mes-
mos deveriam ser utilizados na rotina, para maior agilidade
no diagnostico, visto que, na atualidade, sua utilizacéo é res-
trita conforme portaria 151/2009 SVS/MS.
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Abstract

AIDS is a chronic and gradual infectious contagious syndrome, caused
by the human immunodeficiency virus (HIV), currently without cure. Itis
spread all over the world, thus being considered a pandemic disease. In
this paper we present the findings of a transversal study conductedin a
public hospital in Alagoas, which determined the frequency of positive
results on rapid tests for HIV, from January 2009 to June 2010. 1492
examinations were conducted during the observation period, and only
3.15% of the results indicated HIV infection. It was also noted that 61.75%
of the patients were male and 38.3% female. Patients aged from 30 to
39 years old, were found to represent 38.3% of all infected results, for
both sexes. Positive HIV infection was detected on pregnant women
(0.4%), patients with tuberculosis (0.26%) and 0.06% of the infected
contracted the disease accidentally on work environment. As the rapid
test is considered highly specific and sensitive, easy to handle and
interpret, it allows a quick response action from the healthy care
professionals on helping the HIV infected patients. Besides, it is
considered a study object that will allow researches to improve the existent
AIDS/STD prevention and control programs.

Keywords
HIV; rapid tests; Acquired Immunodeficiency Syndrome

REFERENCIAS

1. Souza TRC, Shimma E, Nogueira-Martins MCF. Os lutos da AIDS:
da desorganizacéo a reconstrugdo de uma nova vida. J Bras Aids.
2006;7(2):63-74.

64

~

10.

1.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

. UNAIDS. Report on the global AIDS epidemic: Execute summary.

Disponivel em:<http://data.unaids.org/pub/GlobalReport/2006/
2006_gr- executivesummary_en.pdf> Acesso em: 15 maio 2011.

. UNAIDS. Paediatric HIV infection and AIDS: UNAIDS point of view.

Disponivel em: < http://data.unaids.org/publications/IR C-pub02/jc750-
paediatric-pov_en.pdf> Acesso em 01 maio 2011.

. UNAIDS. A ONU e a resposta a aids no Brasil. Disponivel em: <

http://unaids.org.br/biblioteca/folder/finalpdf > Acesso em 11 maio
2011.

. Moodley D, Esterhuizen TM, Pather T, Chetty V, Ngaleka L. High

HIV incidence during pregnancy: compelling reason for repeat HIV
testing. AIDS. 2009 Jun 19;23(10):1255-9.

. Ministério da Saude. Programa Nacional de Controle de DST/AIDS.

Boletim Epidemiolégico AIDS e DST, Versdo Preliminar, n. 02.
Brasilia, 2010. Disponivel em: <http:// HYPERLINK "http://
www.aids.gov.br/publicacao/boletim-epidemiologico-
2010"www.aids.gov.br/publicacao/boletim-epidemiologico-2010>.
Acesso em: 01 jul. 2011.

. Patel AK, Thakrar SJ, Ghanchi FD. Clinical and laboratory profile of

patients with TB/HIV coinfection: A case series of 50 patients. Lung
India. 2011;28(2):93-6.

. Ministério da Saude. Plano Operacional: Redugéo da transmisséao

vertical do HIV e da sifilis. Brasilia, 2007. 24p.

. Morimura MCR, Mendes MDC, SouzaAl, Alencar LCA. Frequéncia

de testagem rapida para o HIV durante a admisséo para o parto em
puérperas no Instituto Materno Infatil Prof. Fernando Figueira, IMIP.
Rev Bras Saude Matern Infant. 2006;6 (Supl 1): 569-76.

Barroso LMM, Galvdo MTG. Avaliagéo de atendimento prestado por
profissionais de salide a puérperas com HIV/AIDS. Texto Contexto
Enf. 2007;16(3):463-9.

Havens PL, Chakraborty R, Cooper E, Emmanuel PJ, Hoyt LG Martinez
J, et al; American Academy of Pediatrics Committee on Pediatric
AIDS. HIV testing and prophylaxis to prevent mother-to-child
transmission in the United States. Pediatrics. 2008;122(5):1127-34.

Ministério da Saude. Doengas relacionadas ao trabalho: Manual de
procedimento para os servigos de saude. Brasilia, 2001. 290p.
Lee BE, Plitt S, Fenton J, Preiksaitis JK, Sing AE. Rapid HIV tests
in acute care settings in an area of low HIV prevalence in Canada. J
Virol Methods. 2011;172(1-2):66-71.

Ministério da Saude. Teste Rapido - porque ndo?: Estudos que con-
tribuiram para a politica de ampliagéo da testagem para o HIV no
Brasil. Brasilia, 2007. Disponivel em:<http:// ww.ppge.ufrgs.br/ats/
extensao/custo%20efetividade % 20rapido%20brasil.pdf> Acesso em
22 maio 2011.

Brasil, Ministério da Saude. Portaria n® 151, de 14 de outubro de
2009. Diario Oficial da Uniéo, Brasilia, 2009. Disponivel em: <http:/
/www.pncg.org.br/pdfs/portaria151-2009.pdf. >. Acesso em 10 maio
2011.

Lemos LMD, Gurgel RQ, FabbroAL. Prevaléncia da infecgdo por
HIV em parturientes de maternidades vinculadas ao SUS. Rev. Bras.
Ginecol. Obstet. [Internet]. 2005;27(1): 32-36. Available from: http:/
/www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-
72032005000100007&Ing=en.

Oliveira OMV, Medeiros RS, Nascimento MAB, Boni MS. Perfil
nutricional e fatores de risco para obesidade central de pessoas
que vivem com HIV/AIDS. Com. Ciéncias Saude. 2008; 19(4):305-
14. Disponivel em: http://www.escs.edu.br/pesquisa/
Vol19_4art08.pdf

Brito MB, Castilho EA, Szwarcwald CL. Aids e infecgéo pelo HIV
no Brasil: uma epidemia multifacetada. Rev. Soc. Bras. Med.
Trop. [Internet]. 2001;34(2):207-217. Available from: http://www.
scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0037-
86822001000200010&Ing=en.

Sousa JL. Sexualidade na terceira na terceira idade: Uma discus-
séo da aids, envelhecimento e medicamentos para disfuncgéo erétil.
J Bras Doengas Sex Transm. 2008;20(1):59-64.

RBAC.2019;51(1 supl.1):S61-5



Frequéncia de testes rapidos positivos para HIV em um hospital publico de Alagoas

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Carvalho RL, Krahe C, Farina G, Paula DO, Richetti N, Crossetti T.
Teste rapido para diagnéstico da Infecgéo pelo HIV em parturientes.
Rev. Bras. Ginecol. Obstet. 2004;26(4):325-8.

Canini SRMS, Gir E, Hayashida M, Machado AA. Acidentes
perfurocortantes entre trabalhadores de enfermagem de um hos-
pital Universitario do interior paulista. Rev. Latino-Am. Enferma-
gem [Internet]. 2002;10(2):172-178. Available from: http://
www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0104-
11692002000200008&Ing=en.

Barbosa MA, Figueiredo VL, Paes MSL. Acidentes de trabalho en-
volvendo profissionais de enfermagem no ambiente hospitalar: um
levantamento em banco de dados. Rev Enferm Integrada Ipatinga:
Unileste-MG. 2009;2(1):176-86. Disponivel em: https://
www.unileste.edu.br/enfermagemintegrada/volume2.php

Loureiro LA, Gomes AC, Malaguti SE, Canine SRMS, Machado
AA, Gir E. Adeséo de profissionais de enfermagem ao seguimento
clinico apds exposigcéo ocupacional com material biolégico. Rev.
Eletr. Enf. [Internet]. 2009;11(2):303-8. Disponivel em: http://
www.fen.ufg.br/revista/v11/n2/v11n2a10.htm. Acesso em 24 ago.
2011.

Jamal LF, Moherdaui F. Tuberculosis and HIV infection in Brazil:
magnitude of the problem and strategies for control. Rev Saude
Publica. 2007;41 Suppl 1:104-10. [Article in Portuguese]

Pevzner ES, Vandebriel G, Lowrance DW, Gasana M, Finlay A.
Evaluation of the rapid Scale-up of collaborative TB/HIV activities in
TB facilities in Rwanda, 2005-2009. BMC Public Health. 2011;11:550.
Rodrigues JLC, Fiegenbaum M, Martins AF. Prevaléncia de coinfecgéo
tuberculose/HIV em pacientes do centro de satide modelo de Porto
Alegre, Rio Grande do Sul. Scientia medica (Porto Alegre. 2010;
20(3):212-7. Disponivel em: http://revistaseletronicas. pucrs.br/
scientiamedica/ojs/index.php/scientiamedica.

Correspondéncia

Moénica Meira Leite Rodrigues
Universidade Federal de Alagoas - UFAL
Maceié- AL, Brasil

e-mail: monica.m.rodrigues@uol.com.br

RBAC.2019;51(1 supl.1):S61-5

65



Artigo Original/Original Article

Prevaléncia de anticorpos anti-Hantavirus na populacao do

municipio de Palmas-PR

Prevalence of anti-Hantavirus antibodies in the population of Palmas city-PR

Rajan T. de Araujo’
Suzana Cartensen®?
Sénia M. Rabonf?3
Claudia N.D. dos Santos®
Jardel C. Bordignon’

Resumo

A sindrome cardiopulmonar por hantavirus (SCPH) é uma doenca que vem preocupando
setores de salde pelo mundo desde seu primeiro caso, notificado em 1993, devido a sua
alta taxa de letalidade. A hantavirose possui duas apresentacdes clinicas: a febre hemorragica
com sindrome renal (FHSR), ocorrendo na Eurasia, e a SCPH nas Américas, cujos sinto-
mas iniciais podem ser confundidos aos de um estado gripal. A transmissédo de ambas
ocorre principalmente pela inalagéo de particulas virais presentes em dejetos contaminados
de roedores. O objetivo deste trabalho é determinar a prevaléncia de anticorpos anti-hantavirus
em individuos sem histéria prévia de sintomas classicos de SCPH e, desta forma, mapear
as potenciais areas de risco de contato com o hantavirus. Estes dados poderéo ser utiliza-
dos para agdes de vigilancia e prevencao pela Secretaria Municipal de Saude, e se justifi-
cam pelo fato de a economia do municipio estar baseada principalmente em atividades de
campo e, sendo assim, um niimero elevado de pessoas esta sujeito ao contato com roedo-
res. Os dados foram determinados pela dosagem de anticorpos IgG anti-hantavirus no soro
de 137 voluntarios, apresentando uma positividade de 1,46% para o municipio.

Palavras-chave

Hantavirus; Bunyavirus; sindrome cardiopulmonar respiratéria

INTRODUCAO

A hantavirose é uma infeccgéo viral aguda de distribui-
¢do mundial causada por virus da familia Bunyaviridae e
género Bunyavirus.\) Essa doenga possui distribuicdo mun-
dial e representa um problema crescente de saude publica
devido principalmente a destruicdo de habitats naturais de
roedores silvestres, que sdo o principal reservatério dos
hantavirus.® Dados epidemiolégicos mostram que essa
doenca vem emergindo, e que a cada ano sao notificados
mais casos no Brasil. Segundo dados do Ministério da Sau-
de do ano de 2007, entre 1° de janeiro e 30 de julho foram
notificados, no Brasil, 55 casos confirmados de hantavirose,
com indice de letalidade de 38,2%, demonstrando que a
hantavirose possui alta taxa de letalidade. No grafico a se-
guir é possivel observar o nimero de casos de hantavirose
por estado do Brasil no primeiro semestre de 2007.®

As infecgdes por hantavirus apresentam sintomas di-
ferentes dependendo da area no mundo. No Ocidente,
abrangendo o continente americano, a forma da doenca se
da por sindrome cardiopulmonar respiratéria (SCPH), a qual

foi detectada pela primeira vez nas Américas, incluindo o
Brasil, no ano de 1993. No Oriente, abrangendo Europa e
Asia, a doenca apresenta-se na forma de febre hemorragica
com sindrome renal (FHSR), com taxa de mortalidade na
ordem de 1%-10%. As duas formas clinicas apresentam um
estado inicial semelhante, comparadas a um estado gripal,
havendo sintomas como febre, dores no corpo, dor de ca-
beca, vomito e diarreia.®
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Gréfico 1. Casos de hantavirose no Brasil. 1° semestre de 2007. Fonte:
Ministério da Saude, 2007.
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Os hantavirus sédo envelopados e apresentam estru-
tura icosaédrica, material genético de RNA fita negativa
e trissegmentado. Os trés segmentos correspondentes
ao material genético sdo denominados: pequeno, médio
e grande, sendo que o primeiro codifica a proteina do
nucleocapsideo, o médio codifica uma poliproteina que,
quando clivada, gera as duas glicoproteinas do envelope
(G1 e G2) e, finalmente, o segmento maior que codifica a
proteina L, que revela fungées de transcriptase/replicase
viral.®

Na natureza, os hantavirus sdo transmitidos entre os
roedores através de ferimentos causados por comporta-
mento agressivo entre esses animais.® A hantavirose cau-
sainfeccao persistente e sem a presenca de sintomas em
roedores, a qual é transmitida para seres humanos pela
inalacdo de particulas provenientes de urina, fezes, saliva
ou pelo contado direto de pele lesada com algum fluido
contaminado pelo virus, arranhdes e mordidas dos roedo-
res.” Transmissao de hantavirose entre humanos também
ja foi descrita.®

As infecgdes por hantavirus sédo mais frequentes em
areas rurais, pois € uma infecgéo relacionada principalmente
a atividades ocupacionais (agricultura) e, mais recentemen-
te, a atividades de lazer, como ecoturismo. Entretanto, nao
apenas as pessoas que vivem e trabalham nesses locais
séo afetadas pela doenca, pois alguns profissionais de de-
terminadas areas séao expostos a locais onde existem roe-
dores e assim acabam adquirindo a doenga. Alguns exem-
plos sdo agronomos, fazendeiros, profissionais da area de
salde, entre outros.® Qutro fator relacionado ao aumento
do nimero de casos de hantavirose é o climatico, pois, ao
longo do ano e de acordo com a disponibilidade de alimen-
to, a densidade populacional de roedores reservatérios au-
menta de forma significativa.”

O primeiro caso de SCPH foi notificado em 1993 nos
Estados Unidos durante o surto de uma doenca cardio-
pulmonar respiratéria, causada pelo hantavirus, que apre-
sentou quatro estagios: quadro febril, insuficiéncia cardio-
pulmonar, alteragées na diurese e convalescenca.® No
Brasil, desde a primeira notificagéo da doenca, também em
1993, foram notificados mais de 1.100 casos de sindrome
cardiopulmonar, com uma taxa de mortalidade de aproxi-
madamente 40%. O hantavirus Araucaria foi descrito no es-
tado do Parana, mas ainda existem muitas lacunas com re-
lacéo aos diferentes genétipos de hantavirus que circulam
no Brasil e as espécies de roedores envolvidas na trans-
misséo."" Adoenga cursa com o pico de viremia ocorrendo
antes do inicio dos sintomas, seguido pelo aparecimento
de anticorpos da classe IgM e, pouco tempo depois,
anticorpos da classe IgG. A piora do quadro clinico pode
ocorrer em questdo de poucas horas quando o paciente
apresenta edema pulmonar e hipéxia, sendo necessario o
emprego de respiracdo mecanica.®

RBAC.2019;51(1 supl.1):S66-9

O diagnéstico laboratorial basicamente é feito pela
pesquisa de anticorpos IgG e IgM no soro do paciente, pelo
método de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay).
Os anticorpos da classe IgG permanecem por toda a vida
do individuo, podendo ser usados para a pesquisa de ex-
posicao prévia ao virus.

As alteragdes laboratoriais da SCPH apresentam-se
como trombocitopenia em mais de 80% dos casos, au-
mento da concentragdo de células vermelhas no sangue
(hematocrito maior que 49%), leucocitos com desvio a
esquerda e presenga de linfécitos atipicos.®

N&o ha vacinas ou tratamentos antivirais especificos,
apenas tratamento de suporte de acordo com os sintomas
apresentados pelo paciente. No caso da FHSR, o trata-
mento baseia-se em reposicdo de fluidos e manutencgéo
do equilibrio hidroeletrolitico devido a fase de poliuria da
doenca, e o acompanhamento renal, que, em casos gra-
ves, deve ser tratado com sessées de hemodialise. Na
SCPH, o tratamento concentra-se em manter os sinais vi-
tais adequados, dando énfase no processo respiratorio do
paciente.!'?

A prevencédo da doenca é baseada em um processo
educativo da populagdo e melhoramento das condigées
sanitarias, para que nao haja contato da populacao com flui-
dos biolégicos contaminados pelos roedores.(™?

O presente trabalho teve por objetivo enriquecer da-
dos sobre a doenga no municipio de Palmas pela determi-
nacao da prevaléncia de anticorpos IgG anti-hantavirus na
populacdo. Este municipio, situado na regido sudoeste do
Parana, teve alta incidéncia da doenca no inicio da década
passada. Outro objetivo foi o de pesquisar a possivel rela-
cdo entre a positividade e o local em que os pesquisados
residiam e trabalhavam, uma vez que o municipio de Pal-
mas tem sua economia baseada na exploracdo da madei-
ra, agropecuaria e atividades de campo, o que representa
uma populacdo com alto risco ocupacional.

MATERIAL E METODOS

Como o Parana é um dos estados da federacdo com
um dos maiores indices de casos de SCPH, o estudo foi
realizado buscando trazer mais dados sobre a realidade
epidemiolégica do municipio, analisando-se o meio de con-
vivio do investigado. As atividades desenvolvidas por estas
pessoas, local de residéncia e exposicéo a roedores foram
analisadas. A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica
em Pesquisa em Seres Humanos da Fundacédo Oswaldo
Cruz sob o numero 242/04.

Foram analisadas amostras de voluntarios maiores de
18 anos, residentes no municipio de Palmas-PR, tanto na
area urbana quanto na area rural, que colaboraram com uma
aliquota de sangue coletada em dois eventos de extensao
da universidade, totalizando um nimero de 137 amostras.
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A coleta das amostras foi realizada no segundo semestre
de 2008. Ap6s a coleta das amostras, os voluntarios foram
submetidos a um questionario que abordou o tempo em que
residiam em Palmas, se trabalhavam na zona rural ou a visi-
tavam com frequéncia, e se comumente encontravam roe-
dores ou seus dejetos.

A pesquisa de anticorpos IgG anti-hantavirus foi reali-
zada em amostras de soro coletadas com seringa e agulha
da marca Becton Dickinson®, e tubos SSTIl com gel
separador também da marca Becton Dickinson®. Ap6s in-
cubacado em banho-maria a 37° C por trinta minutos para
formacgao do coagulo, as amostras foram centrifugadas por
15 minutos a 3.400 rpm. As amostras de soro obtidas foram
congeladas e enviadas ao Instituto Carlos Chagas/Fiocruz
PR em caixa de isopor com gelo seco, para evitar o des-
congelamento.

A pesquisa dos anticorpos IgG anti-hantavirus foi rea-
lizada com o kit |IgG Hantec, teste do tipo ELISA de captura,
produzido pelo Instituto Carlos Chagas/ Fiocruz PR, utilizan-
do a nucleoproteina recombinante do hantavirus.™®

RESULTADOS

Desde orelato dos primeiros casos de SCPH no Bra-
sil, em 1993, mais de 1.100 foram notificados no pais, com
uma taxa de letalidade de aproximadamente 40%. No mu-
nicipio de Palmas-PR, foram coletadas e pesquisadas 137
amostras de soro. Destas, duas foram reagentes para
anticorpos IgG anti-hantavirus, resultando em positividade
de 1,46%.

DISCUSSAO

Os primeiros casos de SCPH na Ameérica do Sul
ocorreram no estado de Sao Paulo, em 1993, e foram fa-
tais. Trés pessoas de uma area rural de Juquitiba-SP apre-
sentaram uma doenga aguda caracterizada por febre, do-
res de cabeca, prostragéo, nauseas e vomitos. Dois deles
morreram de insuficiéncia respiratéria aguda. Testes soro-
l6gicos confirmaram infecg¢ao por hantavirus indicado em
todos os trés casos. Entre setembro de 1998 e janeiro de
2004, 334 casos sorologicamente comprovados de SCPH
foram detectados no Brasil. Um tergco destes casos ocor-
reu no estado do Parané e estava relacionado com ativi-
dades rurais."

Com o objetivo de analisar areas de risco de contato
com hantavirus no municipio de Palmas-PR, foi realizada
uma enquete com individuos saudaveis sem histoérico clini-
co de SCPH para se determinar a soroprevaléncia de anti-
corpos anti-hantavirus nesta populacéo.

Alguns estudos soroepidemiolégicos ja foram realiza-
dos no Brasil para pesquisar a prevaléncia de anticorpos
IgG anti-hantavirus. Em areas em que houve casos de SCPH
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foram encontradas altas prevaléncias destes anticorpos,
como 8,4% em General Carneiro-PR,('®13,3% em Anaja-
tuba-MA™ e 14,3% em Jardinépolis-SP.("®)

O resultado desta pesquisa, com positividade de
1,46%, esta abaixo dos encontrados nos estudos citados
acima. Apesar disso, representa um nimero significativo de
pessoas que possivelmente entraram em contato com o vi-
rus. Em uma populacdo estimada em aproximadamente
47.000 habitantes, este percentual representa quase 686
pessoas. Um fator que pode ter influenciado o resultado é
que a maioria dos voluntarios relatou que residia em zona
urbana, deste modo trata-se de uma populagé@o de baixo
risco.

Um ponto importante a ser comentado é que, apesar
da letalidade em torno de 40%, existem casos assinto-
maticos e subclinicos da hantavirose, uma vez que o nime-
ro de 6bitos devidos a doenca é muito pequeno quando
comparado ao nimero estimado de pessoas que entraram
em contato com o virus.

CONCLUSAO

Os resultados advindos desta pesquisa fornecem da-
dos importantes acerca da prevaléncia de anticorpos IgG
anti-hantavirus no municipio de Palmas-PR. O percentual
(1,46%) é relativamente baixo se comparado a estudos re-
alizados em outras localidades, mas esta longe de poder
ser considerado desprezivel. Os dados mostram que mui-
tos individuos foram expostas ao virus e ndo manifestaram
a doencga, ou entdo a manifestaram de forma subclinica.
Devido ao fato de haver somente duas amostras positivas
das 137 testadas, néo foi possivel comparar a positividade
com o meio de convivio do voluntario a pesquisa, pois esse
valor encontrado nao seria real, sendo necessario um nu-
mero maior de amostras reagentes para essa avaliacdo. A
analise das informagdes obtidas é fundamental para que se
possa conhecer cada vez mais esta patologia que ha me-
nos de vinte anos comecou a ser detectada no Brasil.

Abstract

Hantavirus infection (hantavirus) is an illness that is worrying health
agencies around the world since it first notification in 1993, due to high
mortality rate. This disease can develop in two different ways, known as
hantavirus cardiopulmonary syndrome (HCPS) occurring in the Americas
and hemorrhagic fever with renal syndrome (HFRS) in Eurasia, and both
have starting symptoms similar to influenza. The transmition in both
cases occurs through inhalation of contaminated rodent droppings. The
objective of this research is to determine the prevalence of anti-
hantavirus IgG antibodies, and justifies itself because the city's economy
is based on field activities and, thus, lots of people are used to contact
rodents. Anti-hantavirus IgG antibodies were searched in 137 volunteers,
and a 1,46% positivity was found.

Keywords
Hantavirus; Bunyavirus; cardiopulmonary respiratory syndrome
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Prevaléncia da hepatite B nos doadores de sangue em
Santa Maria-RS em um periodo de 20 anos
Hepatitis B seroprevalence in blood donors in Santa Maria-RS in a period of 20 years
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Resumo

A transfusdo sanguinea € um processo que, mesmo realizado dentro das normas técnicas
preconizadas, envolve risco sanitario com a ocorréncia potencial de incidentes transfusionais.
As infec¢des causadas pelo virus da hepatite B (HBV) constituem grave problema de satde
publica mundial e, diante disso, é de extrema importancia o seu controle epidemiolégico.
Foram analisadas as sorologias realizadas em 130.824 doadores de sangue do Hospital
Universitario/Hemocentro Regional de Santa Maria entre os anos de 1989 e 2008. Foi verifi-
cado, através de um levantamento de dados, o indice de positividade dos marcadores
soroldgicos para hepatite B durante esse periodo, bem como a variagdo dos mesmos entre
0s anos e sua proximidade com o valor nacional e regional. A partir dos resultados obtidos,
foi verificado que ocorre o predominio do sexo masculino entre as sorologias positivas duran-
te o periodo avaliado. Também mostra que o indice de positividade para os marcadores da
hepatite B € muito pequeno, demonstrando que a regido € uma area de baixa endemicidade

Hepatite B; doadores de sangue; hemoterapia; sorologia
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Margareth Linde Athayde’
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para o HBV.
Palavras-chave
INTRODUCAO

A histéria da hemoterapia praticada no Brasil é carac-
terizada por fatos que a situam em duas eras, uma pré-pré-
sangue e outra pos-pro-sangue, isto &, antes e depois de
1980." O primeiro periodo ficou marcado pela elaboracéo
do Decreto n° 54.494, de 16 de outubro de 1964, que criou
um grupo de trabalho para estudar e propor a legislagédo
disciplinadora da hemoterapia no Brasil e instituir, ainda, a
Comissao Nacional de Hemoterapia (CNH), que, a partir
dessa data, ficou sediada no Ministério da Satde.™ No ano
seguinte, em 28 de junho de 1965, foi promulgada a Lein.°
4.701, que dispunha sobre o exercicio da atividade hemo-
terapica no Brasil e dava as bases da Politica Nacional do
Sangue (organizagao da distribuicdo de sangue, de seus
componentes e derivados, doacgédo voluntaria, medidas de
protecédo ao doador e ao receptor, sistematizacdo da ativi-
dade industrial de hemoderivados, incentivo a pesquisa ci-
entifica e a formacédo e ao aperfeicoamento de recursos
humanos). A CNH foi definida como um érgédo permanente
do Ministério da Saude, incumbido de fazer cumprir os pos-
tulados da Politica Nacional de Sangue. A CNH fez o pri-

meiro trabalho normativo existente no Pais, emitindo regular-
mente portarias e instruindo decretos que versaram desde o
registro dos servigos executores da atividade hemoterapica
até a exportacédo de plasma humano.(” Em 1976, o Ministé-
rio da Saude passou a ter uma nova organizagdo com a
extingdo das comissdes nacionais, que foram substituidas por
camaras técnicas do Conselho Nacional de Saude. Através
da Portaria n°® 534, de 27 de novembro de 1978, a CNH pas-
sou a constituir uma dessas camaras (Camara Técnica de
Hemoterapia— CTH, com funges normativas e consultivas)."
Por volta de 1985/1987, a questado do sangue e dos hemo-
derivados no Brasil era critica. O tema passou a adquirir no-
toriedade em decorréncia do aparecimento da AIDS (até
1987, a categoria de exposicéo por transfusdo sanguinea foi
responsavel por 8,8% dos casos de AIDS notificados ao Mi-
nistério da Saude). Diante desse quadro e da relevancia des-
ses servicos, o Ministério da Saude estabeleceu medidas
rigorosas no sentido de oferecer maior seguranga aos doa-
dores e receptores de sangue e hemoderivados.

A transfusdo sanguinea é um processo que, mesmo
realizado dentro das normas técnicas preconizadas, envol-
ve risco sanitario com a ocorréncia potencial de incidentes

'Departamento de Farmécia Industrial, Universidade Federal de Santa Maria, Campus Camobi— Santa Maria-RS, Brasil.
2Fundacgéo Universidade Federal do Pampa, Campus Uruguaiana — Uruguaiana-RS, Brasil.
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transfusionais, que podem ser classificados em imediatos
ou tardios.("’ Dentre os incidentes transfusionais tardios des-
tacam-se aqueles relacionados as doencgas infecciosas e
parasitarias. Para prevenir o aparecimento e/ou recorréncia
desses incidentes, torna-se fundamental o monitoramento
e a vigilancia de todo o processo, da captagao do doador a
transfusdo. Hoje, no Brasil, os servicos de hemoterapia
sdo regidos pelas normas técnicas contidas na Resolugéo
da Diretoria Colegiada (RDC) n® 153, de 4 de junho de 2004,
seguindo-se os principios da moderna hemoterapia.

O objetivo deste trabalho foi verificar, através de um
levantamento de dados, a prevaléncia de hepatite B nos
doadores do Servico de Hemoterapia do Hospital Universi-
tario de Santa Maria (HUSM) e do Hemocentro Regional de
Santa Maria (HEMORGS) durante um periodo de vinte anos.

MATERIAL E METODOS

Foi realizada uma pesquisa bibliogréafica para coletar
dados sobre informagdes da doenga em questdo e, em se-
guida, realizou-se a pesquisa de campo. As amostras de
sangue coletadas dos doadores de sangue do Servigo de
Hemoterapia do Hospital Universitario de Santa Maria e do
Hemocentro Regional de Santa Maria foram submetidas a
analise sorologica conforme a legislacdo em vigor, sendo
testadas em equipamento automatizado para as seguintes
doencas: sifilis; doenca de Chagas; pesquisa de HIV; pes-
quisa de HTLV; hepatite B e hepatite C. Foram verificados
os resultados das sorologias para hepatite B realizadas nos
periodos de janeiro de 1989 a dezembro de 2008. Os resul-
tados foram classificados e apresentados na forma de gra-
ficos para melhor compreenséao. O projeto foi enviado ao
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de
Santa Maria e aprovado sob o n°® 23081.005770/2009-38.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 130.824 pessoas que compareceram ao Banco
de Sangue do HUSM e ao HEMORGS e doaram sangue
no periodo de janeiro de 1989 a dezembro de 2008, 26.605
(20,3%) eram do sexo feminino e 104.219 (79,7%) do sexo
masculino. Quando comparado o total de doadores por gé-
nero entre os anos (Figura 1), observa-se a mesma relagao
anterior, ou seja, o sexo masculino foi o mais prevalente em
todos os anos, como, por exemplo, nos anos de 1995 e 2007
encontramos, respectivamente, 85% e 73% de doadores
homens. O significativo predominio de doadores do sexo
masculino é consistente com o descrito em outros estudos,
com valores iguais a 69,1% no Banco de Sangue de Caxias
do Sul/RS,@ 74,7% em Pelotas/RS® e 72,9% no estado do
Acre.®

A grande quantidade de doadores do sexo masculino
ocorre provavelmente por serem os individuos inicialmente
solicitados a doar sangue para a reposicéo do estoque trans-
fundido e devido ao fato da regido de Santa Maria ser sede
de diversos regimentos militares, os quais costumam ser
doadores regulares. As causas da menor prevaléncia femini-
na também podem estar associadas a ocorréncia de ane-
mia, gestagdo, menstruacédo, medo de agulhas, entre outros.?

Do total de doadores analisados, 1.961 (1,5%) apre-
sentaram algum marcador sorolégico de HBV positivo ou
indeterminado, sendo 467 mulheres (23,8%) e 1.494 homens
(76,2%). Quanto a distribuicdo de sorologias positivas por
género a cada ano (Figura 2), observaram-se resultados se-
melhantes, pois o percentual de doadores do sexo masculi-
no manteve-se acima de 70% em todos os anos do estudo.
Os achados nesse estudo foram semelhantes aos encon-
trados em Erechim/RS, onde 68,5% dos doadores eram ho-
mens.®
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Figura 1. Total de doadores no ano por género.
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Figura 2.- Total de sorologias positivas por ano.

Embora ocorra predominancia do sexo masculino, a
literatura tem apontado que esta diferenga parece néao es-
tar relacionada a maior susceptibilidade desse sexo para a
aquisicado da infecgdo, mas sim a aspectos comportamen-
tais adotados por esses individuos, tais como uso de dro-
gas, promiscuidade e a néo utilizacao de preservativo.

Além disso, estes resultados podem ter sofrido viés de
selecdo, uma vez que o nimero de doagdes realizadas por
pessoas do sexo masculino foi superior as do feminino.®

A prevaléncia geral de amostras reagentes para he-
patite B, encontrada na populagéo doadora foi de 1,5%. Essa
prevaléncia manteve-se abaixo de 1% entre 1989 e 1995,
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Figura 3. Total de sorologias reagentes no ano.
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ficando em torno de 4% a partir de 1996 e voltando a valo-
res inferiores a 1% no ano de 2007 (Figura 3). Ressalta-se
que o estudo realizado nao incluiu os resultados referentes
a transaminase pirtvica (TGP/ALT), marcador inespecifico
que era utilizado para descarte de hepatite B no periodo
anterior a RDC N° 153, de 2004.

A pesquisa do anti-HBc foi incorporada na selegéo de
doadores de sangue em todo o Brasil, com o objetivo de
aumentar a seguranca do receptor em relagéo a uma possi-
vel ndo deteccéo de baixa antigenemia do HBV no sangue
do doador, sendo essa a provavel razdo do consideravel
aumento de sorologias positivas a partir de 1996.("

1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008
Ano

¥ HBsAg M HBsAg indeterminado
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Em geral, os servigos de triagem de bancos de san-
gue procuram detectar todas as pessoas infectadas e abo-
lir os exames falso-negativos, no entanto, esta técnica au-
menta o nimero de exames falso-positivos (pessoas nao
infectadas que apresentam resultado positivo). Pela ne-
cessidade de seguranca absoluta do sangue que sera
transfundido, fez-se necessario o aprimoramento dos tes-
tes e, consequentemente, houve um declinio nos indices
de positividade para hepatite B em 2007 e 2008.7

Quando se analisou a prevaléncia de positividade por
marcador no periodo, encontraram-se, para o marcador anti-
HBc total, 1.357 exames positivos e 407 indeterminados,
ressaltando que este marcador passou a ser pesquisado
somente a partir de 1996.

Ja para o marcador HBsAg, encontraram-se 242 exa-
mes positivos e 61 indeterminados. Ao mesmo tempo, ob-
servou-se que, dos 303 doadores positivos ou inconclusivos
para o HBsAg, 106 apresentaram positividade concomitante
para o anti-HBc total, sendo provaveis portadores cronicos
da doenca.

A prevaléncia para o marcador HBsAg isolado mante-
ve-se abaixo de 1% em todos os anos do estudo, corres-
pondente ao indice médio de prevaléncia deste marcador
entre os doadores de sangue que é de 0,6%.® Estudos re-
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Figura 4. Total de sorologias reagentes no ano por grupo sanguineo.

CONCLUSAO

Analisando-se os resultados apresentados neste tra-
balho, podemos observar que o sexo masculino foi o0 mais
prevalente quando comparado o total de doadores por
género entre os anos. Observa-se também que a maior
positividade de marcadores para hepatite B ocorre também
em homens durante todo o periodo avaliado.

Em sintese, o presente estudo apresentou indice de
positividade abaixo de 1% nos primeiros anos e, em segui-
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1998

alizados em outras regides do Pais comprovam esses indi-
ces, como o total de 0,72% em Pelotas-RS,® 0,18% em
Caxias do Sul-RS,? 0,6% em Ribeirdo Preto-SP"% e 0,65%
no Maranhao.!""

Ja para o marcador anti-HBc total, os valores manti-
veram-se em torno de 3% nos primeiros anos de sua inclu-
séo nos testes sorolégicos, no entanto, ja se apresentam
abaixo de 1% nos dois ultimos anos da pesquisa, sendo
esses valores inferiores aos encontrados em outras regi-
o6es do Pais, como 5,6% em Erechim-RS,® 6,14% no
Maranhao(" e 8,7% em Ribeirdo Preto-SP.("%

Os resultados encontrados condizem com a literatu-
ra, que aponta o Brasil como um pais de endemicidade
intermediaria para hepatite B,('? e a regido sul do Pais como
uma area de baixa endemicidade.™

Durante o estudo, foi avaliado também o total de
sorologias reagentes por grupo sanguineo a cada ano (Fi-
gura 4). O grupo sanguineo mais prevalente é o grupo "O"
positivo, com 882 bolsas descartadas, seguido dos gru-
pos "A" positivo e "O" negativo, com 598 e 172 bolsas des-
cartadas, respectivamente. Amaior incidéncia de sorologia
positiva nos grupos "A" e "O" positivo deve-se, provavel-
mente, ao fato desses grupos serem os mais prevalentes
entre a populagdo em geral.
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da, esse valor sofreu uma elevacédo em virtude da inclusédo
de novos marcadores na triagem sorologica, com a finali-
dade de excluir os resultados falso-negativos, evitando as-
sim a contaminacgéo de pacientes transfundidos. Ja nos ulti-
mos anos do estudo, o indice de positividade voltou a apre-
sentar valores inferiores a 1% em fungao do aprimoramento
dos métodos sorolégicos aplicados, visando diminuir os re-
sultados falso-positivos.

Além disso, verifica-se que a prevaléncia de marca-
dores sorologicos para Hepatite B, nos doadores do HUSM
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e do HEMORGS, encontrada nesse estudo é semelhante
aos valores descritos na literatura para o Brasil e também
em outras cidades do Rio Grande do Sul. Conforme a Or-
ganizacdo Mundial de Saude, os resultados obtidos permi-
tem classificar esta regido do Pais como sendo de baixa
endemicidade.
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Abstract

Blood transfusion is a process that, even if done within the standards
recommended techniques, involves health risk with the potential
occurrence of transfusion incidents. Infections caused by hepatitis B
virus (HBV) are major public health problem worldwide and, before that,
itis extremely important to their epidemiological control. Serological tests
were analyzed in 130,824 blood donors at the University Hospital /
Regional Blood Centerin Santa Maria between the years 1989 and 2008.
It was found by a survey data, the rate of positive serological markers
for hepatitis B during this period as well as the variation between the
same year and its proximity to the national and regional values.From the
results, it was found that there is a predominance of males among the
positive tests during the study period. It also shows that the positivity
rate for hepatitis B markers is very small showing that the region is an
area of low endemicity for HBV.
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Hepatitis B; blood donors; hematology; serology
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INTRODUCAO

Resumo

A hepatite B é considerada uma das mais prevalentes infec¢cdes ocupacionais contraidas no
ambiente hospitalar.("’ Os profissionais de salide, por estarem mais expostos a certas doen-
cas transmissiveis, devem estar adequadamente imunizados, visto que a vacinagéo é a
ferramenta mais eficaz para a prevencéo de certas doencas infecciosas de possivel trans-
missdo em seus ambientes de trabalho.® No periodo de junho 2003 a maio de 2004, foram
obtidas 392 amostras de sangue dos profissionais da area da salde, de determinados
setores, do Hospital Regional Hans Dieter Schmidt, para verificagéo da porcentagem de
soroconversao contra o virus da hepatite B (VHB) nos profissionais vacinados, bem como
para andlise dos titulos de anticorpos circulantes contra o VHB nos individuos néo vacina-
dos. As porcentagens de soroconversado comparativamente as doses da vacina (uma, duas
e trés doses) apresentaram um indice crescente, isto € 57,5% para uma dose, 71,2 % para
duas doses e 84,5% para trés doses. Observa-se, entao, que 15,5% dos profissionais que
receberam o esquema completo de vacinagédo ndo soroconverteram. Além disso, das 72
pessoas que ndo eram vacinadas ou que nao sabiam, 33 (45,8%) apresentaram titulos
protetores de anti-HBs. Outros marcadores soroldgicos analisados foram o anti-HBc e o
HBsAg. Do total de amostras, 25 (6,37%) apresentaram-se positivas para o anti-HBc e
somente duas amostras apresentaram positividade para o HBsAg. Portanto, pode-se con-
cluir que: a) mesmo administrando-se as trés doses da vacina, o individuo pode néo apre-
sentar titulos de anticorpos protetores; b) aqueles individuos que nunca tomaram a vacina
podem apresentar anticorpos contra o virus da hepatite B devido a exposigéo a esse patégeno.

Palavras-chave
Hepatite B; vacinac¢éo; soroconversao

tes, e a manipulagéo de sangue e outros fluidos corporais
contaminados com o virus representam fatores de risco de

As hepatites virais constituem importante problema de
saude publica no mundo e no Brasil. O Ministério da Saude
estima que, pelo menos, 15% da populagéo brasileira ja
esteve em contato com o virus da hepatite B.®®

A infeccdo pelo VHB pode ocorrer em qualquer pes-
soa. Porém alguns grupos de individuos sdo mais expostos
a esse virus, devido a determinadas circunstancias, atitu-
des comportamentais ou atividade profissional que exer-
cem."

A hepatite B é considerada uma das mais prevalentes
infecgdes ocupacionais contraidas no ambiente hospitalar.
O inter-relacionamento de profissionais de saude e pacien-

contagio.

Os profissionais de saude, por estarem mais expos-
tos a certas doengas transmissiveis, devem estar adequa-
damente imunizados, além de, obviamente, utilizarem cor-
retamente as técnicas de protecdo individual para
minimizar o risco de aquisicao de certas doencas infeccio-
sas.

A vacina contra a hepatite B é segura e eficaz, apre-
sentando uma protegéo superior a 95%. Deve ser feita em
trés doses, da seguinte maneira: as duas primeiras doses
devem ser administradas com um més de intervalo e a ter-
ceira, ap6s seis meses da aplicacédo da primeira.®
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Um a dois meses ap6s o término do esquema vacinal,
o teste sorolégico anti-HBs deveria ser realizado para con-
firmacgé&o ou ndo da presenca de anticorpos protetores (titu-
los acima de 10 mUI/mL). Na maioria dos casos, a imunida-
de é prolongada, ndo sendo recomendado doses de refor-
¢o apos o esquema vacinal completo.®

Assim, o objetivo deste trabalho, aprovado pelo Co-
mité de Etica em Pesquisa da Universidade da Regido de
Joinville - Univille, é verificar a porcentagem de sorocon-
versao contra o virus da hepatite B nos profissionais (espe-
cialmente médicos, enfermeiros e auxiliares) vacinados,
lotados no Hospital Regional Hans Dieter Schmidt, bem
como a frequéncia de positividade para anticorpos contra o
HBV nos individuos nédo vacinados.

MATERIAL E METODOS

Foram obtidas 392 amostras de sangue dos profissi-
onais da area da saude a partir da assinatura de um con-
sentimento livre e esclarecido e permissdo da dire¢do do
Hospital Hans Dieter Schimidt em Joinville/SC. Os partici-
pantes eram de ambos os sexos, idade de 20 a 60 anos e
pertenciam aos seguintes setores: Administrativo, Inter-
nacao, Ambulatério, Pronto Socorro Infantil (PSI), Pronto
Socorro Adulto (PSA), Centro Cirtrgico, Unidade de Tera-
pia Intensiva (UTI), Laboratério Escola de Analises Clinicas
da UNIVILLE, Laboratério KG, Agéncia Transfusional, Endos-
copia, Manutencéo, Protocolo, Nutricdo e Dietética, Zela-
doria, Lavanderia, Psiquiatria, Setor A, B, C e E, Cardiologia,
Centro de Controle de Infeccao Hospitalar Infectologia, Far-
macia, Pediatria, Radiologia .

Num segundo momento, foram realizados testes
sorolégicos (pesquisa dos marcadores anti-HBs, HBsAg e
anti-HBc), processados nos equipamentos Immulite e IMX
Abbott (Abbott Diagnostics Division USA), no Laboratério
Escola de Analises Clinicas da Univille, localizado no Hos-
pital Hans Dieter Schmidt.

Foi realizada uma analise descritiva dos dados obti-
dos a partir dos ensaios laboratoriais.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os profissionais foram agrupados de acordo com as
doses recebidas da vacina: profissionais que nunca foram
vacinados ou que nao sabiam se estavam vacinados, aque-
les que receberam uma dose, duas doses e trés doses.

Assim, 18,36% (72 pessoas) ndo estavam vacinados
ou nao sabem (NV/NS); 10,2% (40 pessoas) receberam
uma dose da vacina; 20,4% (80 pessoas) receberam duas
doses e 51,0% (200 pessoas) tiveram o esquema comple-
to de vacinacao (irés doses).

Aavaliagdo da protecéo conferida pela vacina foi de-
finida pelos CDC (Centers of Disease Control) através dos

76

titulos de anti-HBs maiores ou iguais a 10 mUIl/mL. Segun-
do esses centros, niveis de anticorpos inferiores a esta con-
centracdo possivelmente ndo conferem protecéo contra a
hepatite B.®

Conforme Martins e Barreto,”a soroconversao é mai-
or com a aplicacdo do esquema completo da vacinagéo,
conferindo imunidade em cerca de 90%-95% dos casos.
Entretanto, ndo se descarta a possibilidade de individuos
adquirirem imunidade com uma ou duas doses, e o que ira
diferenciar sera a concentracdo de anticorpos anti-HBs
circulantes que o individuo podera apresentar.

Partindo dessas informacdes, realizou-se uma anali-
se critica, baseada nos resultados obtidos de sorocon-
versao contra o virus da hepatite B nos profissionais vaci-
nados e também no perfil sorolégico dos individuos nao
vacinados.

Tabela 1 - Relagdo do nimero de pessoas que adquiriram imunidade
conforme as doses de vacinas recebidas

Doses Soroconvergao Nao Soroconvergao Total
Vacina N(%) N(%) N
NV/NS* 33(45,8) 39(54,1) 72
1 Dose 23(57,5) 17(42,5) 40
2 Doses 57(71,25) 23(28,75) 80
3 Doses 169(84,5) 31(15,5) 200

* Nao vacinados/Nao sabem se foram vacinados

Das 72 pessoas que ndo eram vacinadas ou que nédo
sabiam, 33 (45,8%) apresentaram titulos protetores de anti-
HBs. Isso indica que, ou essas pessoas foram vacinadas e
néo obtiveram orientagéo sobre o tipo de vacina que esta-
vam recebendo, ou ha provavel possibilidade de terem sido
contaminadas com o HBV.

Como ja citado anteriormente, a hepatite B é conside-
rada uma das mais prevalentes infecgdes ocupacionais
contraidas no ambiente hospitalar. Desta forma, é impor-
tante que os profissionais da area da saude estejam cons-
cientizados da necessidade de utilizar permanentemente
equipamentos de protecéo, bem como de fazerem a preven-
¢éo da hepatite B, através do esquema completo de vaci-
nagao.®

Segundo Cortes,? a vacinagao adequada visa asse-
gurar e manter imunidade, diminuindo o risco dos profissio-
nais de saude adquirir ou transmitir doengas imunoprevi-
niveis e deve ser, portanto, parte essencial de programas
de prevencédo e controle de infecgdo. Martins e Barreto™
citam que, para assegurar essa imunidade, é indispensavel
que sejam aplicadas as trés doses da vacina contra a he-
patite B, entdo preconizadas. Niveis de anticorpos prote-
tores sdo adquiridos conforme o nimero de doses adminis-
tradas.

No presente trabalho, quando se verifica a porcenta-
gem de soroconversdo comparativamente as doses da va-
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cina, percebe-se um aumento expressivo: das quarenta pes-
soas que receberam uma dose, 23 soroconverteram
(57,5%); de oitenta que receberam duas doses, 57 individu-
os (71,25%) soroconverteram e das duzentas pessoas que
receberam trés doses, 169 (84,5%) soroconverteram.

Esses dados séo confirmados pelo trabalho divulgado
por Ferraz et al,®® no qual, admitindo-se o nivel de 10 mUI/mL
como limite minimo para protecéo contra o virus, observa-
ram que, apo6s a primeira dose, 43,0% apresentaram soro-
conversdo; ap6s a segunda dose, 80,2% soroconverteram
e, apos a terceira dose, 94,2% apresentavam niveis prote-
tores de anticorpos.

Considerando a pesquisa objeto deste trabalho, dos
320 individuos que receberam, pelo menos, uma dose da
vacina, 71 néo apresentaram titulos de anti-HBs. Desses,
31 haviam recebido as trés doses da vacina. Isso indica
que 15,5% dos profissionais que receberam o esquema
completo de vacinacdo nédo soroconverteram.

A porcentagem de individuos que néo soroconvertem
mesmo apds o esquema completo de vacinagéo é discuti-
da e apresentada em ntimeros por Heather et al.'? Esses
autores dizem que, mesmo apés trés doses de vacina, até
15% dos vacinados ndo respondem adequadamente e con-
cordam, ainda, com os autores anteriores, que, em alguns
casos, isso pode ser determinado geneticamente.

Segundo Sousa Junior et al,'" muitos esforgos tém sido
feitos para elucidar esse fendmeno de imunodeficiéncia aos
estimulos vacinais, com particular énfase aos estudos com
os genes da regidao do complexo principal de histocompa-
tibilidade, os quais iniciam e controlam a resposta imune
efetiva aos antigenos proteicos. Os estudos tém demons-
trado uma frequéncia elevada dos alelos DRB1*03 e
DRB1*07 entre as pessoas que ndo respondem a vacina
VHB. Porém, mesmo que o complexo principal de histocom-
patibilidade represente a regido gendémica mais frequente-
mente associada com a auséncia de resposta humoral a
vacina do VHB, o mecanismo exato dessa associacao é
desconhecido.

De acordo com Hess et al. (1992), Berner (1993),
Poland (1994), Poland (1998), Roels et al. (1997), Averhoff
e colaboradores (1998) apud Salgado,® o tabagismo, a ida-
de, o sexo, araca, a obesidade, o alcoolismo e as doencas
cronicas também interferem na soroconverséo. No presen-
te trabalho, também foram analisados os titulos de anti-HBs
em voluntarios fumantes e verificou-se que, dos duzentos
pacientes que receberam as trés doses da vacina, trinta eram
fumantes e, destes, dez (33,3%) nédo apresentavam titulos
que indicassem a soroconversao. Ja nos pacientes que re-
ceberam trés doses e ndo eram tabagistas (170 individuos),
21 ndo soroconverteram, apresentando indice de 12,35%.
Ressaltamos que as andlises sorolégicas foram realizadas
em periodos superiores a trés meses do processo de imu-
nizacao.
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Os titulos de anti-HBs e, portanto, a duragao da imuni-
dade varia extremamente, sugerindo uma influéncia do va-
cinado. Um baixo padrédo nutricional e a diminuigdo da
imunocompeténcia séo fatores relevantes que podem afe-
tar negativamente a resposta de vacinados contra a hepati-
te B.

Além disso, é necessario que as vacinas sejam
mantidas sob refrigeracéo até o momento da aplicagéo para
que nao ocorra perda de sua eficacia. A quantidade de va-
cina a ser aplicada e o local onde a mesma for administra-
da também interferem na resposta imunolégica do indivi-
duo a imunizacao.

Comrelacdo a dosagem, ha uma dependéncia indivi-
dual, considerando-se a idade, as condi¢cbes de saude, a
imunodeficiéncia e a procedéncia.(™?

Para esses autores, a via de administragao conside-
rada ideal € no musculo deltoide em adultos e criangas mai-
ores, ou no musculo do quadriceps da coxa em criancas
menores. Isso € comprovado por Ferraz et al,®® quando di-
zem que porcentagens de soroconversao inferiores tém sido
relatadas quando a vacina é administrada na regiao glutea.
Essa resposta diminuida é atribuida, nesses casos, a pre-
senca de tecido adiposo nessa regido, o que dificultaria a
absorgéo do antigeno vacinal.

O subtipo viral € um componente altamente importan-
te no desenvolvimento de uma resposta imunolégica ade-
quada. Uma heterogeneidade sorolégica do antigeno de
superficie do virus da hepatite B (HBsAg) esta bem estabe-
lecida. Sé@o conhecidos nove diferentes subtipos de HBsAg:
ayw1, ayw2, ayw3, ayw4, ayr, adw, adrg- e adrg+. Uma im-
portante informacdo é a distribuicdo geografica desses
subtipos. Por exemplo, o subtipo adw4 é encontrado quase
exclusivamente no Novo Mundo, particularmente, na Améri-
ca do Sul. Os subtipos adw2 e adw4 sé@o predominantes no
Brasil. Considerando-se que as vacinas recombinantes hoje
comercializadas contém o HBsAg dos subtipos ayw ou adr,
ha possibilidade de uma néo soroconversdo em individuos
imunizados com essas vacinas, por exemplo, no Brasil.
Dessa forma, a variabilidade do HBsAg pode ter implica-
¢bes no estabelecimento de um programa de imunizacéo,
sendo necessaria a verificagédo posterior das concentracdes
de anti-HBs circulantes através de testes de diagnéstico da
hepatite B.("?

Por outro lado, os adjuvantes também podem ser res-
ponsaveis pela diversidade de respostas a imunizacao.
Segundo Granovski e loshimoto,"?para potencializar a res-
posta imunolégica, a vacina contra a hepatite B precisa ser
formulada com adjuvantes, dos quais o mais comumente
utilizado com o HBsAg é o hidréxido de aluminio e, com
menor frequéncia, o fosfato de aluminio.

De acordo com os mesmos autores, os adjuvantes
apresentam diferencas na indugéo de protecdo. A Smith
Kline Beecham, fabricante da vacina Engerix B, por exem-
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plo, utiliza comercialmente o lipideo A monofosforil (MPL)
como adjuvante, que induz protecdo em trés meses com
apenas duas doses, enquanto que com a Engerix/ hidréxido
de aluminio a mesma protecéo s6 é obtida com trés doses
da vacina e apds sete meses. Recentemente, foi publicado
um adjuvante (o MF59, uma emulsdo contendo um lipideo
biometabolizavel e surfactantes) que soroconverte em 100%
apo6s duas aplicagdes combinadas com o HBsAg, gerando
titulos de anticorpos 100 vezes maiores do que os obtidos
com o adjuvante hidréxido de aluminio.

Com isso, percebe-se a importancia de se saber a
procedéncia da vacina administrada nos programas de imu-
nizagao, visto que o subtipo viral interfere no desenvolvimento
de uma resposta imune eficiente e os adjuvantes podem ou
néo contribuir na producgéo de niveis protetores de anti-HBs
ap6s o esquema completo de vacinacao.

Além do marcador sorolégico anti-HBs, discutido
até aqui, também foi avaliada a presenca de outros marca-
dores nos profissionais participantes, como o anticorpo
contra o antigeno core do virus da hepatite B (anti-HBc) e
o antigeno de superficie do virus da hepatite B (HBsAgQ).
Este dltimo marcador somente foi pesquisado naqueles
profissionais que apresentaram positividade para o anti-
HBc.

Assim, das 392 amostras analisadas, 25 (6,37%) apre-
sentaram-se positivas para anti-HBc. Dessas 25, seis apon-
taram negatividade para anti-HBs e HBsAg, tendo o anti-
HBc como unico marcador sorolégico presente.

De acordo com o Ministério da Saude,® perfis
sorolégicos atipicos podem ser encontrados no curso da
infeccdo pelo VHB. Como exemplo de atipia sorolégica,
podem-se citar pacientes positivos para anti-HBc, negati-
vos para HBsAg e nado reagentes para anti-HBs nas se-
guintes circunstancias: no periodo de janela imunolégica,
quando o anti-HBe/anti-HBs ainda ndo apareceu; emrea-
¢des falso positivas; como anticorpos passivos; em amos-
tras com baixos titulos de HBsAg ou com HBsAg + anti-
HBs imunocomplexados; nas superinfeccées com outros
virus da hepatite; nas hepatites fulminantes e em individu-
os imunocompetentes com titulo baixo de anti-HBs.

Outra analise pertinente diz respeito a positividade
de anti-HBc no grupo dos nao vacinados ou que nao sa-
bem. Das 72 pessoas pertencentes a esse grupo, nove
apresentaram-se positivas para o anticorpo contra o
antigeno core do virus da hepatite B (anti-HBc). Segundo
Souto e colaboradores,!™ esse anticorpo esta presente no
soro, tanto de pacientes infectados recentemente quanto
de portadores cronicos e de individuos que ja eliminaram
o VHB. Esse fato sugere a possibilidade de infeccdo dos
profissionais da saide em seu ambiente de trabalho e
salienta a importancia da vacinacdo desses trabalhado-
res contra o virus da hepatite B, bem como a utilizacdo de
equipamentos de protecéao.
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CONSIDERAGOES FINAIS

A realizagéo desta pesquisa fez-se importante para a
verificagéo da porcentagem de soroconverséo contra o vi-
rus da hepatite B nos profissionais vacinados, lotados no
Hospital Regional Hans Dieter Schmidt, bem como a anali-
se dos titulos de anticorpos circulantes contra o VHB nos
individuos n&o vacinados.

Como se esperava, as porcentagens de sorocon-
versdo comparativamente as doses da vacina apresenta-
ram indice crescente: uma dose, 57,5%; duas doses, 71,25%
e trés doses, 84,5%. Um significativo percentual de pesso-
as (15,5%) nao desenvolve imunidade mesmo apos a ad-
ministracao de trés doses.

Quanto aos fatores que influenciam o desenvolvimen-
to de uma resposta imunolégica adequada a vacinacéao,
estes podem estar relacionados com o préprio individuo a
ser vacinado (habito de fumar, idade, sexo, entre outros) ou
com a vacinagao em si (procedéncia, modo de aplicacgéo,
local e dosagem).

Cabe, pois, aos responsaveis pelos programas de
vacinagao conscientizarem-se de que suas acdes séo de
extrema importancia para que as vacinas desenvolvam res-
postas satisfatorias. A procedéncia, o lote e a validade da
vacina, bem como o modo de aplicacéo, o local e a dosa-
gem vao depender desses responsaveis e seus efeitos irdo
refletir no desenvolvimento da imunidade protetora no indi-
viduo. E relevante destacar, entdo, a importancia de uma
padronizacao e um controle institucional das campanhas de
vacinacao, a fim de que haja menos interferéncia na res-
posta imunolégica a vacina.

Com o presente estudo sugere-se um relativo risco de
os profissionais de saude adquirir infecgcdo em seu ambi-
ente de trabalho. Classifica-se a hepatite B como uma do-
enca de alta transmissibilidade, principalmente para aque-
les individuos que s@o mais expostos ao virus em fungéo de
determinadas circunstancias, atitudes comportamentais e
atividade profissional que exercem.

Assim sendo, faz-se necessaria a realizacdo de cam-
panhas de esclarecimento dirigidas aos profissionais da
area da saude com o objetivo de conscientiza-los da impor-
tancia da utilizacao permanente de equipamentos de prote-
¢é@o, bem como de fazerem a prevencgéao da hepatite B atra-
vés de vacinacgdo. Além disso, destaca-se a necessidade
de realizacéo dos testes sorologicos apoés a vacinagao, para
se avaliar a soroconversao e, assim, verificar a necessida-
de de se administrarem doses de reforgo.

Abstract

Hepatitis B is considered one of the most prevalent occupational
infections contracted in the hospital environment.” As health workers
are more exposed to certain transmittable diseases they must be properly
immunized, and vaccination is acknowledged as the most effective tool
in preventing the transmission of certain infectious diseases in their
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work environments.® In 2003 and 2004, 392 blood samples were taken
from health workers, in determined sectors, at the Hans Dieter Schmidt
Regional Hospital, in order to verify the percentage of seroconversion
against the hepatitis B virus in vaccinated health workers, as well as for
the analysis of circulating antibody levels against the VHB in unvaccinated
individuals. The seroconversion percentages compared to the vaccine
doses (1, 2 and 3 doses) present a growing index, i.e., 57,5% for 1 dose,
71,2% for 2 doses and 84.5% for 3 doses. It was observed that 15,5%
of the health workers who received the complete vaccination scheme
did not seroconvert. In addition to this, of the 72 people who were not
vaccinated or who did not know, 33 (45,8%) presented anti-HBs protector
levels. Other serological markers analyzed were the anti-HBc and the
HBsAg. Of the total number of samples, 25 (6,37%) showed positive for
the anti-HBc and only two (2) samples showed positive for the HBsSAg.
Therefore, it can be concluded that: a) even receiving the three vaccine
doses, the individual need not present antibody protector levels; b) those
individuals who have never taken the vaccine could present anti-bodies
against the hepatitis B virus due to exposure to this pathogen.

Keywords
Hepatitis B; vaccination; seroconversion
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Resumo

A sifilis € uma importante DST e configura-se como problema de saude publica no Brasil.
Devido as implicagdes para o sistema publico de saude e ao controle pré-natal da sifilis
congénita, torna-se importante o levantamento sobre a prevaléncia da sifilis na sociedade.
Esse trabalho teve como objetivo analisar os resultados dos testes VDRL realizados em
pacientes atendidas no Hospital Fémina de Porto Alegre, a maior maternidade do Rio Gran-
de do Sul, e as confirmagdes dos testes reagentes por MHA-TP. De um total de 9.308
exames, 3,5% foram reagentes. Destes testes reagentes, 298 (87,5%) foram mulheres, a
maioria com idade entre 20 e 40 anos, enquanto que 43 (12,6%) foram homens, com idade
inferior a 1 ano, sendo esse fato facilmente explicado devido a populagéo estudada. Apenas
37,50% dos testes VDRL reagentes foram confirmados por MHA-TP, indicando o uso do
VDRL como uma ferramenta de triagem no diagndstico e também como acompanhamento
terapéutico, podendo este Ultimo ser observado em metade dos casos ndo confirmados.
Esses dados alertam que, apesar de existirem prevengéo, diagndstico e tratamento efica-
zes para essa doenga, a sifilis ainda permanece presente na sociedade.

Palavras-chave

Sifilis; VDRL; MHA-TP

INTRODUCAO

A sifilis € uma doenca infecciosa, sistémica, causada
pelo Treponema pallidum, uma espiroqueta de transmis-
sdo essencialmente sexual ou materno-fetal, podendo pro-
duzir a forma adquirida ou congénita da doenca, respecti-
vamente."

Embora conhecida pela humanidade ha muitos anos,
a sifilis ainda é um problema de saude publica, sendo esti-
mados 12 milhées de novos casos no mundo todos os anos,
apesar das medidas de prevencgéao eficazes, como preser-
vativos, e opgdes de tratamento eficazes e relativamente
baratas.® No Brasil, a situagdo nao é diferente, sendo que,
em 2003, o Ministério da Saude apontou cerca de 940 mil
casos de sifilis no pais, sendo 12 mil casos do tipo congéni-
to (1,6 por mil nascidos vivos).G4

O diagnéstico da sifilis baseia-se na avaliagéo clinica,
identificacdo do agente etiol6gico (pesquisa direta no
exsudato seroso das lesdes) e nos testes sorolégicos, sen-
do esse ultimo mais utilizado, pois o paciente, em geral, pro-
cura o servigo ja fora da fase inicial da doenga.® Os testes
soroldgicos sao divididos em métodos néo treponémicos,

como o venereal diseases research laboratory (VDRL),
mais usado, e o rapid plasma reagin, para triagem, rastrea-
mento e seguimento terapéutico; e treponémicos, como
FTA-ABS, micro-hemaglutinagéo passiva para T. pallidum
(MHA-TP), EIA/ELISA e PCR, testes estes de maior espe-
cificidade, solicitados para confirmacéao da infec¢édo e nado
para o acompanhamento, pois ndo negativam mesmo
apo6s a cura total da infeccdo.® Atualmente, a OMS esti-
mula a pesquisa e preconiza o uso de testes rapidos de
triagem, ja disponiveis no mercado para diagnéstico da
infeccdo por T. pallidum, assim como ja existe para o di-
agnostico sorolégico do HIV, porém ainda distante de se-
rem utilizados em larga escala nos servigos de assistén-
cia primaria de saude.”)

O teste do VDRL é o método de triagem mais empre-
gado na maioria dos laboratérios de unidades de atengéo
primaria de saude.® Isso pode ser relacionado a sua alta
sensibilidade (70% na sifilis primaria, 99%-100% na secun-
daria e 70%-80% na terciaria), a alta especificidade na sifi-
lis congénita (até 98%), a facilidade de execucgéao, ao baixo
custo e a sua indicagao por varios organismos mundiais de
salide como excelente exame de triagem.?

"Faculdade de Farmacia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul — Porto Alegre-RS, Brasil.
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Tendo em vista a prevaléncia de casos de sifilis entre
a populagéo brasileira, sua implicacao para os servigos de
salde e a notificagdo compulséria da infecgdo congénita,
esse trabalho tem como objetivo analisar os resultados dos
testes VDRL e das confirmacgdes dos testes reagentes por
MHA-TP realizados na populagédo atendida no Hospital
Fémina (HF), um hospital publico de Porto Alegre voltado
para a saude da mulher e responsavel pela maior materni-
dade do estado do Rio Grande do Sul, com uma média de
410 partos e mais de 2 mil atendimentos por més.® E justa-
mente pelos pacientes atendidos no hospital em estudo que
se torna tdo importante o levantamento e monitoramento da
prevaléncia da sifilis nessa populacéo.

MATERIAL E METODOS

Realizou-se um estudo transversal descritivo no uni-
verso dos testes de VDRL (Wiener Lab) realizados no La-
boratério de Analises Clinicas do HF, utilizando-se amos-
tras puras e diluidas 1/8, e de exames confirmatérios por
MHA-TP (Human do Brasil) feitos no setor de Imunologia do
Laboratério de Analises Clinicas do Hospital Nossa Senho-
ra da Conceigcado (HNSC), no periodo de abril de 2009 a
marcgo de 2010.

Parainclusdo das amostras nesse estudo, as pacien-
tes deviam estar cadastradas no sistema de gerenciamento
de dados do Grupo Hospitalar Conceigéo (GHC), tanto para
pacientes ambulatoriais como para pacientes internadas no
HF, no periodo referido. No total, 9.308 exames VDRL fo-
ram avaliados.

As variaveis estudadas contemplam sexo e idade das
pacientes, relacionando com a prevaléncia em porcentagem
da sifilis na populacéo estudada. O estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do HNSC/GHC (Processo
10/007) e, por se tratar de uma pesquisa em banco de da-
dos, foi dispensado de se utilizar o TCLE.

RESULTADOS

Foram avaliados 9.308 exames VDRL no periodo de
abril de 2009 a margo de 2010, sendo um maior nimero de
pacientes do sexo feminino (96%) com faixa etaria predo-
minante entre 10 e 40 anos. Pacientes do sexo masculino
corresponderam a 4% dos testes realizados, com predomi-
nancia na faixa etaria inferior a 1 ano.

Do total de exames, 8.967 (96,5%) foram nao rea-
gentes e 341 (3,5%) foram reagentes. Com relagéo aos
reagentes, 298 (87,4%) foram do sexo feminino e 43
(12,6%) do sexo masculino, como pode ser verificado na
Tabela 1.

Entre os testes reagentes do sexo masculino, houve
uma predominancia de pacientes com idade inferior a 1 ano
(88%), o que compreende os recém-nascidos atendidos na

RBAC.2019;51(1 supl.1):S80-3

maternidade. Entre os testes reagentes do sexo feminino, a
faixa de 20 a 40 anos foi a mais presente (66,5%), corres-
pondente a idade reprodutiva da mulher, como mostra a Ta-
bela 2.

Tabela 1 - Distribuigédo dos pacientes de acordo com o resultado do
VDRL e sexo

Teste Masculino Feminino Total

n % n % n %
VDRL reagente 43 0,50 298 3,00 341 3,50
VDRL ndo reagente 320 3,50 8.647 93,00 8.967 96,50
Total 363 4,00 8.945 96,00 9.308 100,00

Tabela 2 - Distribuicdo da idade dos pacientes com resultados de
VDRL reagentes

Idade Masculino Feminino
n % n %

<1 38 88,00 35 12,00
1-10 0 0,00 1 0,50
10-20 0 0,00 29 10,00
20-30 0 0,00 100 33,00
30-40 0 0,00 101 33,50
>40 5 12,00 32 11,00
Total 43 100,00 298 100,00

Por ser um teste de triagem, os resultados reagentes
de VDRL devem ser confirmados por método treponémico.
Nesse estudo, os testes foram confirmados por MHA-TP
no Setor de Imunologia do HNSC. Dos 400 VDRL reagen-
tes iniciais, 59 (14,75%) foram n&o reagentes, sendo clas-
sificados como falsos positivos e computados no estudo
como nao reagentes. Trés testes (0,75%) foram nao rea-
gentes na triagem e reagentes no confirmatoério, sendo
computados no final como reagentes (falsos negativos). No
restante, 149 testes (37,50%) foram confirmados por MHA-
TP, e para 189 exames (47,60%) nao foram realizadas pro-
vas confirmatérias. Quanto aos exames que n&o foram con-
firmados, 102 (25,50%) podem estar relacionados ao
acompanhamento terapéutico. Esses dados estédo reuni-
dos na Tabela 3.

Tabela 3 - Comportamento dos resultados dos testes VDRL reagentes
versus resultados da MHA-TP

Teste n %
VDRL reagente MHA-TP reagente 149 37,25
VDRL reagente MHA-TP ndo reagente 59 14,75
VDRL reagente MHA-TP nao realizada 189 47,25
acompanhamento 102 25,50
nao realizada 87 21,75
VDRL nao reagente MHA-TP reagente 3 0,75
Total 400 100,00
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DISCUSSAO

A sifilis € uma importante DST que ainda esta bastan-
te presente em nosso meio apesar de serem conhecidas
medidas de prevencéo, diagnostico e tratamento.? Dessa
forma, torna-se importante a realizacéo de levantamentos
da prevaléncia da sifilis para que sejam melhor distribuidas
as politicas publicas de saude e campanhas melhor apli-
cadas.

Dos 9.308 exames realizados nesse estudo, houve
uma predominancia de pacientes do sexo feminino, o que
pode ser facilmente compreendido pelo publico alvo aten-
dido no Hospital Fémina, um hospital especializado e dedi-
cado a saude da mulher e a maior maternidade do estado
do Rio Grande do Sul.® Esse fato também explica a maior
ocorréncia de exames em pacientes do sexo feminino de
10 a 40 anos e em pacientes do sexo masculino com idade
inferior a 1 ano: gestantes e recém-nascidos, respectiva-
mente. A maior frequéncia de mulheres também foi obser-
vada em estudo realizado no Ceara, onde o fato foi atribu-
ido a aplicacao do VDRL na rotina pré-natal® e, também,
ser historico o maior comparecimento de mulheres as uni-
dades de saude pela demanda de atendimento ginecol6-
gico.('®

Quanto a reatividade dos exames, 3,5% dos testes
foram reagentes, indicando uma taxa de prevaléncia da sifi-
lis semelhante ao indice de 5% publicado para a populagéo
em geral,® proximo aos 3,3% para pacientes atendidos em
um laboratério privado em Sao Paulo"" e também similar a
2,6% para mulheres atendidas em Alagoas.('? Analisando-
se 0 numero total de exames, podemos afirmar uma maior
prevaléncia em mulheres, com idades entre 20 e 40 anos, o
que estd em consonancia com os dados da literatura de
uma maior ocorréncia de infeccdo em mulheres na idade
reprodutiva.™ No sexo masculino, observou-se uma maior
reatividade em pacientes menores de 1 ano. Ambos os
achados podem ser facilmente compreendidos pela amos-
tra analisada ser proveniente da maior maternidade do es-
tado, onde o teste de VDRL deve ser realizado durante o
pré-natal, e a identificacédo da sifilis congénita ser desen-
cadeada em todos os casos de criangas nascidas de mae
com sifilis (evidéncia clinica e/ou laboratorial), diagnostica-
dos durante a gestagao, parto ou puerpério.'¥ A ocorréncia
de cinco testes reagentes em pacientes do sexo masculino
com idade acima de 40 anos pode ser compreendida pelo
fato do HF ter uma Unidade de Reproducéo Humana,!"® sen-
do esses testes provenientes desse servigo, e o VDRL ser
um teste de triagem realizado obrigatoriamente antes do
procedimento de inseminacéo artificial.

Uma das principais aplicabilidades do VDRL, além da
triagem no diagnéstico, é o acompanhamento terapéutico e
prognéstico da doenga. Dessa forma, nem todos os exa-
mes positivos de VDRL devem ser enviados a confirmacao
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por testes treponémicos, pois estes, devido a sua alta sen-
sibilidade, ndo negativam devido aos anticorpos de me-
moria.® Assim, pode-se compreender o alto indice de tes-
tes VDRL reagentes nédo confirmados. Dos 189 testes nédo
confirmados, 54% podem ser relacionados com um acom-
panhamento terapéutico dos pacientes pela existéncia de
um histérico de testes VDRL anteriormente realizados no
prontuario do paciente, enquanto que o restante sem con-
firmacao pode ser justificado pela falta de dados no banco
de dados consultado (causados por consultas de pacien-
tes ndo residentes em Porto Alegre ou que podem ter pro-
curado outro servigo de saude) ou devido a falta de aces-
so aos servigos de saude, dificuldades no retorno para re-
cebimento dos resultados e/ou recoleta para confirmacéo,
ou mesmo pelo ndo retorno voluntario do paciente para
tomar conhecimento do seu sfatus sorolégico, como ja
descrito.(®

No presente estudo, observaram-se 14,75% de falsos
positivos, um percentual bem préximo aos 15,9% de falsos
positivos encontrados em um estudo semelhante realizado
em gestantes no HNSC.!"” Resultados falsamente positivos
podem ser observados em individuos com quadros patol6-
gicos diversos como hepatite, gripe, brucelose, lepra, ma-
laria, asma, tuberculose, cancer, diabetes e doengas auto-
imunes. Por isso, além de aliar os dados laboratoriais ao
quadro clinico do paciente, é imprescindivel que se faca pa-
ralelamente a semiquantificacdo de um teste reagente. Da
mesma forma, resultados falsamente negativos também
podem ocorrer, principalmente quando se apresenta o fe-
ndmeno de prozona, o que ocorre em cerca de 1% a 2%
dos casos. Para se evitar a ocorréncia desse efeito, proce-
de-se a testagem com soro puro paralelamente com o soro
previamente diluido 1/8.6'

A OMS estimula a pesquisa e preconiza o uso de tes-
tes rapidos que liberem o resultado em menos de 15 minu-
tos, sejam de facil execugdo pelos profissionais da satde,
apresentem boa especificidade e sensibilidade, ndo neces-
sitem recursos laboratoriais tradicionais e sejam estaveis a
temperatura ambiente, além do baixo custo.("™ O VDRL, ape-
sar de barato, necessita processamento em laboratério, o
que demanda tempo até o resultado. Dessa forma, ja exis-
tem testes rapidos treponémicos de triagem disponiveis no
mercado,” tal qual ja utilizado no diagnoéstico sorolégico
do HIV. Estudos tém demonstrado uma sensibilidade de
84% a 98% e especificidade de 94% a 98% para esses
testes. Entre suas vantagens destaca-se a realizagéo do
exame no local da consulta em sangue total, a partir de
coleta em polpa digital, ndo dependendo de estrutura
laboratorial. Sua maior limitacéo esta no fato de ser um
exame qualitativo, ndo sendo capaz de distinguir infecgao
tratada no passado ou aguda.!'® Dessa forma, o VDRL ain-
da tem a sua importancia e aplicabilidade como ferramen-
ta de triagem no diagnéstico até completa a implementacéo
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e a disseminacao dos testes rapidos para sifilis, além do
uso como método de acompanhamento terapéutico da si-
filis (prévia ou atual).

CONCLUSAO

A prevaléncia de testes reagentes nesse estudo re-
vela a permanéncia da infeccédo pela sifilis na sociedade.
E importante conhecer o perfil sorolégico da populagéo
para que politicas publicas de salide sejam mais especifi-
cas e direcionadas, principalmente tratando-se de uma
doencga de antigo conhecimento e com diagnéstico e tra-
tamento eficazes.

Esse estudo em especifico torna-se relevante justa-
mente pela populagéo atendida nesse hospital, sendo fun-
damental o levantamento e monitoramento da prevaléncia
da sifilis em mulheres em idade reprodutiva, em virtude das
implicacdes em casos de gestantes diagnosticadas com
sifilis que, se tratadas, podem evitar a transmissao verti-
cal, diminuir os indices de sifilis congénita e, principalmen-
te, evitar as consequéncias para o recém-nascido.
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Abstract

Syphilis is an important STD and configures as a public health problem
in Brazil. Due to the implications for public health system and to prenatal
control of congenital syphilis, it is important to survey the prevalence of
syphilis in society. This study aimed to analyze the results of VDRL
tests performed in patients treated in Hospital Femina, Porto Alegre,
the largest maternity hospital of Rio Grande do Sul, and the confirmations
of testing reagents by MHA-TP. Of a total of 9308 surveys, 3.5% were
positive. From these tests reagents, 298 (87.5%) were women, mostly
with age between 20 and 40 years, while 43 (12.6%) were men with age
less than 1 year, and this fact can be easily explained because of the
target population. Only 37,50% of reactive VDRL tests were confirmed
by MHA-TP, showing the use ofthe VDRL as a screening tool for diagnosis
as well as monitoring therapeutic efficacy, which can be observed in the
half of unconfirmed cases. These data warn that, while there are
prevention, diagnosis and effective treatment for this disease, syphilis
remains present in society.
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Syphilis; VDRL; MHA-TP
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Analise dos exames de imunofluorescéncia indireta para
pesquisa de anticorpos para antigenos celulares
Analysis of indirect immunofluorescence antibody tests against cellular antigens

Magali Terra Ribeiro?
Tiago Bittencourt de Oliveira®

Resumo

O objetivo deste estudo foi analisar o perfil dos testes de anticorpos antinucleares. Para
isso foi realizado um estudo transversal retrospectivo de analise dos exames de FAN
(fator antinuclear), através da técnica de imunofluorescéncia indireta, em dois laboratérios
de pequeno porte, nos anos de 2008 e 2009. Foram analisados 116 registros dos laudos
de IFI-HEp-2, dos quais 76,72% eram de pacientes do sexo feminino, sendo a idade
média de 42,5 anos. A pesquisa de autoanticorpo por IFI (imunofluorescéncia indireta)
apresentou nao reagente em 88,79% e reagente em 11,21% dos pacientes. O padréo de
IF1 de maior frequéncia foi o nuclear pontilhado fino — 45,17%. Ja a proteina C reativa
(PCR) foi descrita em 39 dos 116 exames, sendo que os titulos variaram de nao reagente
a 96, apresentando ndo reagente 24/39 (61,64%), 5/39 (12,82%) apresentando titulos de
24. Por fim, o fator reumatoide foi descrito em 70/116 exames, onde os titulos também
estiveram presentes na faixa de nao reagente a 96, apresentando nao reagente 65/70
(92,86%), 3/70 (4,28%) apresentando titulos de 48. Os dados encontrados demonstraram
o perfil dos pacientes que realizaram o IFI-Hep2, sendo a maioria mulheres jovens com
baixa taxa de soropositividade para autoanticorpo.

Palavras-chave

Doenca autoimune; fator antinuclear; imunofluorescéncia indireta; IFI-Hep2

INTRODUCAO

A autoimunidade é decorrente de uma complexa
interacdo entre fatores ambientais, como pela exposi¢édo
solar, e fatores intrinsecos ao organismo, tais como predis-
posicéo genética, alteragcdes hormonais e mesmo uma re-
ducéo no controle imunorregulatério. Existem mais de qua-
renta doengas autoimunes identificadas com nimero consi-
deravel de pacientes acometidos.("?

Os exames laboratoriais estdo em constante evolugéo,
mudando assim parametros importantes para a interpreta-
¢éao clinica, acrescentando novos valores preditivos positi-
vo e negativo, sensibilidade e especificidade. Essa reali-
dade pode ser ilustrada em procedimentos laboratoriais,
como na pesquisa de anticorpos antinticleo (ANA), pela téc-
nica de imunofluorescéncia indireta (IFl). Esta técnica utiliza
as células HEp-2 (células de carcinoma de laringe humana)
como substrato para reacéo, o teste também é conhecido
como fator antinticleo (FAN), hoje denominado "Pesquisa
de Anticorpos contra Antigenos Celulares" (PAAC). Esse
teste tem sido excelente exame de rastreamento de auto-

anticorpos em soro de pacientes com suspeita de doenca
autoimune, e, ao longo das ultimas décadas, foi tecnicamen-
te modificado de forma a conferir sensibilidade progressi-
vamente maior. Entretanto, a pesquisa de anticorpos contra
antigenos celulares passou consequentemente a apresen-
tar menor especificidade.®4

O método padrao para triagem de anticorpo contra
antigenos celulares baseia-se na técnica IFl interligando-se
como substrato em laminas contendo células HEp2 (células
de carcinoma de laringe humana). Resultados positivos po-
dem ocorrer na artrite reumatoide, esclerodermia, sindrome
de Sjogren, hepatite autoimune, infec¢des cronicas na pre-
senca de anticorpos heteréfilos durante uso de varios medi-
camentos, tais como hidralazina, carbamazepina, hidan-
toina, isoniazida, metildopa, acido acetilsalicilico.®

O nimero de autoanticorpos para o diagnéstico de
doencas sistémicas ou 6rgao-especificas tem aumentado
gradativamente desde que a técnica de imunofluorescéncia
foi utilizada na sua triagem. Atualmente, ha uma variedade
de padrdes que pode ser resultado da ligagdo de varios
autoanticorpos distintos, um namero restrito deles, ou até
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mesmo um unico autoanticorpo. Os padrées tém grande
importancia visto que direcionam o raciocinio clinico e pro-
piciam a investigacéo laboratorial adicional. De forma ge-
ral, baseando-se no resultado da triagem de autoanticorpos
pela técnica do FAN, pode-se ter a nogao de qual deve ser
0 préximo passo na investigagao.®

O reconhecimento de que uma fracéo representativa
da populagédo possui o teste de FAN-HEp-2 reagente acar-
reta a necessidade de se buscarem caracteristicas que au-
xiliem na distingéo dos testes positivos em pacientes com
doenca autoimune daqueles observados em individuos nao
autoimunes. Entre essas caracteristicas encontram-se o ti-
tulo da reacao e o padrao de fluorescéncia observado. Em
particular, deve-se ter em mente que o padrao de fluores-
céncia é decorrente do reconhecimento de diferentes estru-
turas celulares pelos anticorpos e, portanto, o padrao de
fluorescéncia fornece uma indicagéo preliminar dos possi-
veis antigenos que estdo sendo reconhecidos.”

Além do exame clinico apurado e o resultado positivo
de FAN-HEp-2, é de suma importancia verificar possiveis al-
teragdes no hemograma, exame qualitativo de urina, protei-
na C reativa e velocidade de hemossedimentagéo (VHS).

A proteina C reativa é indicativa da presenca de pro-
cesso inflamatério agudo ou cronico. A determinacéo labo-
ratorial da PCR como marcador inflamatério é indicado em
varias situacdes clinicas, tais como: monitorizagdo da re-
posta terapéutica a antibioticoterapia em infec¢des bacte-
rianas, atividade de doenga no lipus eritematoso sistémico
e doencgas autoimunes.®

O fator reumatoide (FR) é a anormalidade imunolégica
mais marcante da artrite reumatoide, além de ser um anti-
corpo encontrado em 90% dos pacientes com esta patolo-
gia. Nesses casos, pode ajudar o diagnéstico se o fator
reumatoide estiver positivo e elevado. O FR pode estar pre-
sente também em outras doengas, nem sempre indicando
a doenca reumatica, como é o caso das doencgas inflama-
térias e autoimunes, infecgdes crénicas e malignidades.®
O presente estudo teve como objetivo analisar o perfil dos
testes de anticorpos antinucleares de pacientes que reali-
zaram o exame em dois laboratérios privados do municipio
de Santo Angelo-RS.

MATERIAL E METODOS

Foirealizado um estudo transversal retrospectivo, da
analise de alguns exames de pacientes que realizaram o
FAN por meio da técnica de imunofluorescéncia indireta (IFI).
Os laudos estudados correspondem ao periodo de janeiro
de 2008 a dezembro de 2009, sendo provenientes de dois
laboratoérios diferentes, na cidade de Santo Angelo, situada
no noroeste do estado do Rio Grande do Sul, ocupando uma
area de 681 Km?, com uma populagdo estimada de 75.445
habitantes (IBGE, 2010).
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As variaveis analisadas foram: idade dos pacientes,
género, fator antinuclear, exames de rotina como proteina C
reativa e fator reumatoide (FR). Os dados foram expressos
por analise descritiva dos dados e em porcentagem. No tes-
te do fator antinuclear o titulo de triagem foi de 40.

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Eti-
ca em Pesquisa da URI (Universidade Regional Integrada
do Alto Uruguai e das Missées), Campus de Santo Angelo,
sob protocolo n° 134-4/PPH/09.

RESULTADOS

Foram estudados os 116 registros dos laudos de exa-
mes de FAN pelo método de imunofluorescéncia indireta
em dois laboratérios de analises clinicas do municipio de
Santo Angelo-RS.

Foi verificado que 89/116 (76,72%) pertenciam ao gé-
nero feminino e 27/116 (23,28%) ao género masculino. A
idade média dos pacientes foi de 42,5 anos (Tabela 1).

A faixa etaria mais prevalente foi a de 40 a 49 anos
com 27/116 (23,3%), seguida de 50 a 59 anos com 24/116
(20,7%), 30 a 39 anos com 18/116 (15,5%), conforme a Fi-
gura 1.

Tabela 1 - Distribuicdo de idade e género dos pacientes que
realizaram exames de FAN (fator antinuclear) através da técnica de
imunofluorescéncia indireta, em laboratérios no municipio de Santo
Angelo/RS.

Pacientes que realizaram
exames de FAN

42,5 (2-88)

Variaveis

Idade média (min-max)

Género
Masculino n (%)
Feminino n (%)

Total n (%)

27 (23,28%)
89 (76,72%)

116 (100%)

30 23.3%
m 20.7%
g 25 0.7%
E 20 15.5%
g 15 10.3%11:2%
310 6.9% 1% .
< 51 26% H 1.7%
o Ll |
0-9 10-19 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 80-89
Idades

Figura 1. Distribuigdo por faixa etaria dos pacientes que realizaram exa-
mes de FAN (fator antinuclear) através da técnica de imunofiuorescéncia
indireta, em laboratérios no municipio de Santo Angelo/RS.

Na analise dos padrdes de imunofluorescéncia indire-
ta, foi observado que 103/116 (88,79%) dos pacientes de-
monstraram resultado nédo reagente e 13/116 (11,21%) re-
sultado reagente (Tabela 2).
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Tabela 2 - Distribuigado do fator antinuclear dos pacientes que
realizam exames através da técnica de imunofluorescéncia indireta
em laboratérios no municipio de Santo Angelo-RS

Resultado laboratorial n(%)

13 (11,21%)
Nao reagente 103 (88,79%)
Total 116 (100%)

Reagente

Os padrdes do tipo nuclear foram os mais presentes
9/13 (69,23%), sendo que a mais evidente foi o nuclear pon-
tilhado fino 6/13 (46,17%). Tabela 3

Em 13/116 exames foram indicados titulos da IFI na
faixa de 40 a 1280, em que titulos de 40 eram ausentes, 4/
13 (30,77%) titulos de 80, 3/13 (23,08%) titulos de 160, 1/
13 (7,69%) titulos de 320, 2/13 (5,38%) titulos de 640 e,
por fim, 3/13 (23,08%) apresentando titulos de 1280 (Ta-
bela 4).

A proteina C reativa nos pacientes que realizam exa-
mes de FAN, por IFI, foi descrita em 39/116 exames, os
titulos variaram de nédo reagente a 96, apresentando néo
reagente 24/39 (61,64%), 3/39 (7,69%) titulos de 6, 3/39
(7,69%) titulos de 12, 5/39 (12,82%) titulos de 24, 2/39
(15,38%) titulos de 48 e, por fim, 2/39 (5,13%) titulos de 96
(Tabela 5).

Tabela 3 - Padrées de imunofluorescéncia indireta nos pacientes
que realizaram exames de FAN (fator antinuclear) através da
técnica de imunofluorescéncia indireta, em laboratérios no municipio
de Santo Angelo-RS

Padrées de imunofluorescéncia n (%)

Nuclear homogéneo 1 (7,69%)
Nuclear pontilhado 1 (7,69%)
Nuclear pontilhado fino 6 (46,17%)
Nuclear pontilhado com pontos isolados 1 (7,69%)
Nucleolar homogéneo 1 (7,69%)
Aparelho mitético 1 (7,69%)
Citoplasmatico pontilhado reticulado 1 (7,69%)
Misto nuclear pontilhado fino denso e pontos isolados 1 (7,69%)
Total 13 (100%)

Tabela 4 - Percentual de titulos da imunofluorescéncia indireta nos
pacientes que realizaram exames de FAN (fator antinuclear) através
da técnica de imunofluorescéncia indireta, em laboratérios no
municipio de Santo Angelo-RS

Titulos n (%)
40 0 (0%)
80 4 (30,77%)
160 3 (23,08%)
320 1 (7,69%)
640 2 (15,38%)
1280 3 (23,08%)
Total 13 (100%)
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Tabela 5 - Percentual de proteina-C-reativa nos pacientes que
realizaram exames de FAN (fator antinuclear) através da técnica de
i[nunofluorescéncia indireta, em laboratérios no municipio de Santo
Angelo-RS

Resultado n (%)

24 (61,54%)

Nao reagente

6 3 (7,69%)
12 3 (7,69%)
24 5 (12,82%)
48 2 (5,13%)
9 2 (5,13%)
Total 39 (100%)

O fator reumatoide dos pacientes que também foram
submetidos aos exames de FAN por IF| foi descrito em 70/
116 exames, onde os titulos estiveram presentes na faixa
de ndo reagente a 96, 65/70 (92,86%) nédo reagente, 1/70
(1,43%) titulos de 24, 3/70 (4,28%) apresentando titulos de
48,1/70 (1,43%) apresentando titulos de 96 (Tabela 6)

Tabela 6 - Percentual de fator reumatdide nos pacientes que
realizaram exames de FAN (fator antinuclear) através da técnica de
imunofluorescéncia indireta, em laboratérios diferentes no municipio
de Santo Angelo-RS

Resultado n (%)
65 (92,86%)

Nao reagente

24 1(1,43%)
48 3 (4,28%)
96 1(1,43%)
Total 70 (100%)
DISCUSSAO

Dos 116 registros dos laudos de exames de FAN em-
pregando-se IFI, a grande maioria foi composta de mulheres
(76,72%), sendo uma proporcéo de 3,3:1. Em estudo reali-
zado por Prado et al.,’® que analisaram o FAN de pacientes
com lapus eritematoso sistémico, encontraram-se 94% de
mulheres. Em diversos estudos foram relatados predominan-
cia do género feminino com grande diferenca e variacéo,
desde 4:1 até 32:1 em relagé@o ao sexo masculino.' Ja nos
estudos de Bezerra et al. e Dutra e Oliveira,'''? foi encontra-
da uma proporgéo entre o sexo feminino e masculino de
16:1 e 20:1, respectivamente. Logo, sugere-se que as do-
engas autoimunes acometem principalmente as mulheres.®

A média da faixa etaria dos exames analisados nos
laboratoérios foi de 42,5 anos de idade, tendo variado de 2
a 88 anos, o que esta de acordo com analise realizada por
Prado et al.,® que obtiveram uma média de 43 anos. Ja
para Lima et al.,("¥ a média da faixa etaria ficou abaixo de
35 anos, com também para Dutra e Oliveira, cuja média
de idade foi de 35,4 anos, tendo uma variagdo de 16 a 60
anos.("?
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Analise dos exames de imunofluorescéncia indireta para pesquisa de anticorpos para antigenos celulares

Quanto a distribui¢éo do fator antinuclear, 103 (88,79%)
dos pacientes apresentaram resultado nao reagente, con-
cordando com o estudo realizado por Gémez et al.,('” no
qual, dos 160 pacientes estudados, 141 (88,1%) eram nao
reagentes. Prado et al., em pacientes lupicos obtiveram 98%
reagentes dos 56 pacientes.® Callado et al. analisaram res-
pectivamente os resultados de pesquisa de anticorpo
antinuclear (ANA) dos pacientes ambulatoriais e internados
no periodo de janeiro de 2002 a dezembro de 2006, em
que foram realizadas 6.753 determinagdes, onde 5.700
(84,4%) foram negativas e 1.053 (15,6%) foram positivas.('®

No entanto, a presenca de autoanticorpos sé tem sig-
nificado clinico quando estdo associados a outras manifes-
tacdes da doenca; logo, o mesmo teste de FAN, sendo po-
sitivo, ndo necessariamente indica um estado patolégico ou
autoimunidade.“'® Os resultados positivos do FAN devem
ser acompanhados pela descricdo do padrdo de fluores-
céncia encontrado. O FAN-HEp2 apresenta grande sensi-
bilidade e baixa especificidade, por essa razdo uma rea-
cdo positiva deve ser valorizada com cautela, fazendo-se
indispensavel observar os demais critérios diagnésticos. No
caso do LES, uma pesquisa negativa pode excluir a hipote-
se diagnoéstica.®

Neste estudo, o padréo nuclear pontilhado fino esteve
presente em 46,17% dentre os padrées de imunofluores-
céncia. Laurino et al. demonstraram em seu trabalho que o
padrdo mais frequente também foi o nuclear pontilhado fino,
presente em 52,3%. O tipo de padréo sugere qual o auto-
anticorpo que esta presente e este autoanticorpo tem asso-
ciacdo bastante especifica com determinadas doencas
autoimunes, por exemplo, o padrao nuclear pontilhado fino
sugere uma predisposi¢édo a sindrome de Sjégren primaria
(SS), LES, lupus neonatal e lipus cutéaneo subagudo. Prado
et al. relataram como padrdes mais frequentes e homogé-
neos 48% e o pontilhado fino com 43%, porém trabalharam
apenas com paciente lipicos.® Dutra e Oliveira, que tam-
bém consideraram apenas pacientes com LES, encontra-
ram o padrao nuclear homogéneo (41%) e pontilhado (50%)
dentre os padrées de imunofluorescéncia.'? Callado et al.
estudaram 260 resultados dos quais o nuclear homogéneo
(24,7%), 401 nuclear pontilhado fino (38,1%), 66 nuclear
pontilhado fino denso (6,3%), 23 centrométrico (2,2%) e 3
pontos isolados (0,2%).(" Queiroz et al. demonstraram em
seu trabalho que estes sdo os principais padrées no diag-
noéstico do LES, e que o tipo de padréo sugere o acometi-
mento de determinados 6rgéos, por exemplo, o padrdo nu-
clear homogéneo sugere uma predisposicdo a nefrite
lapica."Em estudo realizado por Lora et al.("® também foi
observado que um paciente apresentou resultado néao
reagente, ou seja, FAN negativo e classificado como LES
positivo de acordo com os achados clinicos, sendo que tal
situagdo é possivel apesar de a sensibilidade do FAN para
LES ser de 95%-100%.
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No presente estudo, encontrou-se padréo do tipo nu-
clear correspondendo a 69,23% dos resultados positivos.
Nos achados de Callado et al., 89,9% foram a ocorréncia
de padrdes nucleares dos resultados positivos e 10,1% o
restante subdividido em nucleolares, citoplasmaticos, reati-
vidades em aparelho mitético e padrdo misto.(™® Dellavance
e Andrade, em um laboratorio clinico na cidade de Sao Paulo,
das 30.728 amostras encaminhadas para triagem de auto-
anticorpos em ANA-HEp-2, 13.641 (44%) apresentavam
reatividade nuclear. Entre esses 44%, os padrdes mais pre-
valentes foram o pontilhado fino e pontilhado fino denso. Os
titulos observados foram predominantemente baixos para o
padrao nuclear pontilhado fino, contrariamente ao padrao
nuclear pontilhado fino denso, que apresentou maior fre-
guéncia em titulos mais altos e também representou cerca
de 1/3 das amostras com positividade nuclear.(”)

Um segundo ponto a ser considerado é o titulo do
FAN-HEp-2, muito embora seu valor seja relativo.» Em
geral, os pacientes autoimunes tendem a apresentar titu-
los moderados (1/160 e 1/320) e elevados (> 1/640), en-
quanto que os individuos sadios com FAN-HEp-2 positivo
tendem a apresentar baixos titulos (1/80 e 1/40). Entretan-
to, é importante ressaltar que exce¢des de ambos os la-
dos nao sao infrequentes.*'® Os titulos dos autoanticorpos
observados estavam compreendidos entre 1/80 e 1280,
com uma incidéncia maior nas diluicées 1/80 (30,77%),
1/160 (23,08%), e 1/1280 (23,08%), ndo apresentando
titulos em 1/40. Os titulos mais elevados encontrados por
Laurino et al.® foram 80 (27,8%) e 160 (29,4%). Em Dutra
e Oliveira, os titulos dos autoanticorpos observados esta-
vam compreendidos entre 160 e 5120, com uma incidén-
cia maior nas diluigdes 320 (33,3%) e 5120 (26,7%), nao
apresentando titulos em 40 e 80.('? Callado et al. obtive-
ram 234 (22,22%) com titulo 1/80, 205 (19,47%) com titulo
1/160, 237 (22,51%) com titulo de 1/320, 177 (16,81%) com
titulo 1/640 e 145 (13,77%) com > 1/1280.('S Segundo
Gordon,"® titulos altos sdo mais preditivos para doencgas,
que, na pratica clinica, séo significativos titulos superiores
a 1/160. Reacdes falsas positivas podem ocorrer em pe-
queno percentual de populagéo aparentemente sadia, essa
frequéncia é maior entre as mulheres e aumenta com a
idade. Nao existe relacao entre o titulo do FAN e a ativida-
de da doencga.®

A proteina-C-reativa e o fator reumatoide auxiliam nos
diagndsticos de doencas autoimunes.®

CONCLUSAO

A maioria dos pacientes que realizaram o teste IFI-
Hep2 era do sexo feminino, com idade média de 42,5 anos,
88,79% dos exames de IFI-Hep2 foram n&o reagentes, os
padrdes mais encontrados foram os nucleares com 66,23%,
e os titulos de 1/80 e 1/160 foram mais prevalentes.

87



Ribeiro MT, Oliveira TB

Agradecimentos

Ao Luiz Felipe de Carli e a Rosa Terra, farmacéuticos
responsaveis respectivamente pelos laboratérios de anali-
ses clinicas Lab Diagnésticos e Biomédico Terra, agrade-
¢o pela colaboragéo, entendimento, anuéncia e apoio des-
tinado ao desenvolvimento deste trabalho.

Abstract

The aim of this study was to analyze the testing of autoantibodies against
cellular antigens (ANA-HEp-2). For this we performed a retrospective
cross-sectional study, analysis of the tests of ANA (antinuclear factor)
by indirectimmunofluorescence, in two small labs in the years 2008 and
2009. We analyzed records of 116 reports of IFI-HEp-2, of which 76.72%
were female with mean age of 42.5 years. The survey of autoantibody by
IFA (indirect immunofiuorescence) had reagentin 88.79% and nonreactive
reagent 11.21% of patients. The pattern of IFl was the most frequently
speckled nuclear 45.17%. Already the C-reactive protein was described
in 39/116 examinations, and the titers ranged from nonreactive to 96,
with nonreactive 24/39 (61.64%), 5/39 (12.82%) showing evidence 24.
Lastly, the rheumatoid factor test was described in 70/116, where the
titles were also not present in the range of the reagent 96, with nonreactive
65/70(92.86%), 3/70 (4.28%) presenting evidence of 48. The data showed
the profile of patients who underwent the IFI-Hep-2 in that most are
young women with low serum autoantibody positivity.

Keywords
Autoimmune disease; antinuclear factor; indirectimmunofluorescence;
IFI-Hep2
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Métodos de diagndostico molecular e controle terapéutico da

hepatite C

Methods of molecular diagnosis and monitoring therapy of the hepatitis C

Mariana Rigotto Cordeiro’
Rosario Dominguez Crespo Hirata?

Resumo

O virus RNA da hepatite C (HCV-RNA) pode ser detectado por métodos moleculares que séo
usados também para a genotipagem e quantificagdo da carga viral. Foram avaliados os
parametros analiticos, carga viral e a resposta virolégica sustentada (RVS) de métodos
moleculares para detecgéo do HCV-RNA. A preciséo e especificidade analiticas foram simi-
lares entre os métodos de PCR de ponto final (PCR-PF), PCR em tempo real (PCR-TR) e
DNA ramificado (bDNA) (p>0,05). Por outro lado, o PCR em tempo real apresentou maior
sensibilidade e maior faixa de linearidade quando comparado com PCR de ponto final e
bDNA (p<0,05). Os coeficientes de correlagéo da carga viral de HCV nao diferiram, sugerin-
do uma boa correlagéo entre esses métodos. Variagdes na carga viral entre os genétipos de
HCV foram similares para a PCR de ponto final (p=0,790) mas n&o diferiram paraa PCR em
tempo real, que mostrou a menor variagéo para o gendtipo tipo 2 (p<0,05). A RVS para os
gendtipos 2 e 3 (>80%) e 1 e 4 (>40%) foi similar entre os dois métodos de PCR. Concluin-
do, a PCR em tempo real parece ser o método mais adequado para a detecgéo e quantificagéo
do HCV-RNA em amostras clinicas.

Palavras-chave

Hepatite C; HCV-RNA; PCR; bDNA; carga viral; método molecular

INTRODUCAO

Aidentificacdo do RNAVvirus da hepatite C (HCV-RNA)
por teste molecular, em 1989, constituiu um marco na histo-
ria da virologia."? Desde entao, varios métodos moleculares
foram desenvolvidos e aperfeicoados com a finalidade de
garantir melhor desempenho na detecc¢éo, quantificacéo e
genotipagem do HCV-RNA.

Os imunoensaios detectam anticorpos especificos
contra o HCV e séo os testes mais amplamente utilizados
no diagostico laboratorial da hepatite C. Esses ensaios de-
tectam aproximadamente 95% dos casos de hepatite C cro-
nica e 50%-70% das infec¢des agudas.® Segundo a reco-
mendacéao do Centers for Disease Control and Prevention
(CDC), EUA, os individuos com imunoensaio anti-HCV po-
sitivo devem realizar um teste molecular confirmatério para
deteccdo de HCV-RNA, como a reagédo da polimerase em
cadeia (PCR). O teste confirmatério é necessario para ex-
cluir os casos falso-positivos, porém ainda é pouco pratica-
do em paises subdesenvolvidos.®

Os testes diagnosticos para detecgéo do virus HCV
sdo indicados para todos os grupos de risco, por exemplo,

individuos que utilizam drogas injetaveis, pacientes que te-
nham recebido transfusdes antes dos anos 90 ou doentes
renais cronicos que fazem se¢ées de hemodialise.

A principal diferenca entre os imunoensaios e os tes-
tes moleculares é a janela imunolégica; enquanto que a
deteccdo de anti-HCV ocorre entre quatro e dez semanas
ap6s ainfeccdo, o HVC-RNA pode ser detectado em uma a
trés semanas. Assim, pessoas em estagio inicial da infec-
¢éo ou que ndo desenvolvem resposta imune ao HCV po-
dem ser negativas aos imunoensaios de anti-HCV.®

Os principais métodos moleculares atualmente utili-
zados permitem tanto a deteccédo (qualitativo) quanto a
quantificacdo (quantitativo) do HCV-RNA. Os métodos de
amplificagcdo do acido nucleico utilizam a DNA polimerase
termoestavel, como a PCR de ponto finale a PCR em tem-
po real (PCR-TR); a amplificacdo baseada na sequéncia
de acido nucleico, como a Nucleic Acid Specific-Based
Amplification (NASBA); e amplificacédo mediada por trans-
cricdo, como a Transcription Mediated Amplification
(TMA).

O HCV-RNA também pode ser detectado e quanti-
ficado por método de amplificacdo do sinal de hibridizagéo
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como o DNA ramificado (branched DNA ou bDNA). Para a
genotipagem do HCV-RNA tem sido aplicada a tecnologia
de sequenciamento de DNA.5® Um breve resumo dos mé-
todos e testes comerciais disponiveis para a deteccgéo e

quantificacdo de HCV-RNA é apresentado na Tabela 1.
Esses métodos sdo parcialmente ou totalmente
automatizados, inclusive a etapa de extragdo de RNA a par-
tir das amostras biolégicas.

Tabela 1 - Principios de métodos moleculares e testes comerciais disponiveis para deteccéo e genotipagem do HCV

Método Principio Sistema Testes
PCR-PF Amplificacdo do RNA-HCV por reagao em Manual Amplicor HCV v2.0 (Roche)
cadeia pela polimerase, com posterior Semiautomatizado  Cobas Amplicor HCV Monitor v2.0 (Roche)
detecgao do sinal Semiautomatizado  LCx HCV RNA (Abbott)
Semiautomatizado  Versant Genotype LIPA v2.0 (Siemens)
PCR-TR Amplificacdo do RNA-HCV por reagao em Semiautomatizado  Cobas TagMan HCV HPS v2.0 (Roche)
cadeia pela polimerase, com detecc¢édo do Automatizagao total Cobas Ampliprep/ Cobas TagMan (Roche)
sinal simultanea Semiautomatizado  HCV Real Time (Abbott)
Semiautomatizado  LightCycler (Roche)
Semiautomatizado  Versant KPCR Molecular (Siemens)
bDNA Detecgao do RNA-HCV por hibridizagdo com Semiautomatizado  Versant HCV RNA v3.0 (Siemens)

multiplas sondas, incluindo a DNA ramificado
(bDNA) que amplifica o sinal

Amplificacdo do RNA-HCV por transcrigao
in vitro com detecgéo do sinal simultanea

NASBA ou TMA

Genotipagem Analise da sequéncia gendémica viral completa
ou parcial (regides especificas) para

identificacdo dos genétipos e subtipos do virus

Semiautomatizado
Semiautomatizado

Semiautomatizado
Semiautomatizado
Semiautomatizado

NucliSens (Biomerieux)
Versant HCV RNA TMA (Siemens)

Versant HCV Genotyping LIPA v2.0 (Siemens)
Linear Array HCV (Roche)
Real Time HCV Genotyping (Abbott)

Nota: Tabela adaptada dos artigos Majid et al., 2002; Strader et al., 2004. PCR; www.medical.siemens.com; www.roche.com; www.abbott.com. PCR: reagédo
da polimerase em cadeia; PF: Ponto final; TR: Tempo Real; bDNA: DNA ramificado; NASBA: amplificacdo baseada na sequéncia de acido nucleico;

TMA:amplificacdo mediada por transcrigao.

Alta sensibilidade e especificidade geralmente séo
requeridas em testes qualitativos para a deteccdo do
HCV-RNA, enquanto que alta precisédo e exatidao sédo ne-
cessarias nos testes quantitativo de determinacéo da car-
ga viral."® A genotipagem do HCV é util para predizer o es-
quema terapéutico e a duragao do tratamento.(" A maioria
dos testes quantitativos comercializados atualmente utiliza
a unidade internacional (Ul) para medida da carga viral, pa-
dréao de unidade estabelecido pela Organizagcdo Mundial da
Salude (OMS) para melhor comparacgéo dos resultados. A
OMS desenvolve painéis com amostras coletadas em di-
versas regiées do mundo.?

O diagnéstico da hepatite C por métodos moleculares
visa: (1) Detectar o virus ainda na fase aguda da doenca,
quando geralmente os infectados sédo assintomaticos; (2)
Quantificar a carga viral ao inicio do tratamento para pre-
dizer aresposta terapéutica; (3) Monitorar o tratamento pela
quantificacdo da carga viral, para identificar a necessida-
de de descontinuar o tratamento; (4) Determinar a respos-
ta virolégica ao final do tratamento e durante o acompa-
nhamento posterior da resposta; (5) Determinar a respos-
ta virolégica com uso de novos antivirais e (6) Tentar esta-
belecer um unico método diagnéstico para avaliacéo da
hepatite C, independente do genétipo da doenca, e que
seja igualmente eficaz para todos os genoétipos.©

Foi feito um levantamento de artigos publicados so-
bre métodos moleculares para detecgdo do HCV-RNA com
a finalidade de conhecer e fazer uma andlise critica do de-
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sempenho analitico para detec¢éo, quantificacéo da carga
viral e resposta virolégica sustentada.

MATERIAL E METODOS

Coleta de dados

Foi realizado um levantamento de artigos publicados
sobre diagnéstico laboratorial e monitoramento terapéutico
da hepatite C, no periodo de 1999 a 2009 utilizando as ba-
ses de dados PubMed, Web of Science e MEDLINE. Tam-
bém foram consultados sites de informacgdes cientificas so-
bre o tema (WHO, CDC, ClinicalTrials, entre outros). Para
essa finalidade, foram utilizadas algumas das palavras-cha-
ve: "molecular"; "diagnosis/diagnoéstico"; "comparative",
"hepatitis Clhepatite C" ou "HCV"; "therapy/tratamento”;
"peginterferon” ou "pegylated interferon", "PCR", "NASBA",
"bDNA" e "TMA".

Foram incluidos textos completos na versao original
(em inglés ou portugués) com informagdes sobre métodos
moleculares empregados no diagnéstico laboratorial, evo-
lugéo clinica e tratamento farmacolégico; métodos de geno-
tipagem do HCV-RNA; e dados analiticos, como especi-
ficidade, limite de deteccéo, faixa de linearidade, preciséo,
exatiddo, correlagéo, quantificacdo entre genétipos e RVS.

Analise comparativa

Para a andlise comparativa, foram agrupados os
parametros analiticos descritos nos artigos com as mesmas

RBAC. 2019;51(1 supl.1):S89-98



Métodos de diagndstico molecular e controle terapéutico da hepatite C

unidades (ex. Ul/mL, para o limite de detecgéo, ou % para a
precisao). Foram registrados os valores minimo e maximo
de cada método, verificando-se assim as faixas de valores
encontrados. Nas andlises comparativas verificou-se: (1)
desempenho analitico dos métodos moleculares de detec-
céo da hepatite C; (2) genétipos do HCV e carga viral; e (3)
esquemas terapéuticos monitorados por métodos mole-
culares, comparando-se eficiéncia do tratamento aplicado
e taxa de RVS.

Analise estatistica

As variaveis selecionadas foram comparadas utilizan-
do-se o programa Sigma Stat, versdo 2.03 e consideran-
do-se o nivel de significancia p<0,05. Os dados das varia-
veis categéricas foram comparadas por teste qui-quadra-
do. As variaveis quantitativas foram apresentadas como
medianas e valores minimos e maximos. As variaveis quan-
titativas com distribuicdo normal foram comparadas por
teste t ou andlise de variancia (ANOVA) com pos-teste de
Tukey. Para as variaveis sem distribuicdo normal foi utili-
zado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e pds-tes-
te de Dunn.

RESULTADOS

Levantamento de dados

No periodo de 1999 a 2009 foram encontrados 58 ar-
tigos sobre métodos moleculares de detecgdo de HCV-RNA.
Desses artigos, 23 relataram as informacgdes analiticas,
genétipo ou RVS do método PCR de ponto final (PCR-PF)
utilizando-se os kits Cobas Amplicor HCV Monitor 2.0 (Roche
Diagnostics, Pleasanton, USA) e NGI SuperQuant (National
Genetics Institute, Los Angeles, USA). Foram encontrados
18 artigos sobre PCR-TR que relataram os principais kits
usados — Cobas AmpliPrep/Cobas TagMan 48 (Roche) e
Real Time HCV (Abbott Molecular Inc., Abbott Park, IL). Qua-
tro artigos descreveram o teste NASBA com referéncia ao
kit BK-HCV (NucliSens, BioMérieux, Boxtel, Holanda) e dez
artigos relataram o bDNA kit VVersant quantitative v3.0 (Bayer
Diagnostics/Siemens Healthcare Diagnostics, Tarrytown,
USA). Alguns artigos citaram mais do que um método de
deteccdo de HCV-RNA.

Observou-se que a publicacédo de artigos sobre PCR-
PF foi maior (56,2%) no periodo de 2003 a 2006, e sobre
PCR-TR foi maior de 2007 a 2009 (72,2%, p = 0,003). Des-
de as publicagées iniciais do método PCR-PF para detec-
¢éo do HCV-RNA, o foco dos estudos mudou. Entre 1999
e 2006, foram publicados artigos sobre as caracteristicas
analiticas do método e, mais recentemente, é citado em
artigos como método de comparacgdo. O método de bDNA
foi alvo de 36% das publicagdes no periodo de 1999 a
2002. Foram encontrados apenas quatro trabalhos sobre
NASBA e nenhum sobre o desempenho analitico do TMA,
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razao pela qual estes métodos foram excluidos das anali-
ses estatisticas.

Desempenho de métodos moleculares

A sensibilidade analitica ou limite de deteccdo é um
parametro de desempenho que avalia a partir de qual con-
centragdo um analito pode ser detectado.!"? Para verificar o
limite de detecgéo, alguns laboratérios utilizaram o padrao
OMS, que é um painel de amostras desenvolvido e valida-
do pela OMS e que permite a comparacgao do limite entre
diferentes métodos e laboratérios,™ enquanto que outros
validaram os métodos com suas proprias amostras de san-
gue. Nos artigos, foram considerados apenas valores de
limite de deteccéo (Ul/mL) com intervalo de confiancga supe-
rior a 95%, ou seja, deteccédo de 95% de resultados positi-
vos ou negativos, dependendo do teste e usando ou nao
estimativas estatisticas.(¥

Nos artigos estudados, o limite de deteccéo (LD) obti-
do utilizando como amostra o painel da OMS foi menor para
0 PCR-TR, que detecta HCV-RNA a partir de 7 Ul/mL, que
do bDNA (596 Ul/mL) e do PCR-PF (45 Ul/mL) (dados néo
mostrados). Segundo dados dos fabricantes, o LD do bDNA
é de 615 Ul/mL (Bayer/ Siemens, www.medical.siemens.
com), enquanto que a PCR-PF tem LD de 600 Ul/mL e a
PCR-TR (Cobas TagMan, Roche e Abbott Real Time HCV)
tem LD de 8-15 Ul/mL. O menor LD encontrado para o teste
de NASBA foi de 150 Ul/mL (dados néo apresentados). Ao
se analisarem os valores de medianas de LD entre os trés
métodos, observou-se que o valor do PCR-TR (11 Ul/mL) é
menor que o do PCR-PF (460 Ul/mL, p<0,05), mas similar
ao do bDNA (152 Ul/mL, p>0,05) (Tabela 2). O menor valor
de mediana de LD para a PCR-TR demonstra a sua alta
sensibilidade (habilidade em detectar carga viral muito bai-
xa), que é um quesito ideal e desejavel para o monitoramento
terapéutico da hepatite C.("%

A faixa de linearidade corresponde ao intervalo de con-
centracdes para a qual o método é aplicavel sem modifica-
¢cOes e deve ser ampla o suficiente para incluir 95% a 99%
das amostras analisadas sem diluicdo prévia.("? Pelos arti-
gos analisados, os métodos moleculares tém faixa de carga
viral comum de 10" UI/mL a 10° Ul/mL (dados nédo apresenta-
dos). O bDNA apresentou a menor faixa de linearidade (10 a
8 x108 Ul/mL) e o PCR-TR a maior (2 a 4 x10% Ul/mL). Os
artigos que citaram NASBA n&o apresentaram resultados de
testes de linearidade, apenas indicaram valores informa-
dos pelo fabricante.

Os valores de faixa de linearidade descritos nas publi-
cacdes sao superiores aos indicados pelos fabricantes
(PCR-PF: 600 a 5 x10% Ul/mL para o teste Cobas Amplicor/
Roche; PCR-TR: 12 a 1 x 108 Ul/mL para o teste HCV Real
Time/Abbott; e bDNA: 615 a 8 x10° Ul/mL para o teste bDNA
Versant v3.0/Siemens).®'® Entretanto, em alguns artigos ha
relato de que nédo foram estudados valores de linearidade
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Tabela 2 - Comparagéo dos parametros analiticos dos métodos moleculares para detecgdo de HCV-RNA

PCR-PF PCR-TR bDNA
Parametros Analiticos (n=5) (n=10) (n=6) P
Limite de Detecgéo 460 (208 - 575)2 11 (10 - 17)® 152 (150 - 153) 20 <0,05 *
(Ul/mL)
Linearidade (Ul/mL) Lmin 50 (30 - 496) 16 (12 - 32) 568 (265 - 615) 0,076 ***
Lmax 6,1x10° 1,4x107 7,8x10°8 <0,05 *
(1,4x108-1,0X107)=  (1,2x107- 6,9x107)®  (5,4x10° - 8,1x10°)2
Preciséo (%) CV Intra 34+43 1,9+14 41+33 0,228 **
CV Inter 22+1,2 28+3,6 6,7 +6,3 0,340 **
Especificidade (%) 100 (96 - 100) 100 (99 - 100) 97 (95 - 98) 0,120 ***

Nota: n: numero de artigos; CV: coeficiente de variagdo; Lmin: valor de linearidade minima; Lmax: valor de linearidade maxima.

Dados apresentados como mediana e intervalo; somente para o CV sao apresentados valores de média + desvio padrao. Os dados foram
comparados pelo método de ANOVA mais comparagao multipla por Dunn (*); ANOVA (**) e Kruskal-Wallis (ANOVA on ranks)(***). Letras
subscritas diferentes indicam diferenga estatisticamente significativa (p<0,05). n: nimero de artigos; PCR: reagao da polimerase em cadeia;

PF: Ponto final; TR: Tempo Real; bDNA: DNA ramificado.

maxima (Lmax) superiores aos determinados pelos fabri-
cantes.®

Os valores de mediana para o valor de linearidade
minima (Lmin) e valor de linearidade maxima (Lmax) dos
métodos estudados sé@o apresentados na Tabela 2. A medi-
ana do Lmin do PCR-TR foi menor (16 Ul/mL) que a do PCR-
PF(50 Ul/mL) e a do bDNA (568 Ul/mL), porém sem diferen-
¢a estatistica significativa (p=0,076). O valor de mediana
do Lmax do PCR-TR (1,4 x107 Ul/mL) foi significativamente
maior que os dos demais métodos (p<0,05) (Tabela 2). Por
outro lado, o valor de mediana de Lmax do PCR-PF (6,1
x108 Ul/mL) foi similar ao do bDNA (7,8 x10° Ul/mL, p>0,05).

A precisé@o indica a capacidade do método analitico
reproduzir o valor de replicatas de uma amostra no mesmo
ensaio (intraensaio) ou em ensaios diferentes (interensaio).
E estimada pelo coeficiente de variagao (CV) das replicatas
e indica os erros aleatérios do método."? Ao se avaliarem
os dados individuais (ndo mostrados), verificamos que o
bDNA apresentou menores valores de CV intraensaio (0,6%-
9,0%) que o PCR-PF (1,1%-9,8%) e o PCR-TR (0,2%-
46,1%). Por outro lado, os menores valores de CV interen-
saio foram encontrados para o PCR-PF (1,1%-3,4%) em
comparacgéo com o bDNA (2,3%-11,2%) e o PCR-TR (0,1%-
32,9%). Cabe ressaltar que os altos valores de CV intra e
interensaio da PCR-TR foram citados apenas em um arti-
go," que atribuiu esta variabilidade a diferencas de mani-
pulacdo entre operadores durante o processo de preparo
das amostras. Os dados desse trabalho foram excluidos da
analise comparativa dos valores médios de CV intra e
interensaio apresentados na Tabela 2 e que se apresenta-
ram similares entre os trés métodos (CV intra: p>0,228; CV
inter: p=0,340). Dos trabalhos analisados, cinco apresenta-
ram resultados de CV superiores a 5% (para PCR-PF, dos
cinco artigos analisados, um apresentou CV intra e
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interensaio maior que 5%; para PCR-TR, de dez artigos
analisados, um apresentou CVs maiores que 5% e para
bDNA, dois artigos de seis analisados apresentaram CVs
maiores que 5%).

A especificidade representa a capacidade do méto-
do analitico em determinar exclusivamente o analito, sem
reagir com outras substancias (por exemplo, proteinas com
estrutura semelhante ao HCV).("? A especificidade analitica
variou de 87% a 100% (PCR-PF: 94%-100%; PCR-TR:
87%-100%; bDNA: 89%-99%). Essas diferencas podem ser
atribuidas a carga viral das amostras usadas, pois nem to-
dos os autores testaram amostras nas mesmas condigdes
ou com a mesma concentracao de carga viral. Os valores
de mediana obtidos para a especificidade foram excelen-
tes, sendo 100% para as duas modalidades de PCR (PCR-
PF e PCR-TR) e 97% para o bDNA (Tabela 2). Ndo houve
diferenca significativa de valores medianos de especifici-
dade entre os trés métodos (p=0,120), indicando que tém
especificidade similar.

A exatidao é o grau de concordancia entre o valor
mensurado de um analito e o valor verdadeiro ou espera-
do.(? O grau de inexatiddo avalia o erro sistematico do
método, que pode ser medido por teste de recuperacéao,
erro da média, ou comparagdo com um valor de material de
referéncia. Os artigos consultados fornecem valores brutos
de diferencas (desvios) de carga viral entre o método em
teste e o de referéncia, geralmente um padrdao comercial.

O coeficiente de correlagédo é o grau de associacao
entre duas variaveis continuas, é designado porr, e, no
caso do estudo, util para medir a relacédo de resultados de
carga viral entre dois métodos moleculares.!"® Os valores
de coeficiente de correlagdo de Pearson (r) descritos nos
artigos foram analisados. Observou-se que a variabilida-
de de coeficientes de correlagdo é menor entre os méto-
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dos PCR-PF e bDNA (r = 0,85 a 0,97) (dados individuais
ndo mostrados), mais utilizados no inicio da década e que
tém caracteristicas de sensibilidade e especificidade simi-
lares, enquanto que a maior variabilidade de r foi encontra-
da entre os métodos bDNA e PCR-TR (r=0,21 a 0,99), pro-
vavelmente devido a maior sensibilidade e faixa de linea-
ridade do PCR-TR e também ao menor nimero de estudos
realizados com o método de bDNA nos ultimos cinco anos.
O coeficiente de correlacdo de PCR-TR foi estudado para
verificar a relagéo entre diferentes kits (HCV Real Time
Abbott e CAP/CTM Roche), ou processos de extracdo de
RNA (manual e automatizada) das amostras biol6gicas.®
O valor de correlagao encontrado na comparacao dos kits
da Abbott e Roche para detecgédo do genétipo 1 foi baixo
(r=0,36). Os autores atribuiram esse valor a diferencas
de padrdes e calibradores utilizados.

Na Tabela 3 sé@o apresentados os valores de media-
nas de coeficientes de correlagédo e intervalos (25% a 75%)
entre os métodos moleculares. As medianas de r foram su-
periores a 0,918 (PCR-PF vs bDNA) e foram similares en-
tre todos os métodos comparados (p=0,725), mesmo para
diferentes fornecedores de kits para PCR-TR, indicando
excelente correlagéo entre os mesmos.

Tabela 3 - Comparagéao de coeficientes de correlagao entre os
métodos moleculares para detecgao de HCV-RNA

Métodos Mediana (25-75%) n*

PCR-PF x PCR-TR 0,940 (0,832-0,977) 11

PCR-PF x bDNA 0,918 (0,870-0,960) 5

bDNA x PCR-TR 0,924 (0,709-0,990) 7

PCR-TR x PCR-TR 0,985 (0,835-0,992) 5
p=0,725

Nota: n: nimero de artigos. Valores comparados por teste Kruskal-Wallis.
*Alguns artigos citam mais do que um coeficiente de correlagao

Quantificagdo da carga viral

Os artigos que abordaram mais aspectos de tratamen-
to da hepatite C citam valores de carga viral obtida para
cada genétipo e para cada método. Nesses artigos séao for-
necidos valores de diferenga de carga viral, que foi o dado
utilizado neste trabalho para comparar os métodos. Como
a maior parte dos artigos descreveu os métodos PCR-PF e
PCR-TR, optou-se por fazer a analise dos dados com base
nas diferencas encontradas entre estes métodos e o bDNA.
O método NASBA foi excluido destas analises porque den-
tre os artigos que citavam este método nao havia informa-
¢Oes sobre diferenca de carga viral. Os valores de carga
viral encontrados entre PCR-TR e PCR-PF ou bDNA diferi-
ram em aproximadamente 1,00 Ul/mL e as menores dife-
rencas individuais foram encontradas entre PCR-PF e PCR-
TR (dados ndo mostrados).

Na Tabela 4 sdo mostradas as diferencas de carga
viral méximas e minimas encontradas entre o método de
PCR-TR e os demais (PCR-TR, PCR-PF e bDNA) por tes-
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tes/fabricantes distintos, para diferentes genétipos de HCV.
Observa-se que as faixas de diferencas da PCR-TR para
os trés métodos comparados sdo menores do que as ob-
servadas para o PCR-PF em comparacgéo a outros méto-
dos moleculares (variando de 0,10 Ul/mL a 0,50 Ul/mL; da-
dos nédo apresentados). Para as comparacdes entre testes
de PCR-TR, o teste ou fabricante mais citados foram High
Pure System/Cobas TagMan v2.0 (Roche), Cobas
Ampliprep/Cobas TagMan (Roche) e HCV Real Time
(Abbott). Na Tabela 4 observa-se que, mesmo na compara-
cao entre PCR-TR e PCR-TR de diferentes fabricantes, ha
diferenca de concentracdo obtida para os gendtipos (ex.
genétipo 1: de -0,72 a 0,15).

Tabela 4 - Diferengas de carga viral entre PCR em tempo real e outros
métodos moleculares para genotipos de HCV

Genétipo PCR-TR PCR-PF bDNA
(n=6) (n=3) (n=4)
Diferengas Diferencas Diferengas

Minima Maxima Minima Maxima Minima Maxima
1a/b -0,72 0,15 -0,16 0,13 -0,49 0,82

2b -0,18 0,01 0,04 0,21 -0,22 0,77
3a -1,04 0,98 -0,23 1,04 -0,54 0,96
4 -1,91 1,27 0,07 1,51 -0,26 -0,19
5 -1,00 0,02 0,03 1,00 -0,03*

6 -0,14 0,01 0,14* ND

Nota: n: nimero de artigos; ND = ndo detectado; PCR: reagédo da polimerase
em cadeia; TR: Tempor Real; PF: Ponto final; bDNA: DNA ramificado.

* apenas um artigo dentre os analisados forneceu o valor de diferenga de
carga viral

Ao se analisarem os dados de diferencas de carga
viral entre os métodos moleculares foi encontrado nimero
limitado de informacgdes para os gendtipos 5 e 6, razéo
pela qual estes parametros nao foram incluidos na analise
estatistica. Na Tabela 5 sdo apresentados os dados de me-
dianas das diferencas de carga viral e intervalo (25%-75%)
entre a PCR-TR e a PCR-PF e a PCR-TR de outros forne-
cedores/kits. Quando foram comparados os métodos, as
medianas de diferengas de carga viral foram similares entre
a PCR-TR e a PCR-PF ou outros kits/fornecedores de
PCR-TR para os geno6tipos HCV 1, 3 e 4 (Tabela 5). Para
o gendtipo 2, observou-se menor diferenca de carga viral
entre os métodos de PCR-TR (0,03) que com o PCR-PF
(0,32, p<0,05). Esse resultado indica que ha menor varia-
bilidade de carga viral entre os métodos PCR-TR, sobre-
tudo para o genétipo 2. Ao se analisarem os genétipos HCV,
as medianas de diferencgas de carga viral entre PCR-TR e
PCR-PF foram similares entre os portadores de genétipos
1 a 4 (p=0,790) (Tabela 5). Por outro lado, a mediana de
diferenca carga viral foi significativamente menor para o
gendtipo 2 quando foram comparados métodos de PCR-
TR entre diferentes kits/fornecedores (p<0,05), ndo dife-
rindo para os demais genétipos.
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Tabela 5 - Diferengas de carga viral (mediana) entre PCR e outros métodos moleculares para os

genoétipos de HCV

Comparagao entre

PCR-PF PCR-TR N odos
Genétipo 1 0,30 (0,15-0,97) 0,13 (0,12-0,16) * P=0,138
Genétipo 2 0,32 (0,16-1,68) 0,03 (0,03-0,14) ® P<0,050
Genétipo 3 0,92 (0,22-1,72) 0,22 (0,19-0,79) * P=0,134
Genétipo 4 0,57 (0,29-2,59) 0,38 (0,16-1,08) * P=0,278

Comparagao entre gendtipos P=0,790 **

P<0,05 ***

NOTA: letras subscritas diferentes indicam diferenga estatisticamente significativa (p<0,05); *métodos comparados pelo
teste t; **genétipos da PCR-PF comparados pelo teste Kruskal-Wallis (ANOVA on ranks) sem teste de comparagéao

Hhk

multipla porque ndo houve diferenga estatistica;
comparagao multipla por teste de Tukey.

Resposta virolégica sustentada

O Consenso da Sociedade Brasileira de Infectologia
padronizou o esquema terapéutico com interferon alfa-2a
peguilado (IFN-PEG) na dose de 270 pyg/semana para pa-
cientes com peso superior a 85 kg e alta carga viral
(>850.000 Ul/mL) ou 1,5 pg/kg/semana e ribavirina admi-
nistrada na dose maxima (15 mg/kg/dia ou 1 g para paci-
entes com peso <75 kg). Nos artigos, foram encontradas
informacdes sobre o tratamento da hepatite C com IFN-

genétipos da PCR-TR comparados pelo teste Kruskal-Wallis mais

PEG em combinagdo com a ribavirina. Desses trabalhos,
11 quantificaram a carga viral por PCR-PF e quatro por
PCR-TR (Tabela 6).

Segundo dados da literatura, espera-se que o trata-
mento com IFN alfa-2a ou IFN-PEG combinado com
ribavirina resulte em RSV de 80% para os genétipos HCV
2 e 3,40%-50% para o gendtipo 1 e 40% para os genoétipos
4,5 ou 6, com as maiores taxas de RVS alcancadas para
o esquema IFN-PEG e ribavirina, enquanto que a

Tabela 6 - Resposta virolégica sustentada em portadores de gendtipos do HCV detectados por PCR

Método Tratamento Genoétipo RVS (%) Referéncia

PCR-TR IFN-PEG + RBV 1 52,0 Fung et al., 2008 ®
1 12,5* Matsuura et al., 2009 ©°)
1 66,7+ Matsuura et al., 2009 ©0
2 96,0 Weiland et al., 2008 ¢
2 56,0 - 82,0*** Lagging et al., 2008 ¢
3 58,0 - 78,0*** Lagging et al., 2008 ¢
3 95,0 Weiland et al., 2008 ¢V
6 86,0 Fung et al., 2008 ®

PCR-PF IFN-PEG + RBV 1e3 57,0 Broers et al., 2005 ¢
1a4 67,6 - 91,2** Kamal et al., 2006 ¢4
1b 39,0 Arase et al., 2008 @5
1b 60,7 Ferraro et al., 2008 ¢9
1a3 53,0 - 59,0*** Kim et al., 2005 @7
1 13,0 - 40,0*** Zeuzem et al., 2004 ©®
1 32,3-61,5"** Akuta et al., 2009 ©9
1 63,8 Kamal et al., 2006 ¢4
1 56,0 Kwon et al., 2009 “9
1 14,0 Chung et al., 2004 “"
1a3 94,0 Santantonio et al., 2005 “2
2e3 72,0 - 78,0*** Zeuzem et al., 2004 ©®
2e3 100 Kamal et al., 2006 ¢4
2e3 81,0 Kwon et al., 2009 “9
2e3 73,0 Chung et al., 2004 “9
4 13,0 - 56,0*** Zeuzem et al., 2004 ©®
4 92,0 Kamal et al., 2006 ¢4
4 67,9 Derbala et al., 2008 “3

Nota: PCR: reagdo da polimerase em cadeia; PF: Ponto final; TR: Tempo Real; IFN: interferon alfa-2a; PEG: peguilado, RBV:
ribavirina. *HCV Real Time, Abbott. **CAP/CTM, Roche. ***dados apresentados como faixa de valores obtidos para o(s)

genotipo(s) analisados, ndao ha distingdo por tipo de genétipo
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monoterapia com IFN alfa-2a ou IFN-PEG, os valores de
RVS séo de 30%-40% para os genoétipos 2 e 3, 5%-30%
para o genétipo 1 e 60% para os genétipos 4, 5 ou 6, sen-
do que, neste ultimo, a monoterapia com IFN alfa-2a ndo é
eficaz.(1920)

De acordo com Sabato e colaboradores,™® o valor
esperado de RVS para cada genétipo do HCV é de 40%
para os genétipos 1 e 4 e de 80% para os genétipos 2 e 3.
Ao se analisarem os dados de RVS com base nesse crité-
rio, verificamos que, para os gen6tipos 1 e 4, foi atingida a
RVS esperada em 67% (12/18) dos estudos (Tabela 7),
enquanto que, para os geno6tipos 2 e 3, 50% (6/12) dos es-
tudos tiveram RSV atingida. Esses resultados foram inde-
pendentes do método de PCR utilizado para quantificacao
da carga viral utilizada na estimativa da RSV (teste Exato
de Fischer, p=1,000).

Tabela 7 - Valores de resposta viral sustentada de acordo com os
genotipos de HCV

Método RVS genétipos 1 e 4* RVS genétipos 2 e 3*
<40% >40% <80% >80%
(n=6) (n=12) (n=6) (n=6)
PCR-TR 5% 11 % 17 % 17 %
PCR-PF 28 % 56 % 33 % 33 %
Total 33 % 67 % 50 % 50 %

Nota: n: nimero de artigos. PCR: reagao da polimerase em cadeia;
PF: Ponto final; TR: Tempo Real;RVS: resposta viroldgica sustentada. Analise
estatistica: Teste Exato de Fischer (P = 1,000). (*) Sabato et al., 2007.

DISCUSSAO

A deteccdo e quantificacdo do RNA do HCV é o
parametro chave para o monitoramento da hepatite C agu-
da e cronica. Diferentes métodos tém sido desenvolvidos
para se fazer esta mensuracgéo, e devem possuir alta sensi-
bilidade, especificidade e amplo range de detecgdo.” '™ A
alta sensibilidade é um quesito relevante para detectar bai-
xos niumeros de copias de HCV-RNA no monitoramento da
terapia antiviral, contribuindo na predicdo da resposta
virolégica sustentada ou falha do tratamento.("> Nestes que-
sitos, a PCR-TR tem sido a tecnologia mais indicada e de
escolha por apresentar o menor limite de detec¢éo e a mai-
or faixa de linearidade para quantificagcdo de carga viral.”)
Apesar do bom desempenho analitico da PCR-TR, neste
método apenas o teste CAP/CTM, da Roche, foi aprovado
pelo Food and Drug Administration (FDA, EUA), para
deteccgédo e quantificacdo do HCV-RNA.?"

As tecnologias mais recentes, como PCR-TR, s&o
confidveis por apresentarem sensibilidade e especificidade
clinica acima de 95%, permitindo a detecgéo do virus mes-
mo quando a viremia é flutuante, o que no passado era clas-
sificado como relapsos, pois o virus nédo era detectado.®
Segundo o National Institutes of Health dos EUA? e o FDA
dos EUA, a sensibilidade analitica dos testes deve ser de
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50 Ul/mL e 50 a 100 Ul/mL, respectivamente, para deteccao
de mais de 95% dos casos."® Ainda segundo Sabato e
colaboradores,"™um método com sensibilidade adequa-
da deve detectar nimeros de copias inferiores a 50 Ul/mL,
como foi o do PCR-TR (CAP/CTM, Roche) encontrado nes-
te estudo (11,2 Ul/mL).

O método de PCR-PF mais utilizado, de acordo com
as citagdes dos artigos estudados, é o Cobas Amplicor
HCV Monitor v2.0 (Roche). Porém, como citado anterior-
mente, seu limite de deteccédo estipulado pelo fabricante
(600 Ul/mL) e observado neste trabalho (média 460 Ul/mL)
esta inadequada para o monitoramento terapéutico por es-
tar acima do valor ideal de 50 UI/mL-100 Ul/mL. Por outro
lado, embora o LD do bDNA tenha sido similar ao da PCR-
TR, a mediana de LD encontrada neste estudo (151,5 Ul/mL)
esta muito acima do limite de detecgéo "ideal". O valor de
LD do bDNA estipulado pelo fabricante (615 Ul/mL) (Versant
HCV RNA, versao 3.0) também esta inadequado para o
monitoramento terapéutico. Alguns autores relataram que néo
realizaram os testes de limite de detecgcé@o para o bDNA,
devido ao alto valor ja esperado.®)

O limite de deteccdo é um quesito mais importante
em testes qualitativos (sensibilidade para a detec¢ao do vi-
rus), enquanto que a faixa de linearidade é mais importante
para os testes quantitativos (por exemplo, monitoramento
da carga viral). Majid e Gretch® citaram que os métodos
bDNA (Siemens), PCR-PF (Roche) e PCR-TR (Roche) sédo
mais usados em testes quantitativos. Embora o método
NASBA néo tenha sido incluido na analise estatistica devi-
do ao baixo nimero de trabalhos encontrados, no periodo
estudado, a sensibilidade analitica relatada (150 Ul/mL-
153 Ul/mL) parece boa comparada aos resultados encon-
trados para o método bDNA (596 UI/mL-1000 Ul/mL), em-
bora nao tenha sido possivel comparar esses dados por
testes estatisticos.

A ampla faixa de linearidade para a PCR-TR (16 a
1x107 Ul/mL) é também um parametro desejavel na detec-
¢ao e quantificacdo do HCV-RNA® por permitir a detec-
céo de baixos valores de carga viral ao final do tratamento
ou na doenca aguda, e por ndo requerer diluicdo de amos-
tras e reanalises para altas cargas virais devido ao maior
limite maximo de quantificagdo em comparagdo com os
outros métodos moleculares.(™®

A PCR-PF e o bDNA apresentaram faixa de lineari-
dade similar e limite maximo menor que a da PCR-TR, na
ordem de dez vezes. Vale lembrar que todos os testes
comercializados séo calibrados frente ao padrdao OMS, e
que ha geracgdes diferentes desses padrdes, o que pode
interferir nos resultados dependendo de quando foram pa-
dronizados para a comercializagé@o.® As primeiras versées
dos testes comerciais, como o bDNA (Siemens) e PCR-PF
(Roche) apresentavam unidades de carga viral diferentes
gue néo permitiam a comparabilidade dos resultados. Acom-
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paracdo somente foi possivel apos a introdugéo da padro-
nizacao de unidades pela OMS em Ul/mL.25

Em relagéo ao valor maximo de linearidade, outra des-
vantagem da PCR-PF é que amostras com valores superi-
ores a 8 x 108 UI/mL (informacao fabricante) e 6 x 106 UlI/mL
(valor encontrado neste estudo) precisam ser diluidas e
reanalisadas.(™ Esses procedimentos podem ser evitados
pelo uso do PCR-TR, que tem limite maximo de linearidade
até 6,9 x 107 Ul/mL, como observado neste estudo. Assim, a
PCR-TR combina tanto alta especificidade analitica quanto
ampla faixa de deteccéao.

O coeficiente de variagdo nao diferiu entre os méto-
dos estudados, o que indica que apresentam boa reprodu-
tibilidade. Porém, cinco trabalhos analisados neste estudo
relataram CV superiores a 5% para PCR-PF,?” PCR-TR (1317
e bDNA.*?® Segundo a Resolugdo n° 899 da Anvisa,® o
valor maximo de CV aceitavel deve ser definido de acordo
com o método empregado, a concentragéo do analito na
amostra, o tipo de matriz e a finalidade do método, néo se
admitindo valores superiores a 5%.

Os valores de CV maiores observados em alguns ar-
tigos podem ser devido a influéncia de varios fatores, como:
numero de repeticdes, genétipo do HCV, tipo de equipa-
mento, tipo de amostra (soro ou plasma), entre outros('7-2%)
e por isso foram excluidos da analise estatistica.

Algumas desvantagens observadas na primeira ge-
racao de testes PCR como extracdo manual de amostras
e consequente contaminacgao (abertura manual dos fras-
cos), subestimacéao de certos genétipos, falta de padroni-
zacao em Ul/mL e outras foram resolvidas na segunda ge-
racdo dos testes.®

A mediana da especificidade de todos os métodos foi
alta (97% a 100%) e similar entre os métodos. Foi sugerido
que a especificidade ndo atinge 100% nos testes molecu-
lares para o HCV-RNA devido a baixos valores de carga
viral (abaixo do LD preconizado) que podem néao ser detec-
tados por PCR-PF ou bDNA, mas s&o positivos por PCR-
TR, que tem menor LD.® Beld e colaboradores?® também
citaram que amostras com baixa carga viral podem interfe-
rir na andlise da especificidade quando estdo abaixo do LD
preconizado.

A especificidade pode ainda variar entre genétipos,
sendo maior para o gendtipo 4 em relacdo aos demais
genétipos.© Por outro lado, foi relatado que para testes de
PCR-TR de diferentes fabricantes (Abbott, Roche) e que
utilizam volumes diferentes de amostra podem apresentar
a mesma especificidade.(™

O parametro exatidao nao foi avaliado neste estudo
porque, nos artigos avaliados, os autores descreveram da-
dos de diferenca de carga viral absoluta entre métodos uti-
lizando amostras ou painéis comerciais, ndo sendo utiliza-
do um valor de referéncia ou "valor esperado”. Alguns au-
tores encontraram diferencas significativas de carga viral
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entre alguns métodos. Sarrazini e colaboradores” de-
monstraram que a mensuracao pelo CAP/CTM, Roche
(PCR-TR) é 0,4 log10 Ul/mL abaixo do painel comercial
AcroMetrix®. Para Vermeheren e colaboradores,® amos-
tras de HCV-RNA de todos os genétipos apresentaram
diferengas minimas (0,3 log10 Ul/mL) por PCR-TR e bDNA,
sem diferenca significativa. Pittaluga e cols/® analisaram
amostras de pacientes em terapia antiviral e verificaram
resultados similares entre PCR-RT e bDNA para amostras
com carga viral média (4 a 6 log10 Ul/mL), enquanto que,
para valores de carga viral inferiores ou superiores, a PCR-
TR apresentou melhores resultados (em relagéo ao valor
esperado).

Pela analise dos dados de coeficiente de correlagédo
da carga viral, verificou-se alta correlagédo entre os métodos
moleculares, com excecdo do estudo de Vermeheren e
cols,® que citaram valor de r de 0,2 entre bDNA e PCR-TR,
e o autor comenta que pode estar associado a uma
superestimacgéao de valores do teste CAP/CTM (PCR-TR) e
ao baixo nimero de amostras.

As diferencas de carga viral entre a PCR-PF e PCR-
TR nao séo influenciadas pelo genoétipo do HCV, provavel-
mente pela menor faixa de linearidade que a PCR-PF pode
apresentar, ja que o CV observado nos estudos é similar
entre os dois métodos. Como esperado, as diferencas de
carga viral entre diferentes kits/fabricantes de PCR-TR fo-
ram similares para os genotipos 1, 3 e 4 e significativamen-
te menores para o genétipo 2. Esses resultados séo suges-
tivos que a comparabilidade de resultados de carga viral é
maior para o gendtipo 2, enquanto que para os demais
gendtipos ndo ha diferencas significativas de carga viral
entre os dois métodos de PCR.

Alguns autores citam que os métodos PCR subesti-
mam os valores de carga viral para os genétipos 2, 3 e 4,
fornecendo valores ndo confiaveis, e sugerem que mais es-
tudos utilizando amostras com estes genétipos sejam reali-
zados.®1517.25 Atualmente, os testes comerciais de PCR-TR
(HPS/CTM, Roche) ja possuem uma versao 2, apropriada
para mensuragao dos genoétipos 2 e 3, somando-se ao 1 e
6 da primeira versao.("

Neste estudo nao se observaram diferencas de da-
dos sobre RVS para os diferentes genoétipos entre os dois
métodos de PCR analisados (PCR-PF e PCR-TR). Esses
resultados sédo sugestivos de que néo ha influéncia na RVS
observada mensurada por PCR-PF ou PCR-TR, o que é
desejavel considerando a importancia desses métodos no
monitoramento terapéutico e possivelmente na predicao
da resposta farmacologica.

Dentre os trabalhos analisados neste estudo, nenhum
comparou o desempenho analitico dos testes moleculares
para mensurar a RVS. Portanto, mais estudos sdo neces-
sarios para se avaliar esta variavel importante no monitora-
mento da terapia farmacologica da hepatite C.
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CONCLUSOES

Com base nos resultados deste estudo, conclui-se
que a PCR-TR é um método sensivel e preciso e apre-
senta a maior faixa de quantificacdo para o HCV-RNA,
em pacientes infectados com genoétipos de 1 a 6 do vi-
rus. Portanto, este método parece ser o mais indicado
para a deteccédo e quantificagcdo do HCV-RNA e para o
monitoramento da carga viral durante a farmacoterapia.
Neste estudo, pela primeira vez foi avaliada a influéncia
do tipo de teste molecular, considerando suas caracteris-
ticas analiticas e a resposta virolégica sustentada, entre-
tanto, mais estudos sé@o necessarios para avaliar a rele-
vancia destes achados

Abstract

Hepatitis C virus RNA (HCV-RNA) is detected by molecular methods
that are also useful for genotyping and viral load measurements. We
have evaluated the analytical parameters, and viral load and sustained
viral response (SVR) data of HCV-RNA molecular methods. Analytical
precision and specificity were similar among the end-point PCR, real-
time PCR and branched DNA (bDNA) (p>0.05). On the other hand, real-
time PCR showed higher sensibility and linear range compared with end-
point PCR and bDNA (p<0.05). The correlation coefficients of the HCV
viral load did not differ, suggesting a good correlation among these
methods. Variations in viral load among HCV genotypes were similar for
end-point PCR (p=0.790) but different for real-time PCR that showed the
lowest variation value for genotype 2 (p<0.05). SVR for genotypes 2 and
3(>80%) and 1 and 4 (>40%) was similar between the two PCR methods.
In conclusion, real-time PCR seems to be more suitable for detection
and quantification of HCV-RNA in clinical samples.

Keywords
Hepatitis C; HCV-RNA; PCR; bDNA; viral load; genotype, molecular
method
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INTRODUCAO

Resumo

O consumo excessivo de etanol € uma das principais causas de doengas hepaticas em
todo 0 mundo e tornou-se um problema social. O objetivo do presente trabalho foi caracte-
rizar o perfil cinético da peroxidacéo lipidica e das enzimas marcadoras de danos hepati-
cos em camundongos submetidos a estresse alcodlico. Foram utilizados cinquenta ca-
mundongos Swiss machos, correspondendo a cinco grupos (n=10/grupo), pesando entre
27-30 g. Para avaliar as alteragdes hepaticas foram realizadas as dosagens da atividade
sérica das enzimas alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST),
lactato desidrogenase (LDH) e o conteudo de malondialdeido (MDA) em figados de
camundogos. A cinética da peroxidacéo lipidica mostrou um aumento significativo dos
valores de MDA nos animais submetidos ao estresse alcoélico, ja na primeira hora, atin-
gindo um pico maximo na terceira hora (p<0,05). O perfil cinético das enzimas ALT, AST e
LDH revelou que as atividades mais elevadas foram alcangadas seis horas apds ingestéo
da dose aguda de etanol. O aumento da peroxidagéo lipidica, apés administragcéo aguda
do etanol, caracterizou o inicio do dano hepatocelular, seguido do aumento dos marcadores
de hepatoxicidade no soro. Esses dados fornecem uma base cientifica para os estudos
de doencas induzidas ou agravadas pelo alcool, pois contribuem na analise correta dos
resultados de exames

Palavras-chave
Etanol; hepatotoxicidade; peroxidacgao lipidica; aminotransferases

gos.®'9 O figado é particularmente susceptivel aos danos
provocados pelo etanol, pois é o principal local de meta-

O estresse oxidativo resulta do desequilibrio entre as
espécies reativas de oxigénio (EROs) e os antioxidantes,
com predominio das EROs!" e tem sido sugerido como cau-
sa do envelhecimento e de varias doengas humanas.?% As
EROs séo produzidas naturalmente em nosso organismo
através de processos metabolicos oxidativos e também por
fontes exd6genas.®

O metabolismo do etanol é responsavel pela produ-
céo elevada de EROS com um consequente aumento do
estresse oxidativo, sendo responsavel pela peroxidacao
lipidica e injurias no figado.®" Estudos mostraram que do-
ses agudas de etanol foram capazes de elevar os niveis de
MDA no plasma, figado e cérebro de ratos e de camundon-

bolizagado desta substancia no organismo.® O etanol, por
ser uma molécula pequena e solivel nos meios aquoso e
lipidico, pode atingir todos os tecidos do organismo e indu-
zir peroxidacgao lipidica devido a maior producéo de espé-
cies reativas de oxigénio e/ou diminuicdo dos niveis dos
antioxidantes endégenos.('"'2)

As doencas hepaticas sdo consideradas um dos mai-
ores problemas de satlide, pois alteram o metabolismo do
organismo, uma vez que o figado apresenta diversas fun-
¢Oes, dentre essas a detoxicacdo e deposicéo de substan-
cias endogenas e exdgenas.!' As enzimas alanina amino-
transferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) e lactato
desidrogenase (LDH) apresentam aumento de suas ativi-
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dades no soro em situagdes de toxicidade e lesdes no figa-
do, sendo consideradas como biomarcadores de hepato-
xicidade,®bem como a peroxidacéo lipidica.™

Diante da importancia do estresse oxidativo na indu-
¢éo e/ou agravamento de varias doencas cronicas, o pre-
sente trabalho teve como objetivo caracterizar o perfil cinético
das enzimas ALT, AST e LDH e da peroxidacao lipidica em
camundongos submetidos a estresse alcodlico.

MATERIAL E METODOS

Animais e dietas

Foram utilizados cinquenta camundongos Swiss ma-
chos, com nove semanas, pesando entre 27g-30 g, prove-
nientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ce-
ara. O protocolo experimental desenvolvido no presente tra-
balho foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica
em Pesquisa Animal da Universidade Federal de Ceara
(CEPA-UFC), oficio numero 45/08. Os animais foram man-
tidos sob regime alimentar conveniente e agua ad libitum e
divididos em cinco grupos (n=10/grupo):

* Controle: animais que receberam, por via intra-
gastrica (i.g.), agua (100 pL) e, ap6s uma hora, o sangue e
o figado foram coletados para analises posteriores.

* Etanol 1 h: Animais que receberam, por viai.g., dose
aguda de etanol (5 g/Kg de peso) e, ap6s uma hora, o san-
gue e o figado foram coletados para analises posteriores.

* Etanol 3 h: Animais que receberam, por viai.g., dose
aguda de etanol (5 g/Kg de peso) e, ap6s trés horas, o san-
gue e o figado foram coletados para analises posteriores.

* Etanol 6 h: Animais que receberam, porviai.g., dose
aguda de etanol (5 g/Kg de peso) e, ap6s seis horas, o san-
gue e o figado foram coletados para analises posteriores.

* Etanol 9 h: Animais que receberam, porviai.g., dose
aguda de etanol (5 g/Kg de peso) e ap6s nove horas, o san-
gue e o figado foram coletados para analises posteriores.

Antes de cada experimento os animais foram manti-
dos em jejum por dezoito horas recebendo agua a vontade.

Marcadores enzimaticos séricos de

hepatotoxicidade

Foram medidas as atividades das enzimas AST, ALT
e LDH. As amostras de sangue foram coletadas por puncéo
no plexo retro-orbital dos camundongos com pipetas Pasteur
antes de se iniciarem os tratamentos, uma, trés, seis e nove
horas apés dose aguda de etanol. Apos a retragéo do coa-
gulo, as amostras foram centrifugadas a 5.000 g, por dez
minutos, para obtencgéo do soro.

As atividades séricas das referidas enzimas foram
determinadas pelo método cinético enzimatico, em equipa-
mento de automacéo (BT 3000 Plus), utilizando-se kits co-
merciais (Wiener Lab®, Rosario, Argentina). Os resultados
foram expressos em unidades internacionais (U/L).
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Peroxidacao lipidica

Apos as coletas das amostras de sangue, os animais
foram eutanasiados por deslocamento cervical e os figados
foram removidos para posterior analise da peroxidagéo
lipidica, determinada segundo o método descrito por
Ohkawa et al."™® Esse método avalia o estresse oxidativo
pela medida do malondialdeido (MDA), que é o ultimo pro-
duto da quebra dos lipidios causada pelo estresse oxidativo.

A peroxidacgéo lipidica foi avaliada espectrofotome-
tricamente (532 nm) através da producédo de MDA. A con-
centracdo de espécies reativas do acido tiobarbiturico
(TBARS) nos homogenatos foi expressa em nmol de MDA
por g de figado.

Analise estatistica

Os resultados das dosagens séricas das enzimas ALT,
AST e LDH e de MDA nos hepatécitos foram expressos
como média e erro padrao e analisados por ANOVA segui-
do do teste Tukey (p<0,05).

RESULTADOS

Os resultados da cinética de peroxidacao lipidica dos
hepatécitos de camundongos machos, analisados em dife-
rentes tempos, estédo representados na Figura 1. Observou-
se que o etanol induziu aumento na peroxidacao lipidica va-
riavel em fungéo do tempo. Houve um aumento significativo
dos valores de MDA quando comparados com os animais
que nao receberam etanol, ja na primeira hora, atingindo
um pico maximo na terceira hora (p<0,05), em de torno de
166%. Observou-se diminuicdo desses valores a partir de
seis horas.

Adose aguda de etanol elevou a atividade da ALT, AST
e LDH de maneira tempo-dependente como mostrado nas

uc
b mb mb
.a I I
Figura 1. Cinética da lipoperoxidagdo em hepatécitos de camundongos
tratados ou ndo com dose aguda de etanol (59/Kg). A formagéo de
malondialdeido (MDA) foi determinada em homogenatos de figados no
grupo controle (semingestao de etanol) e uma, trés, seis e nove horas
apos ingestéo aguda de etanol. Letras diferentes diferem significativa-

mente entre si (p<0,05). Os dados sdo expressos como média + EP
(erro padrdo da média).

MDA ( nmol/ g -1 tecido)
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Figuras 2, 3 e 4. Para a atividade de ALT, os resultados mos-
traram que somente seis horas apés a administracédo do
etanol houve alteragéo na atividade sérica da enzima, quan-
do comparado com o grupo que nao recebeu etanol, com
aumento de 98,3% (p<0,05) (Figura 2). Como pode ser ob-
servado na Figura 3, um perfil semelhante foi encontrado
para AST. Somente ap6s seis horas da administragdo do
etanol, evidenciou-se aumento significativo na atividade da
AST dos animais tratados com dose aguda de etanol, com
elevacao de 58,5% (p< 0,05). O aumento da atividade da
LDH foi verificado na terceira hora, entretanto, a elevacao
maxima, em torno de 179,6%, ocorreu seis horas apoés a
ingestao da dose aguda de etanol (p < 0,05). O perfil cinético
dessas enzimas revelou que os valores mais elevados das
atividades enzimaticas foram alcancados apo6s seis horas
da ingestao do alcool.

b
L]
L]
a
H 3

Figura 2: Cinética da atividade da ALT em soro de camundongos trata-
dos ou ndo com dose aguda de etanol (59/Kg). Niveis séricos da enzima
alanina aminotransferase (ALT) no grupo controle e uma, trés, seis e
nove horas apds ingestdo aguda de etanol. Letras diferentes diferem
significativamente entre si (p<0,05). Os dados sdo expressos como
média + EP.

mb
® ab
ab W ab
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Figura 3: Cinética da atividade da AST em soro de camundongos trata-
dos ou ndo com dose aguda de etanol (59/Kg). Niveis séricos da enzima
aspartato aminotransferase (AST) no grupo controle e uma, trés, seis e
nove horas apds ingestdo aguda de etanol. Letras diferentes diferem
significativamente entre si (p<0,05). Os dados sdo expressos como
média + EP.

ALT (U/L)

AST (UIL)
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Figura 4. Cinética da atividade da LDH em soro de camundongos tra-
tados ou ndo com dose aguda de etanol (59/Kg). Niveis séricos da
enzima lactato desidrogenase (LDH) no grupo controle e uma, trés,
seis e nove horas apds ingestdo aguda de etanol. Letras diferentes
diferem significativamente entre si (p<0,05). Os dados séo expressos
como média + EP.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Embora a patogénese causada pela ingestao exces-
siva de etanol ndo seja totalmente conhecida, muitos dos
efeitos téxicos no figado tém sido atribuidos ao estresse
oxidativo.("® LesGes causadas por radicais livres tém sido
associadas com a patogénese e a progressao das doen-
cas hepaticas causadas pela ingestao do alcool.(™”

Neste experimento, a cinética de peroxidacgéo lipidica
revelou as maiores quantidades de MDA nas primeiras ho-
ras apos ingestédo do etanol. Aproducao de MDA é um dos
produtos da peroxidacgéo lipidica e tem sido considerada
como marcador de estresse oxidativo.(' Em relagdo as ati-
vidades das enzimas séricas ALT, AST e LDH, nossos re-
sultados demonstraram que camundongos submetidos a
estresse alcodlico agudo apresentaram um perfil cinético
semelhante para esses biomarcadores com as maiores ati-
vidades registradas apo6s seis horas de ingestao do etanol.
Nossos dados corroboram com outros autores que mostra-
ram que a ingestéo aguda de etanol causa alteragdes nas
atividades das enzimas LDH, AST e ALT("*'71® e reforcam
que a peroxidacgéo lipidica € um dos mecanismos de dano
tecidual provocado pelo alcool. Nossos resultados mostra-
ram um perfil cinético das enzimas LDH, AST e ALT em ca-
mundongos diferente do relatado por Branco et al.,("® que
revelam valores superiores aos encontrados em nosso tra-
balho. Por outro lado, nossos resultados concordam com
os apresentados por Pereira et al."® para a atividade da
AST. Ademais, as atividades das enzimas AST e ALT en-
contram-se dentro do intervalo de referéncia citado na lite-
ratura.®®

Convém salientar que, embora cada espécie animal
possua seus préprios mecanismos de controle no tocante
aos parametros fisiologicos, é necessario que as condi-
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¢des ambientais bem como as caracteristicas vigentes da-
quele grupo de animais, objeto de estudo, sejam conside-
radas, uma vez que variagées podem acontecer decorren-
tes desses fatores.? A divergéncia nos valores das ativida-
des enzimaticas deve retratar as peculiaridades dos gru-
pos de animais em resposta as condi¢des a que foram sub-
metidos. Dai a importéncia fundamental do estabelecimen-
to do grupo controle para avaliagcdo de parametros fisiol6gi-
cos que nao dependem apenas do patrimonio genético dos
animais, mas também das condi¢gdes ambientais que indu-
zem alteracdes desses parametros devido a autorregulacédo
da engrenagem metabdlica.

Portanto, nas nossas condicdes, o tempo ideal para
analise das enzimas marcadoras de danos hepaticos é de
seis horas apoés a ingestdo do alcool e, para a lipoperoxi-
dacéo, ap6s uma hora. O aumento da peroxidacéo lipidica,
ap6s administragéo aguda do etanol, caracteriza o inicio do
dano hepatocelular, seguido do aumento dos marcadores
de hepatoxicidade no soro. Sugere-se que esses dados se-
jam utilizados como parametros para os estudos de doen-
¢as induzidas ou agravadas pelo alcool, pois contribuem na
andlise correta dos resultados de exames.
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Abstract

Alcohol abuse is one of the main causes of liver disease worldwide and
has become a social problem. The aim of this study was to characterize
the kinetic profile of lipid peroxidation and enzymatic markers of liver
damage in mice subjected to alcoholic stress. Male Swiss mice (n=10
mice/group), weighing 27-30 g, were used. The parameters of the serum
activity of enzymes alanine aminotransferase (ALT), aspartate
aminotransferase (AST), lactate dehydrogenase (LDH) and
malondialdehyde (MDA) content in liver of mice were determined to
address the alterations of liver damage. The kinetics of lipid peroxidation
showed a significant increase in MDA values in animals subjected to
alcoholic stress, within the first hour, reaching a peak in the third hour (p
<0.05). The kinetic profile of the enzymes ALT, AST and LDH showed
that higher activities were reached six hours afteringestion of the acute
dose of ethanol. Increased lipid peroxidation after acute administration
of ethanol, characterized the beginning of hepatocellular injury, followed
by the increase in serum markers of hepatotoxicity. These data provides
a scientific basis for studies of diseases induced or aggravated by
alcohol, which contribute to the correct analysis of test results.

Keywords
Ethanol; hepatotoxicity; lipid peroxidation; aminotransferases
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Resumo

Os teratomas sédo neoplasias de células pluripotentes com caracteristicas embrionarias
observados pela presenca de tecidos oriundos das trés camadas germinativas e por suas
classificagdes em cistico maduro, imaturo e de componentes malignos. O objetivo do estu-

do foi avaliar o padréo histopatolégico dos teratomas diagnosticados no Hospital Universita-
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rio da Universidade Federal de Alagoas no periodo de 2000 a 2007. Tratou-se de uma analise
de 25 prontuarios de pacientes com laudos histopatolégicos de teratomas cisticos benignos

variando em suas localizagées. Constatou-se uma frequéncia superior a 90% de tecidos
maduros, ressaltando que os mesmos sdo formados por tecidos diferentes.
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INTRODUCAO

Os teratomas s@o neoplasias originadas de células
pluripotentes com caracteristicas embrionarias que afetam,
na maioria dos casos, individuos na idade adulta. A maligni-
dade dos teratomas é baixa em crianga menor que 4 me-
ses de vida, porém, o risco de malignidade aumenta até
dez vezes em criangas maiores que 5 anos.("

Histopatologicamente, essas neoplasias sdo assina-
ladas pela presenca de tecidos oriundos das trés camadas
germinativas. As trés camadas germinativas, também cha-
madas embrionarias, podem conter varios tipos de tecidos,
os quais sao tecidos epiteliais, musculares, cartilagens e
até dentes. Sdo denominados de teratomas benignos quan-
do apresenta um crescimento lento e assintomatico por um
longo periodo e com minimo de sintomas, por isso geral-
mente passam despercebidos pelos pacientes e pelos pro-
prios médicos.?

De acordo com a literatura, os teratomas sao classifi-
cados em teratoma cistico maduro, teratoma imaturo e

teratoma com componentes malignos. Os teratomas cistico
maduro s&o os tipos mais comuns de tumores de células
germinativas, delimitados por uma parede fibrosa que ade-
re as estruturas ao redor e pode tornar-se calcificada.®

Os teratomas ovarianos sao os mais frequentes e ge-
ralmente estdo compostos de tecidos maduros e derivados
dos folhetos embrionarios. Atransformagéo maligna é infre-
quente. Porém, apesar de sua natureza benigna, complica-
¢bes importantes foram relatadas em associagdo com es-
tas lesdes incluindo: tor¢des, perfuragdes, peritonites, rup-
tura cistica e invasédo dos seus componentes para a bexiga,
reto ou vagina. Ainda foi possivel encontrar associacédo de
teratomas com casos de anemia hemolitica.*®

O mais importante, entretanto, esta na possibilidade de
transformacéo maligna que ocorre em alguns casos. A mai-
oria dos trabalhos relata uma taxa de transformacéo malig-
na de 1%-2%, mas alguns podem chegar até 4%, e ocor-
rem com maior frequéncia em mulheres menopausadas.®

A coexisténcia de dois tumores adjacentes, distintos
histologicamente, em um mesmo érgédo é denominada, por
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alguns autores, como tumores de colisédo, onde ocorrem
raros relatos da coexisténcia de tumores mucinosos com o
teratoma maduro de ovario. A neoplasia maligna que mais
se associa ao teratoma maduro é o carcinoma epidermoide,
que representa cerca de 80% dos casos. No entanto, po-
dem ocorrer adenocarcinoma, sarcoma, carcinoma indife-
renciado, entre outros.®

Sabe-se que pacientes com teratoma benigno apre-
sentam, em seu diagnoéstico, marcadores tumorais negati-
vos, porém, o tratamento se da primeiramente por cirurgia
e, em alguns casos, pela quimioterapia, sendo que a
resseccdo completa desses tumores apresenta um bom
prognéstico.?”

Portanto, diante do exposto, é importante conhecer o
padréo histolégico dos teratomas para com isso contribuir
com possiveis campanhas de rastreamento precoce, crité-
rios de classificacdo e conduta terapéutica.

O objetivo deste estudo foi avaliar o padrédo epidemio-
I6gico dos teratomas diagnosticados no Hospital Universi-
tario (HU) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL) em
um periodo de sete anos.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica e Pes-
quisa da Faculdade de Ciéncias Biolégicas e da Saude
(FCBS) em 08 de Outubro de 2008, protocolo n® 464/2008,
estando ciente da Resolugdo 196/96 do CNS, visto que a
pesquisa envolveu seres humanos, tratando-se de um estu-
do observacional transversal longitudinal.

Foram analisados 25 prontuarios de pacientes com
laudos histopatolégicos de teratomas no Hospital Universi-
tario (HU) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL) no
periodo de 2000 a 2007.

Os pacientes com laudos histopatol6gicos de teratoma
tiveram suas fichas separadas para avaliacao e coleta de
dados referentes ao tamanho, localizacédo, caracteristicas
celulares e presenca de malignidade e/ou potencial de trans-
formacgao maligna destas lesdes.

Foram coletados dos prontuarios os dados abaixo ci-
tados: idade, sexo, anatdmico patolégico. Exame macroscé-
pico: local do tumor, dimensao; Exame microscépico: teci-
dos; conclusao.

Os dados obtidos foram analisados e sistematizados
em figuras e tabelas, utilizando-se dos programas: Microsoft
Office Excel 2003 Microsoft Office Word 2003.

RESULTADOS E DISCUSSAO
No periodo avaliado foram encontrados 25 casos
com laudos histopatolégicos de teratoma, sendo todos

(100%) do sexo feminino; destes, 84% (n=21) apresenta-
vam idade entre 18 e 72 anos, 12% (n=03) eram recém-
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nascidas com tempos de vida em: dois dias (n=1), sete
dias (n=1) e um més (n=1) e 4% (n=1) criangca com dez me-
ses de idade.

Os casos diagnosticados se concentraram entre 2001
e 2007, ndo sendo encontrado nenhum caso no ano anteri-
or. Estes dados diferem do que foi relatado por Jatene et
al.® que, em seu estudo, demonstraram que a incidéncia
de teratomas é incerta e que néo existe preponderancia de
sexo e idade. Santos et al.® dizem que a frequéncia de
teratomas ocorre normalmente em jovens e adultos de 15 a
35 anos, confirmando os resultados encontrados em nosso
estudo.

Quanto a localiza¢édo do tumor, foram encontrados ca-
sos de teratoma apenas nos ovarios (84% /n=21) e no coc-
cix (16% / n=4). Dos diagnosticos presentes nos laudos, 25
eram de teratoma cistico benigno ou maduro sendo quatro
desses encontrados na regido sacrococcigea.

Justificando o que foi relatado por Falavigna et al.,?
que, em seu estudo, demonstraram que, apesar dos tera-
tomas apresentarem implantagé@o gonodal ou extragonodal,
aregiao sacrococcigea é a localizagéo extragonodal mais
comum, sendo encontrados 39% a 60%, podendo a lesédo
ser do tipo sélida, multicistica ou formada por grande cisto
Unico. Chaves et al.("% citaram que as gdonodas séo a locali-
zacao mais frequente no periodo pés-puberal, e, dentre os
teratomas congénitos, o sacroccigeo é o mais frequente.
Com relagéo ao tipo do tumor encontrado, Couto et al.(” re-
lataram, em seu estudo, que os teratomas cisticos maduros
sdo o tipo mais comum de tumores de células germinativas,
comprovando os achados encontrados na pesquisa.

Em relagéo ao revestimento do tumor, visto na micros-
copia, observou-se uma frequéncia de 48% revestidos por
epitélio pavimentoso estratificado colunar, 16% revestidos
por epitélio estratificado queratinizado, 8% revestidos por
tecidos maduros de todos os folhetos, 4% epitélio cilindri-
co ciliado com padrao respiratério, 4% de células
escamosas em monocamadas, 4% de células aplanadas
em monocamadas, 4% revestidos por parede fibrosa, 4%
revestidos por mais de uma camada de células cubicas,
4% em monocamadas de células epiteliais achatadas e
4% de glandulas sebaceas, foliculos pilosos e tecido
adiposo bem organizado. Pelo que foi citado por Patrocinio
et al.,(" os teratomas podem conter uma ampla variedade
de tecidos celulares representando as trés camadas
germinativas, justificando a grande variedade celular en-
contrada na pesquisa.

Tecidos como tireoideano, adiposo, material necro-
tico, corpos albicans, corpos luteos, micropapilas, células
ganglionares, glandulas de padrao tubario, ossificacao,
vasos congestos e vasculares, material eosinofilico e
histiécitos também foram encontrados, confirmando
Falavigna et al.?) e Ulbright.,'? que, em seus estudos, rela-
tam que teratoma maduro ou benigno é formado por teci-
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dos bem diferenciados e que os tumores gonodais das
células germinativas séo interessantes dido as diversida-
des biolégicas exibidas. Mateo et al.("® relataram que tera-
tomas tém componentes sélido e cistico e sao relativamente
avasculares, porém podem causar alguma confuséo no di-
agnostico de cisto simples, contrariando a presenca de va-
sos congestos e vasculares encontrados na pesquisa.

CONCLUSAO

O estudo observou uma prevaléncia superior a 80%
de casos de teratomas diagnosticados em mulheres na
idade adulta, todos localizados no ovario e, pela pequena
quantidade de amostra, 12% em recém-nascidos de loca-
lizagdo sacrococcigea. A presenca de tecidos maduros
como tecido epitelial estratificado pavimentoso e tecido
conjuntivo adiposo foi descrita na maioria dos laudos histo-
patoldgicos de teratoma cistico maduro, de modo que este
se torna o padréao histopatolégico mais frequente encon-
trado em nossa pesquisa, evidenciando assim que todos
os casos representam teratomas benignos. Porém, acon-
selham-se mais estudos com casuisticas maiores e pros-
pectivos para se avaliar melhor o padrdao epidemiolégico
dessa patologia.
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Abstract

Teratomas are neoplasms of pluripotent cells with embryonic
characteristics. Observed by the presence of tissues from the three
germ layers, and their rankings in mature cystic, immature and
malignant components. The aim of this study was to evaluate the
histopathological pattern of teratomas diagnosed in the University
Hospital of Federal University of Alagoas in the period 2000 to 2007. It
was an analysis of 25 charts of patients with histopathological findings
of benign cystic teratomas vary in their locations. There was a higher
frequency than 90% of mature tissues, emphasizing that they are formed
by different tissues.
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Picroindigo-carmim: coloragao miultipla alternativa
Picroindigocarmine: alternative multiple staining
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Resumo

A nova coloragéao a base de picroindigo-carmim é uma combinagédo multipla dos corantes
hematoxilina de Harris, fucsina acida e picroindigo-carmim desenvolvida para aplicagédo
histolégica. A nova técnica foi testada em diferentes tecidos, sendo figado, rim, estémago,
pancreas, lingua, pulméao, méo e palato provenientes de ratos; gengiva e pele digital obtidas
de necropsia humana e amostras de planarias. Na analise dos tecidos oriundos de ratos e
biépsia humana, os nucleos apresentaram-se escuros, variando do azul ao preto, citoplasma
e queratina rosa amarelado, colageno, e tecido conjuntivo verde, hemacias variando do ver-
melho ao alaranjado. Nas estruturas teciduais do rim observou-se uma melhor diferenciagcéo
dos tubulos contorcidos proximais com evidenciagéo das mitocdndrias no citoplasma basal
guando comparados aos tubulos contorcidos distais; para as laminas de figado houve uma
melhor visualizagao do glicogénio nos hepatécitos quando comparadas ao método Periodic
acid-Schiff technique of McManus (1948).( Para as planarias, o tecido de preenchimento
apresentou uma coloracéo verde clara, com secregdes baséfilas em amarelo ouro, secre-
¢cdes rabdogénicas, acidofilicas e fibras musculares em vermelho, membrana basal em ver-
de escuro, ganglio cerebroide e corddo nervoso em amarelo claro, a taga pigmentar em
marrom e nucleos vinho escuro.

Palavras-chave

Corante; histologia; tecidos; picroindigo-carmim

INTRODUCAO

A histologia é a ciéncia que estuda a estrutura e a ati-
vidade funcional dos tecidos dos organismos vivos. As téc-
nicas histolégicas séo responsaveis pela confecgao de la-
minas permanentes que, com o auxilio do microscépio
optico, permitem um estudo detalhado dos tecidos. Varias
etapas devem ser seguidas, sendo a coloracdo uma das
partes fundamentais para a identificagdo das estruturas ce-
lulares.?

As técnicas de coloracdo sao utilizadas ha mais de
um século na biologia celular e histopatologia, permitindo
uma melhor resolugédo e um maior contraste entre as estru-
turas teciduais.®

Para permitir uma melhor diferenciacdo das estrutu-
ras celulares e teciduais, a grande maioria dos corantes com-
porta-se como acidos ou bases, formando ligagdes salinas
com radicais ionizaveis presentes nos tecidos, sendo os
componentes teciduais que se coram com corantes basi-
cos conhecidos como estruturas basofilicas ou cianofilicas,
e os que se ligam a corantes acidos conhecidos como es-
truturas acidifilicas ou eosinofilicas.®

O indigo carmim é um corante originario de plantas do
género Indigofera. Esse corante é utilizado ha mais de 4 mil
anos, sendo considerado um dos corantes mais antigos.
Atualmente é empregado na sua forma sintética por ser mais
econdémico,® sendo utilizado como corante alimenticio,®"
nas industrias téxteis,® como corante de contraste em exa-
mes clinicos,®'® e em estudos histolégicos em combina-
¢do com outros corantes, proporcionando um método alter-
nativo de coloracéo de tecidos biologicos.""12

Assim, o objetivo desse estudo foi desenvolver uma
nova associa¢do de corantes que permite diferenciar as
estruturas teciduais e celulares de diferentes 6rgéos e teci-
dos, oferecendo uma nova técnica para investigagao histo-
patologica.

MATERIAL E METODOS

As amostras histologicas de figado, rins, estdmago,
pancreas, palato, lingua, pulmao e membro superior foram
obtidas de pecas de necropsia de ratos (Rattus nover-
gicus) provenientes do Biotério da Universidade Luterana
do Brasil, Canoas, RS. As amostras de gengiva e pele di-
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gital foram obtidas de pecas anatdémicas humanas oriun-
das do Laboratério de Anatomia.

As planarias utilizadas neste estudo pertencem a es-
pécie Girardia schubarti, Girardia tigrina e Girardia
anderlani cultivadas no Laboratério de Histologia Animal
da Universidade Luterana do Brasil, Canoas, Rio Grande
do Sul.

Preparo dos corantes

A hematoxilina de Harris (Pro-Cito®) utilizada foi em
solucédo liquida disponibilizada no mercado.

O corante fucsina acida (Vetec®) foi adquirido em for-
ma de p6. Para o seu preparo foi pesado 1 g e dissolvido
em 100 mL de agua destilada.

A amostra para o corante indigo carmim (Acid Blue,
Food Blue) foi constituida na forma de p6 (Merck®). Foi
pesado 1 g e dissolvido em 100 mL de agua destilada. Para
a solucao foram utilizados 1,5 volumes de solugéo de indigo
carmim 1% para um volume de solugéo de acido picrico
saturado (2 gem 100 mL).

Preparo histolégico

As amostras de figado, rins, estbmago, pancreas, pa-
lato, lingua, pulmao, membro superior, gengiva e pele digital
foram fixadas em formol 10%, permanecendo por um perio-
do de até 48 horas, sendo posteriormente lavadas em agua
corrente e colocadas em alcool 70%. A desidratacao foi re-
alizada em série alcodlica ascendente do alcool 70% ao
alcool 100%. A diafanizacao foi feita em xilol por duas ho-
ras, seguidas de banhos em parafina e a incluséo dos teci-
dos. Ap6s o emblocamento realizaram-se cortes seriados
com espessura de 7um em equipamento especifico (micro-
tomo), distendidas em banho-maria e colocadas sobre |a-
minas albuminizadas, que conferiram uma melhor aderén-
cia ao tecido na lamina.

Para as planarias utilizou-se o mesmo protocolo com
algumas modificacdes de tempo e foram fixadas em Susa
de Heidenhain (solugéo fixadora indicada para esse tipo
de animal, pois causa pouco encolhimento e menor endu-
recimento, facilitando o corte). A diafanizacao foi realiza-
da em alcool 100% e mistura de alcool 100% com parafi-
na, seguida de banhos de parafina pura, inclusdo dos ani-
mais, realizacdo dos cortes com espessura de 7um,
distendidas em banho-maria e colocadas sobre laminas
albuminizadas.

Para a coloragéo dos cortes foi realizado:

1) Desparafinagao dos tecidos e hidratacéo até a agua
destilada;

2) Coloragao com hematoxilina de Harris por trés mi-
nutos;

3) Coloracdo com fucsina acida 1,0% por um minuto;
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4) Lavagem em agua corrente por quatro minutos;

5) Coloragéao com indigo carmim por 50-60 minutos;

6) Desidratagdo com alcool 100% (trés vezes);

7) Diafaniza¢do com xilol (duas vezes);

8) Montagem em balsamo do Canada.

Foi confeccionado um total de duzentas laminas, sen-
do vinte laminas para cada tecido. Avisualiza¢édo da colora-
¢ao das laminas histolégicas foi feita com o auxilio de mi-
croscopio Leica CME e registrado com camera digital Sony
DSCW 1.

RESULTADOS

A coloracao multipla € muito utilizada em histologia
para investigar diferentes componentes celulares, pois faci-
lita a diferenciacdo das estruturas celulares e dos compo-
nentes da matriz extracelular." O indigo foi descoberto em
1878 e foi muito utilizado em técnicas de coloracédo para
identificar atividades enzimaticas.®

As analises histologicas dos componentes do tecido
animal (Rattus novergicus) apresentaram nucleos escuros
variando de azul escuro ao preto, citoplasma e queratina
rosa amarelado, colageno e tecido conjuntivo verde, hema-
cias variando do vermelho ao alaranjado (Figura1a, b). Para
as laminas de estdmago, a secre¢cdo mucosa produzida
pelas glandulas gastricas apresentou-se avermelhada
(Figuraic).

As laminas histologicas de rins apresentaram uma
melhor diferenciagéo dos tubulos contorcidos proximais com
evidenciagdo das mitocondrias (TCPs) quando compara-
dos aos tubulos contorcidos distais (TCDs),além de uma
melhor visualizacao das bordas estriadas (Figura 2).

Figura1. A. Sec¢éo longitudinal da artéria pulmonar(ratos) mostrando
heméceas (HC) em vermelho,tunica média (TM) em amarelo,adventicia
(A) e colageno (C) em verde; B. Secéo transversal do pancreas (ratos)
mostrando &cinos serosos em vermelho (a), llhotas de Langerhans (IL)
em amarelo e ducto pancreatico (DP); C. Secéo longitudinal do estémago
(ratos) mostrando glandulas géstricas com secrecdes (g) em vermelho.
A 400X.
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Picroindigo-carmim: coloragdo multipla alternativa

Figura 2. Seccgéo transversal de rim com os tubulos contorcidos
proximais (TCD) e tubulos contorcidos distais (TCP), visualizando
citoplasma acidifilico (a) e borda estriada (BE). A 400X

Nas diversas estruturas observadas, destacaram-se
o foliculo piloso com queratina em rosa amarelado em lami-
nas de membro superior de ratos (Figura 3a), glandulas se-
baceas em tons avermelhados e fasciculos musculares em
verde em laminas de palato (Figura 3b), triade portal com
seu tecido conjuntivo em verde e hepatécitos amarelados
(Figura 3c), musculo esquelético em vermelho, osso em mar-
rom claro e medula 6ssea em marrom escuro (Figura 3d),
hepatécitos com evidenciacao de glicogénio em tons aver-
melhados (Figura 3e).

Em laminas de lingua proveniente de ratos observa-
ram-se as papilas filiformes e fungiformes, lamina prépria e
camada muscular (Figura 4).

Nas laminas de tecido humano, a coloracédo dos nucle-
os e citoplasma foram as mesmas encontradas nas laminas
teciduais de ratos. Nas laminas de lingua foram observados
epitélio em verde amarelado e queratina em rosa amarelado
(Figura 5a). Para as laminas de polpa digital foi observado
um contraste entre a derme e a epiderme (Figura 5b).

Para as planarias, o tecido de preenchimento apre-
sentou uma coloragéo verde clara com secreg¢des basoéfilas
em amarelo ouro, secregc6es rabdogénicas, acidofilicas e
fibras musculares em vermelho, a membrana basal corou-
se verde agua. O ganglio cerebroide e o corddo nervoso
apresentaram uma coloragéo amarelo claro, a taga pigmen-
tar corou-se de marrom, os nucleos das células apresenta-
ram uma coloragéo vinho escuro (Figura 6a,b,c,d,e).
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Figura 3. A. Seg¢éo longitudinal do membro superior de rato evidenciando
foliculo piloso (FP) com queratina em rosa amarelado. B. Se¢éo
longitudinal de glandulas sebaceas (GS) e fasciculos musculares (FM)
oriundos do palato de ratos; C. Secéo transversal do figado de ratos
demonstrando a triade portal (T) e hepatdcitos (H); D. Sec¢éo longitudinal
da articulacdo mostrando musculo esquelético (M), osso(B) e medula
6ssea (BM); E. Secgéo transversal do figado evidenciando glicogénio(h)
no citoplasma dos hepatdcitos. A 400X.

Figura 4. Lingua de rato com epitélio (e), papilas filiformes (pf) e
fungiformes (pg), ldmina prépria (Ip) e musculo (m). A 400X.
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Figura 5 A. Sec¢édo de lingual humana com epitélio (e) em amarelo esverdeado e queratina (k) em rosa amarelado;
B. Sec¢éo de pele digital humana demonstrando epiderme (e) e derme (d). A 400X.

Figura 6. Seccéo das estruturas teciduais de plandrias. Em A. ducto ejaculatério (d) contendo espermatozoides (Es) B. Faringe (F) em secgéo
longitudinal. C. Epitélio com secre¢bes rabdogénicas (ep) e tecido de preenchimento (m) com secregdes acidofilicas (a); D. Ganglio cerebroide (gc);
E. Bursa copulatéria (bc) e tecido de preenchimento (m). A 400 X.
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Picroindigo-carmim: coloragdo multipla alternativa

DISCUSSAO

A associacdo do picroindigo-carmim com a hema-
toxilina e fucsina acida representa uma nova técnica de co-
loracao histolégica com resultados igualmente satisfa-
térios aos das técnicas convencionais como as de Masson-
Goldner e Van Gieson, ja que novas associagdes tém sido
descritas como uma forma alternativa de coloragéo histo-
I6gica, como é o caso da utilizacdo do corante urucum (Bixa
orellana) associado a hematoxilina, que apresentou 6timos
resultados para fibras musculares estriadas, diferenciacao
dos acinos serosos e mucosos e uma melhor evidenciagao
dos nucleos dos fibroblastos de amostras obtidas de ca-
mundongos (Mus musculus).(*®

Steven, Paulsen & Tillmann desenvolveram uma nova
técnica de coloragao para diferentes tecidos humanos utili-
zando orceina, acido picrico e indigo carmim e observaram
uma melhor distingdo nos componentes celulares do tecido
conjuntivo e um maior contraste dos condrécitos na matriz
cartilaginosa.(®

Demirta et al."® utilizaram o método alternativo de
orceina — picroindigo-carmim para estudar a microanatomia
fetal, por apresentar uma melhor distingdo entre os tecidos,
assim como o picroindigo-carmim, que apresenta um mai-
or contraste entre as diferentes estruturas teciduais permi-
tindo uma melhor visualizagéo de estruturas complexas.

Abstract

A new color combination of hematoxylin of Harris, fuchsin and
picroindigocarmine was developed for histological applications. The
new technique was tested on different rat tissues: liver, kidney, stomach,
pancreas, tongue, lung, palate and hand; human: gum and digital skin
and samples of planarians. In the sections of all tissues from rats and
human biopsy, the nuclear structures stained dark brown to dark blue,
cytoplasm and keratin stained yellow pink; while collagen and connective
tissue presented a green coloration and the color of erythrocytes varied
from red to orange. In the kidney structural tissue a better differentiation
of the proximal convoluted tubule was observed with disclosure of the
mitocondry in the basal cytoplasm when compared to the distal
convoluted tubule; for the liver glass slides there was a better
visualization of the glycogen in the hepatocytes when compared to
Periodic acid-Schiff technique of McManus (1948).7% In the planarians,
the mesenchyme presented a weak green coloration, with basophilic
secretions in gold yellow, rabdogenics secretions, acidophilic and
muscular fibers in red, basal membrane in dark green, ganglion cells
and longitudinal nerve cords in weak yellow, the pigment cup in brown
and the nuclei in dark wine.

Keywords
Stain; histology; tissue; picroindigocarmine
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Resumo

O cancer do colo do Utero é o segundo tipo de cancer mais comum entre as mulheres no
mundo. A principal estratégia utilizada para o diagnéstico precoce do cancer de colo de
Utero (prevengéo secundaria), no mundo todo e no Brasil, é a realizacdo do exame citoldgico
de Papanicolaou. O objetivo deste estudo foi analisar o perfil das pacientes que apresenta-
ram resultado positivo para lesdes pré-cancerosas ao exame citopatoldgico, atendidas no
Posto Central do Servigo de Salde Publica do Municipio de Panambi-RS. Foi realizado um
estudo observacional e retrospectivo de laudos dos exames de Papanicolaou entre os me-
ses de janeiro de 1998 a dezembro de 2007. Observou-se que 2,0% (192/9.589) das mulhe-
res apresentaram células epiteliais atipicas e, destas, 39 (20,3%) possuiam dados comple-
tos com idade média de 34,7 anos. O inicio da atividade sexual ocorreu para a maioria com
17 anos ou mais, 50% das mulheres tinham um a trés filhos. Ainda, a maioria relatou vida
sexual ativa e 51,4% faziam uso de anticoncepcional oral, 42,9% apresentaram flora de
lactobacilos e 53,8% células escamosas atipicas de significado indeterminado. Conhecer o
perfil epidemiolégico-populacional é fundamental para avaliar as reais morbidades prevalentes
e promover medidas eficazes de prevengéo e diagndstico.

Palavras-chave
Citopatologia; fatores de risco; cancer do colo uterino

INTRODUCAO A principal estratégia utilizada para o diagnéstico pre-
coce do cancer de colo de utero (prevencgao secundaria),
O cancer do colo do utero é o segundo tipo mais co- no mundo todo e no Brasil, é a realizacdo do exame cito-

mum entre as mulheres no mundo, com uma estimativa de
500 mil novos casos e 230 mil 6bitos por ano. Sua incidén-
cia € maior em paises menos desenvolvidos comparados
com os mais desenvolvidos.!" Segundo estimativas do Ins-
tituto Nacional do Cancer (Inca) para 2010, no Brasil, o ni-
mero de novos casos de cancer de colo do Utero sera de
18.430, com um risco estimado de 18 casos a cada 100 mil
mulheres. Aincidéncia desse cancer evidencia-se na faixa
etaria de 20 a 29 anos e o risco aumenta até atingir um pico
na faixa etaria de 45 a 49 anos. Com excecéo do cancer de
pele, é o cancer que apresenta maior potencial de preven-
¢do e cura quando diagnosticado precocemente.®

l6gico de Papanicolaou. O exame citopatol6gico ou teste
de Papanicolaou é fator de prevencéo para o cancer cervical
em mulheres pertencentes a qualquer grupo de idade ou
grupo de risco porque permite diagnosticar precocemente
as lesdes pré-invasivas.® Esse exame pode ser realizado
nos postos ou unidades de satde publica ou em consultéri-
os privados que tenham profissionais da salude capacita-
dos para realiza-los. A importéancia da realizagdo do ras-
treamento populacional pelo exame Papanicolaou é salien-
tada quando se verifica uma reducgédo de cerca de 80% da
mortalidade por este cancer em paises desenvolvidos, onde
programas de rastreamento sdo bem organizados. Para
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Perfil de pacientes com diagnéstico de lesdes intraepiteliais cervicais atendidas no

servigo de saude publica do municipio de Panambi-RS

tanto é necessario garantir a organizacao, integralidade e
a qualidade do programa de rastreamento, bem como o
seguimento das pacientes.("

Uma das maiores descobertas em relagédo a cance-
res humanos tem sido o reconhecimento de que eles po-
dem ser causados por virus e o cancer cervical tem a infec-
¢é@o mucoso-tropica por alguns tipos de Papilomavirus Hu-
mano (HPV) como principal fator de risco, sendo uma con-
dicéo necessaria, porém nao suficiente, para o seu desen-
volvimento. Em 99,7% dos casos de cancer do colo do Ute-
ro foi encontrado um dos 15 tipos oncogénicos do HPV.
Destes, os tipos mais comuns sdo os HPV16 e o HPV18.
Entretanto, o fato de que apenas uma fragdo das pacientes
infectadas por este virus progride para o cancer indica que
o HPV isolado néo é suficiente e traz a questao para a exis-
téncia de cofatores.®

Diversos estudos demonstram que outros fatores que
contribuem para a etiologia deste tumor séo: iniciagédo se-
xual precoce, multiplicidade de parceiros sexuais, promis-
cuidade do parceiro sexual, além do uso de contraceptivos
orais, tabagismo, baixa ingesta de vitaminas entre outros.'®
A grande importancia de fatores como promiscuidade se-
xual, grande nimero de filhos, inicio precoce da atividade
sexual e infecgdes ginecologicas repetidas foi o que levou
a descoberta do HPV como agente causal das alteracées
que levam ao carcinoma do colo do utero.®

O objetivo desse estudo foi analisar o perfil das paci-
entes que apresentaram resultado positivo para lesGes pré-
cancerosas ao exame citopatolégico atendidas no Posto
Central do Servigo de Saude Publica do municipio de
Panambi-RS, localizado no interior do estado do Rio Gran-
de do Sul e conta com um programa de prevencéao de can-
cer de colo uterino baseado na orientacéo, diagnéstico e
acompanhamento de casos positivos para malignidade ou
lesdo intraepitelial cervical. Esse municipio possui nove
postos de saude, trés unidades basicas de salide e um
centro de especialidade, dentre os quais o posto de sau-
de central, onde anteriormente estavam concentrados to-
dos os servigos de saude do municipio. Considerando a
populacdo municipe, estimada para 2009, em torno de
38.794 habitantes,” foi observada a importéancia e neces-
sidade do desenvolvimento de uma analise dos dados
obtidos nos exames preventivos para cancer de colo
uterino.

MATERIAL E METODOS

Foirealizado um estudo observacional e retrospecti-
vo. A amostra foi constituida pelos laudos dos exames de
Papanicolaou no Posto Central do Servigo de Saude Pu-
blica do municipio de Panambi-RS durante o periodo de
janeiro de 1998 a dezembro de 2007. Foram incluidos to-
dos os exames citopatolégicos que apresentaram diag-
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nostico citopatolégico positivo para lesdes intraepiteliais
cervicais e cancer, sem restricdo de idade ou raca. Foram
excluidos os laudos dos exames que apresentaram resul-
tado citopatolégico negativo para lesdes intraepiteliais
cervicais e malignidade, e aqueles que apresentaram
amostra insatisfatoria ou ndo apresentaram os dados com-
pletos das mulheres. Os exames citopatolégicos foram
encaminhados e analisados por especialistas em Citologia
Clinica em um laboratério de citologia para onde os exa-
mes s@o encaminhados pela Secretaria Municipal de Sau-
de. Os dados foram coletados das fichas de registro do
Servico de Saude Publica, Posto Central no municipio de
Panambi-RS.

As variaveis analisadas foram a idade, os dados cli-
nicos das pacientes relatados no momento da coleta do
material citopatolégico e os resultados dos exames cito-
patolégicos. Foirealizada uma analise descritiva e os da-
dos apresentados em forma de tabelas e figuras. O proje-
to de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Regional Integrada do Alto Uru-
guai e das Missées, Campus de Santo Angelo, protocolo
n° 058-4/TCH/09.

RESULTADOS
Perfil das mulheres

De um total de 9.589 mulheres que realizaram exa-
mes citopatolégicos no periodo de uma década (1998-
2007), no municipio de Panambi, foi observado que 98%
(9.397/9.589) das mulheres apresentaram resultados
citolégicos negativos para malignidade ou leséao intra-
epitelial cervical e 2,0% (192/9.589) das mulheres apre-
sentaram células epiteliais atipicas. Entre as mulheres que
apresentaram células epiteliais atipicas (n=192), 153
(79,7%) foram excluidas por ndo apresentarem dados ou
apresentarem dados incompletos, restando 39 (20,3%)
mulheres na amostra. A idade média das mulheres que
permaneceram na amostra foi de 34,7 anos, variando de
16 a 71 anos, sendo que 51,2% (20/38) das mulheres ti-
nham idade de 29 anos ou menos (Tabela 1).

O inicio da atividade sexual ocorreu para 48,6% das
mulheres com idade de 14 a 16 anos, e para a maioria
(51,4%; 18/34) foi com idade de 17 anos ou mais, varian-
do de 14 a 38 anos. Com relagdo ao numero de filhos,
50% (18/36) tinham de um a trés filhos e 38,9% (14/36)
néo tinham filhos até o momento do exame citopatolégico
(Tabela 1).

Dentre essas mulheres, 35,7% (10/28) estavam rea-
lizando o exame citopatolégico pela primeira vez e o mes-
mo percentual havia realizado o ultimo exame de Papa-
nicolaou ha um ano, sendo que 7,1% (2/28) néao realiza-
vam o exame ha cinco anos ou mais (Tabela 1).
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A maioria das pacientes (87,5%; 28/32) relatou vida
sexual ativa. Com relagdo a contracepcéo, 51,4% (18/35)
faziam uso de anticoncepcional oral seguido por 28,6% (10/
35) das pacientes que declararam néo utilizar nenhum mé-
todo contraceptivo e 14,3% (5/35) delas faziam uso do pre-
servativo (condom). Ainda foi possivel constatar que 50%
(15/30) das mulheres apresentaram queixas de corrimen-
to e corrimento e dor dentre os sinais clinicos relatados no
momento da anamnese, enquanto 40% (12/30) nao apre-
sentaram queixa (Tabela 1).

Tabela 1 - Perfil das mulheres que apresentaram células epiteliais
atipicas

Perfil n %
Faixa Etaria
<19 7 17,9
20-29 13 33,3
30-39 5 12,8
40-49 6 15,4
50-59 6 15,4
> 60 2 51
Total 39 100,0
Paridade
Nenhum 14 38,9
1a3 18 50,0
Mais de 4 4 11,1
Total 36 100,0
Inicio da atividade sexual
14a 16 17 48,6
17a19 12 34,3
>20 6 17,1
Total 35 100,0
Vida sexual ativa
Sim 28 87,5
Nao 4 12,5
Total 32 100,0
Exames citopatolégicos anteriores
Primeiro exame 10 35,7
1 ano 10 35,7
2a3 6 21,4
>5 2 71
Total 28 100,0
Anticoncepgao
ACO 18 51,4
Condom 5 14,3
DIU 1 29
Tabelinha 1 29
Nenhum 10 28,6
Total 35 100,0
Queixas ginecologicas
Corrimento 9 30,0
Corrimento e dor 6 20,0
Dor 2 6,7
Outros 1 3,3
Nenhum 12 40,0
Total 30 100,0
114

Resultados citopatolégicos

Na analise microbiolégica, foram identificadas as flo-
ras em 35 das citologias. Foi observado que 42,9% (15/35)
das mulheres apresentaram flora de lactobacilos. Em 31,4%
(11/35) dos casos foi encontrado Gardnerella vaginalis e
em 14,3% (5/35) flora de cocos e bacilos. Foi observado
um caso (2,9%; 1/35) com Trichomonas vaginalis e Gardne-
rella vaginalis (Figura 1).

M Lactobacilos
Gardnerella vaginalis
Gardnerella vaginalis e
Trichomonas vaginalis

Cocos e bacilos

Il N3o visualizada

Figura 1. Distribuic&o da flora vaginal encontrada nas pacientes.

Na analise citopatol6gica das mulheres que apresen-
taram células epiteliais atipicas (n=39), foi observado que
53,8% (21/39) apresentaram células escamosas atipicas de
significado indeterminado (ASC-US); 38,5% (15/39) apre-
sentaram lesdes intraepiteliais escamosas de baixo grau
(LSIL), 5,1% (2/39) apresentaram lesdes intraepiteliais
escamosas de alto grau (HSIL) e 2,6% (1/39) apresentaram
carcinoma de células escamosas (CCE). Nao foi diagnosti-
cado nenhum adenocarcinoma (Figura 2).

6
o 538%
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= aon | 38,5%
(2]
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E 30%
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2 20%
T

1o | 51% -

0% : N -

ASC-US LSIL HSIL CCE
Diagnéstico Citopatologico

Figura 2. Distribuicdo dos diagnésticos com células epiteliais atipicas.

Com relacdo a ocorréncia de resultados alterados de
acordo com a faixa etéria, observou-se que entre as mulhe-
res com idade menor ouigual a 29 anos ha maior frequéncia
de casos de LSIL (25,7%; 10/39). Foi observado que a le-
sdo intraepitelial escamosa de alto grau (HSIL) ocorreu nas
faixas etarias de < 19 e > 60 anos de idade. O carcinoma
de células escamosas (CCE) ocorreu em uma das mulhe-
res que estavam na faixa etaria de 50-59 anos (Figura 3).
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Figura 3. Distribuicdo dos diagnésticos com células epiteliais atipicas
por faixa etéria.

DISCUSSAO
Perfil das mulheres

Dos 9.589 exames citopatolégicos realizados no peri-
odo de uma década (1998-2007), 2,0% (192/9.589) eram
de mulheres que apresentaram células epiteliais atipicas.
Esse dado esta em conformidade com o ja relatado em
estudos semelhantes. Mezzomo et al.®) obtiveram uma inci-
déncia de 2,3% de casos positivos para malignidade ou le-
séao intraepitelial em estudo desenvolvido com base no Pro-
grama Nacional de Controle do Céancer de Colo Uterino
(PNCCCU) do municipio de Soledade-RS, para o periodo
de janeiro de 2001 a dezembro de 2005. Buffon et al.®® tam-
bém citam ocorréncia semelhante de 2,79% (309/11077)
de exames citologicos alterados em seu estudo.

A idade média das mulheres que permaneceram na
amostra do presente estudo foi de 34,7 anos, variando de
16 a 71 anos, sendo que 51,2% (20/38) dessas mulheres
tinham idade de 29 anos ou menos. Esse dado é compati-
vel com os dados indicados pelo Inca® para a incidéncia
de cancer do colo do utero, que se torna bastante evidente
em mulheres entre 20 e 29 anos.

A precocidade no inicio da atividade sexual surge como
fator de destaque em diversos estudos que abordam este
tema. O inicio da atividade sexual ocorreu para 48,6% das
mulheres do presente estudo com idade de 14 a 16 anos e
para a maioria (51,4%; 18/34) foi com idade de 17 anos ou
mais. A maioria dessas pacientes (87,5%; 28/32) relatou
ter vida sexual ativa. Dados semelhantes séo vistos em ou-
tros estudos: para Anschau et al., a média de idade da
primeira relagédo sexual foi de 17 anos; Murta et al.,("® ao
analisarem as pacientes agrupadas de acordo com a data
do diagnoéstico, com cancer de colo uterino em sua maioria
(59,2, 54,5 e 55,5%, respectivamente), verificaram que tive-
ram o inicio da atividade sexual antes dos 18 anos de ida-
de; Pias et al.,"" que tragcaram o perfil das mulheres que
realizaram exame de Papanicolaou na Liga Feminina de
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Combate ao Cancer do municipio de Santo Angelo-RS, ve-
rificaram que, com relagédo a ocorréncia da primeira rela-
cao sexual, 15,71% delas foram aos 16 anos e 18,57% ti-
nham 17 anos. No mesmo estudo, os autores relataram uma
variagdo entre 12 e 31 anos, préximo ao visto em nosso
estudo, cuja faixa etéaria variou entre 14 e 38 anos de idade.

A multiparidade é também aventada como fator de ris-
co. Murta et al.("® demonstraram em seu estudo que a maio-
ria das mulheres apresentavam mais que quatro gestacées
ou partos, entretanto, observaram que estes nimeros estéao
decaindo. Pias et al.(""relataram ainda que grande parte
das mulheres atendidas (41,42%) possuia de dois a quatro
filhos, semelhante ao observado no presente trabalho, onde
50% (18/36) tinham de um a trés filhos, enquanto que 38,9%
(14/36) das mulheres analisadas declararam néao haver tido
filhos até o momento do exame citopatolégico.

A diminuicdo da incidéncia de cancer do colo uterino
é proporcional a prevencéao por meio do exame de Papa-
nicolaou desde que existam programas efetivos e organi-
zados. Para Lima et al.,® a variavel que apresentou maior
destaque em seu estudo de caso (casos novos de carcino-
ma do colo uterino) e controle (mulheres néo portadoras de
cancer do colo uterino) foi a realizagdo do exame preventi-
vo; somente 30% das mulheres do grupo caso referiram té-
lo realizado, mas nao tinham o resultado e ndo lembravam
quando haviam feito. Neste trabalho percebeu-se que os
dados sdo mais ténues quanto a esta variavel, embora nédo
deixem de ser significativos, considerando especialmente
o numero de casos que puderam ser diagnosticados no
momento do primeiro exame, sendo que, dentre as pacien-
tes, 35,7% (10/28) estavam realizando o exame citopato-
l6gico pela primeira vez, e o mesmo percentual havia reali-
zado o Ultimo exame de Papanicolaou hd um ano, enquanto
que 7,1% (2/28) delas ndo realizavam o exame ha cinco anos
ou mais.

Com relacdo a contracepcgao, 51,4% (18/35) faziam
uso de anticoncepcional oral, seguido por 28,6% (10/35) das
pacientes que declararam nao utilizar nenhum método
contraceptivo e 14,3% (5/35) delas faziam uso do preserva-
tivo (condom). Na analise de Pias et al.,('" estes dados nédo
se repetem na mesma frequéncia, visto que grande parte
das mulheres (48,57%, 34/70) nédo fazia nenhum tipo de
contracep¢do. Da mesma forma, na andlise de Lima et al.,®
foi baixo o uso de métodos anticoncepcionais tanto nos ca-
sos (30%) como nos controles (47,5%) e, quando utilizado,
o foi por curto periodo de tempo.

Ainda foi possivel constatar que 50% (15/30) das mu-
Iheres apresentaram queixas de corrimento e corrimento e
dor dentre os sinais clinicos relatados no momento da ana-
mnese, enquanto que 40% (12/30) ndo apresentam queixa.
Conforme informagdes do Inca,!” no estagio de evolugdo
da doenga, é comum o aparecimento de sintomas como
sangramento vaginal, corrimento e dor, dai a importancia
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de se verificarem tais condicdes como complemento impor-
tante para o correto diagnéstico.

Resultados citopatolégicos

Na andlise microbiolégica foram identificadas as flo-
ras em 35 das citologias. Foi observado que grande parte
dos exames (42,9%; 15/35) apresentou flora de lactobacilos.
Em 31,4% (11/35) dos casos foi encontrado Gardnerella
vaginalis e, em 15,7% (25/159), flora cocoide. Foi observa-
do um caso (2,9%; 1/35) que apresentou Trichomonas
vaginalis e Gardnerella vaginalis. No estudo de Pias et al.,('""
que analisou o perfil de todas mulheres que realizaram exa-
me Papanicolaou, podemos observar uma ordem de ocor-
réncia semelhante, sendo que, em torno de 54,90% das pa-
cientes apresentaram flora normal de Lactobacillus spp.,
seguido de 21,57% com diagnéstico da presenca de
Gardnerella vaginalis, 5,88% com cocobacilos, 3,92% dos
casos com relato de Candida spp. e os demais 13,73% nao
apresentavam flora microbiolégica visivel. Irion e Buffon('?
encontraram lactobacilos em 49,36% dos casos, seguido
de flora mista (19,43%) e Gardnerella vaginalis em 16,37%
deles. Verificamos, portanto, concordancia com a literatu-
ra para a predominancia de flora normal de lactobacilos e,
dentre as floras inflamatérias, uma incidéncia elevada,
quanto a microbiologia, de Gardnerella vaginalis, agente
infeccioso responsavel por causar vaginose bacteriana; ja
a ocorréncia de Trichomonas vaginalis aparece de ma-
neira bastante variavel nas analises, ndo permitindo con-
clusdes significativas, e um dos motivos que se supde para
tal variabilidade é que este protozoario é de dificil identifi-
cacao, pois aparece em grumos mal definidos ao fundo
do esfregago.("34

No presente estudo, 53,8% (21/39) das mulheres
apresentaram células escamosas atipicas de significado
indeterminado; 38,5% (15/39) apresentaram lesdes
intraepiteliais escamosas de baixo grau, 5,1% (2/39) apre-
sentaram lesdes intraepiteliais escamosas de alto grau e
2,6% (1/39) apresentaram carcinoma de células esca-
mosas. Entre as 354 alteracdes citolégicas vistas por
Rama et al.,("” em seu estudo com mulheres que se sub-
meteram a rastreamento para o cancer cervical, da mes-
ma forma que o ocorrido em nosso estudo, vemos que as
mais frequentes foram células escamosas atipicas de sig-
nificado indeterminado (210), seguidas de lesdes intra-
epiteliais escamosas de baixo grau (79), lesdes intra-
epiteliais escamosas de alto grau (41) e trés carcinomas.
Estes dados mudam um pouco quando observamos o es-
tudo de Buffon et al.,’® no qual a maior frequéncia de exa-
mes citologicos alterados ndo é a mesma, encontraram-
se 115 (1,04%) casos de células escamosas atipicas de
significado indeterminado, 160 (1,44%) com leséo intra-
epitelial escamosa de baixo grau, 32 (0,29%) como lesao
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intraepitelial escamosa de alto grau e dois casos (0,02%)
como carcinoma de células escamosas.

Além disso, Buffon et al.®® encontraram um maior indi-
ce de ASC-US na faixa etaria de 25 e 34 anos, LSIL/HPV
entre 15 e 24 anos e HSIL na faixa etaria entre 35 e 44
anos. Partindo da andlise com estes resultados temos
acentuada a gravidade de alguns dos casos avaliados, em
especial do caso de HSIL encontrado em nosso estudo,
haja vista a precocidade da ocorréncia (<19 anos) de tal
diagnéstico, enquanto que o outro caso de HSIL corres-
ponde a faixa etaria > 60 anos. Além disso, de acordo com
a faixa etaria, foi observado que, entre as mulheres com
idade menor ou igual a 29 anos, ha maior frequéncia de
casos de lesdo intraepitelial escamosa de baixo grau (LSIL)
(25,7%; 10/39), estando de acordo com os dados vistos
pela pesquisa a qual se compara anteriormente e também
com os dados de Irion e Buffon,('? que encontraram maior
indice de ASC-US e LSIL/HPV na faixa etéaria entre 21 e
30 anos.

Sabe-se que o carcinoma de células escamosas
(CCE) pode surgir em qualquer idade, partindo da segun-
da década de vida até a senilidade. Em nosso estudo,
ocorreu em uma das mulheres que estavam na faixa etaria
de 50-59, ndo muito distante da idade das pacientes
identificadas com CCE na pesquisa de Buffon et al.,® onde,
dos dois casos encontrados, um esteve entre 35 e 44 anos
e o outro acima de 65 anos de idade. Esses dados de-
monstram a necessidade de se dar atencéo para medi-
das preventivas e orientar quanto a realizacdo do exame
citopatolégico, considerando a importancia do diagnésti-
co destas lesGes precocemente na populagéo avaliada em
nosso estudo, haja vista a incidéncia destas les6es em uma
faixa etaria cada vez mais jovem.

CONSIDERAGOES FINAIS

A precocidade no inicio da atividade sexual e a multi-
paridade séo fatores de risco que ganham maior destaque
dentre as caracteristicas observadas na populagéo estuda-
da. O nimero de casos que puderam ser diagnosticados
no momento do primeiro exame reafirma a premissa da re-
alizacao correta e regular dos exames citopatolégicos para
a prevencao do surgimento de casos de maior gravidade,
além de demonstrar a necessidade de se disponibilizar
mais orientacdo a populacgéao referida.

Educar para a saude por meio de campanhas de es-
clarecimento e ades&o aos programas de acompanhamen-
to e prevencdo associadas a eficacia de métodos diag-
nosticos sé@o as chaves para o sucesso de novas estraté-
gias para combater o cancer cervical.

Além disso, observou-se que boa parte das pacien-
tes apresentou queixas de corrimento e corrimento e dor,
fator consequente a presenca das lesdes no epitélio e que
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Perfil de pacientes com diagnéstico de lesdes intraepiteliais cervicais atendidas no

servigo de saude publica do municipio de Panambi-RS

acabam por trazer mais desconforto e, portanto, reducao
do bem-estar e qualidade de vida das pacientes.

As anormalidades encontradas no presente estudo
representam alteragées epiteliais com comportamento bio-
I6gico bastante distinto, o que acorda com dados encontra-
dos na literatura, sendo mais frequente a ocorréncia de ca-
sos de células escamosas atipicas de significado inde-
terminado. Isto evidencia, de modo geral, uma tendéncia a
menor gravidade das lesdes encontradas, fato que se rela-
ciona com a implementagédo de um maior nimero de pro-
gramas de exames de Papanicolaou realizados no munici-
pio. No entanto, a incidéncia destas lesdes em uma faixa
etaria cada vez mais jovem aponta para a necessidade de
conscientizacao reforcada de métodos preventivos e da
importancia da realizagéo do exame citopatolégico também
para este publico.

Conhecer qual o perfil epidemiolégico da clientela é
fundamental para o conhecimento real, e ndo apenas esti-
mado, das morbidades prevalentes na populagcédo. Medi-
das eficazes para o rastreamento e o diagnéstico precoce
do cancer consistem em disponibilizar informacéao para
estimular maior consciéncia do problema entre médicos,
outros profissionais de saude e o publico em geral.

Abstract

Cancer of the cervix is the second most common cancer among women
in the world. The main strategy used for the early diagnosis of cancer of
the cervix (secondary prevention), the world and in Brazil, is the realization
of Pap smears. The objective of this study was to analyze the profile of
patients who tested positive for precancerous lesions in Pap smeatr,
seen at the Central Station of the Public Health Service in the city of
Panambi,RS. We conducted a retrospective observational study of
reports of Pap smears between the months of January 1998 to December
2007. It was observed that 2.0% (192/9589) of women had atypical
epithelial cells and of these, 39 (20.3%) had complete data with a mean
age of 34.7 years. The onset of sexual activity occurred for most of 17
years or more, 50% of women had 1 to 3 children. 87.5% reported active
sexual life and 51.4% were using oral contraceptives. 42.9% had flora of
lactobacilli and 53.8% atypical squamous cells of undetermined
significance. Meet the epidemiological population-is crucial to assess
the real prevalent morbidities and promote effective measures for
prevention and diagnosis.
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Cytopathology; risk factors; cancer of the cervix
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Resumo

Tendo em vista a importancia de se identificarem alteragdes citoldgicas e as lesdes precur-
soras do cancer cervical, este trabalho teve como objetivos determinar estas alteragées, a
faixa etaria das mulheres mais atingidas, bem como identificar o numero total de mulheres
que realizaram o rastreamento em Uruguaiana, cidade de fronteira entre Brasil e Argentina.
Para tanto, foi realizado um estudo observacional, transversal e retrospectivo, que abrangeu
as mulheres que realizaram o exame preventivo pela Secretaria Municipal de Saude, no
periodo de 2004 a 2008. Dos 27.343 exames realizados, 560 estavam com alguma altera-
¢éo, sendo diagnosticados, neste periodo, 29 casos de cancer, dos quais trés eram de
adenocarcinoma. A faixa etaria mais atingida pelo cancer foi de 35 a 55 anos, entretanto, em
2007, dos cinco casos diagnosticados, em dois deles as mulheres tinham acima dos 60
anos. Ja as alteragdes citolégicas foram observadas em maior quantidade na faixa etaria de
12 a 35 anos. O estudo conclui que o nimero de casos de cancer diminuiu neste periodo
provavelmente devido ao maior niumero de mulheres rastreadas, o que contribuiu para um
maior controle das lesdes precursoras, justificando a necessidade de estimular a continui-
dade de campanhas de incentivo para a realizagao deste exame.

Palavras-chave

Citopatologia; lesdes cervicais; epidemiologia

INTRODUCAO

A cada ano, aproximadamente 500 mil novos casos
de cancer cervical sdo diagnosticados no mundo e cerca
de 250 mil mulheres morrem, sendo considerada a segun-
da causa de morte mais frequente entre as mesmas.("

Classicamente, a histéria natural do cancer do colo do
Utero é descrita devido a infecgéo persistente pelo Papilo-
mavirus humano (HPV) no trato anogenital, caracterizada
inicialmente pela presenca de verrugas ou lesdes con-
dilomatosas. Desde que se identificaram estas lesGes como
precursoras do cancer de colo uterino na década de 1970,
varias investigacdes tém sido realizadas com o objetivo de
conhecer o papel da atividade sexual nesta etiologia. Indi-
ca-se que mulheres que iniciaram precocemente as ativi-
dades sexuais ou que tiveram varios companheiros conse-
quentemente teriam maiores riscos de desenvolver futura-
mente o cancer cervical.?)

Estima-se que 6,2 milhdes de mulheres americanas
sejam anualmente infectadas pelo HPV, sendo considera-
da ainfecg@o sexual mais comum.® A prevengéo do cancer

cervical é possivel, pois sua evolugdo, em geral, ocorre de
forma lenta, com fases pré-clinicas detectaveis, caracteri-
zadas por lesdes de alto grau (HSIL), que podem evoluir
para cancer do colo uterino ao longo de um periodo de até
10 anos, exibindo expressivo potencial de cura dentre to-
dos os tipos de cancer.*® Em muitos paises desenvolvidos
que possuem programas efetivos de rastreamento organi-
zado, a incidéncia de cancer cervical e as taxas de mortali-
dade foram reduzidas substancialmente.®

No Brasil, os indices sdo semelhantes ao resto do
mundo, pois o cancer do colo uterino constitui o segundo
tipo de tumor maligno mais comum entre as brasileiras e a
quarta causa de morte.”” Em 2014, segundo o Instituto Na-
cional de Cancer — Inca,® o cancer do colo do Utero teve
uma incidéncia de 15,3 novos casos no Brasil, sendo que a
regido sul apresentou-se como a terceira regido de maior
incidéncia com 2.320 casos. Para o Rio Grande do Sul, a
estimativa para este ano com relagdo as taxas brutas de
incidéncia por 100 mil habitantes e de nimero de casos
novos foi de 840, com uma taxa bruta de 14,63 a cada 100
mil mulheres.®

"Curso de Farmécia, Universidade Federal do Pampa, Unipampa — Bagé-RS, Brasil.
2Departamento de Anaélises, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS — Porto Alegre-RS, Brasil.
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Mulheres com lesdes intraepiteliais escamosas de alto
grau e cancer cervical geralmente possuem infecgao por
HPV oncogénico ou de alto risco. Aproximadamente 70%
dos canceres cervicais sdo causados pelo HPV 16 ou 18 e
90% das verrugas vulvares sdo causadas pelos HPVs tipo
6 ou 11, considerados de baixo risco oncogénico.® Na
cérvice, a infeccgao inicial ocorre nas células basais por meio
de pequenas lesdes no tecido ou durante o processo de
metaplasia de células escamosas na zona de transforma-
¢ao quando as células basais sdo expostas. Uma vez que o
HPV atinge as células-alvo, este permanece latente ou ini-
cia seu processo de replicacédo no nucleo, resultando na sin-
tese e liberacéo de particulas virais infectantes.('%

Os programas de rastreamento ou screening sistema-
tico da populacédo feminina por meio do exame citolégico
do colo do utero, também conhecido como exame de Papa-
nicolaou, tém sido uma das estratégias publicas mais efeti-
vas, seguras e de baixo custo para deteccao precoce des-
se cancer.""No entanto, apesar de ter sido um dos primei-
ros paises no mundo a adotar esta ferramenta diagnéstica
no Brasil, o cancer do colo do Gtero ainda € um grave pro-
blema de saude publica, com o diagnéstico sendo frequente-
mente realizado nos estagios avangados da doenca.("?

Devido a importancia epidemiolégica desse tema e,
sobretudo, em virtude da necessidade de se conhecer a
prevaléncia das alteragdes cervicais inflamatoérias e citolo-
gicas em regides fronteiricas do Brasil, esse estudo teve
por objetivos determinar estas alteragdes, a faixa etaria mais
atingida, bem como identificar o nimero de mulheres que
realizam este rastreamento na cidade de Uruguaiana, no
Sul do Brasil.

MATERIAL E METODOS

Foi realizado um estudo observacional, transversal e
retrospectivo, de base populacional, no municipio de
Uruguaiana, localizado no extremo oeste do Rio Grande do
Sul, a 625 km de Porto Alegre, na fronteira com a Argentina.
O municipio avaliado possui cerca de 140 mil habitantes de
acordo com o ultimo censo realizado no Brasil.

Este estudo caracteriza-se através de uma pesquisa
quantitativa sobre alteragdes cervicais inflamatérias e
citolégicas utilizando-se como instrumento de pesquisa o ban-
co publico de dados da Secretaria Municipal de Saude de
Uruguaiana. Para a andlise estratificada em funcéo da faixa
etéria, utilizou-se o nimero de mulheres que realizaram o exa-
me preventivo do colo uterino no periodo de 2004 a 2008.

RESULTADOS E DISCUSSAO
No periodo avaliado por este estudo foram efetuados

27.343 exames. Dos 3.354 exames citopatologicos reali-
zados durante o ano de 2004 em Uruguaiana, 101 estavam
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com algum tipo de alteracédo. Destes, sete apresentaram
o diagnoéstico de cancer cervical. Em 2005, dos 4.960 exa-
mes citopatologicos realizados, 133 apresentaram altera-
¢bes, e em dez deles foi diagnosticado cancer do colo do
Utero. Das 5.895 de mulheres que realizaram o exame no
ano de 2006, 130 obtiveram resultados com alteracdes e
cinco tinham céancer do colo do utero. Em 2007, dos 7.044
citopatolégicos realizados, em 122 encontrou-se altera-
¢des, onde novamente em cinco observou-se a presenca
de cancer cervical. No ano de 2008, dos 6.090 resultados
apresentados, apenas 74 apresentaram alteragdes, onde
em dois deles foi encontrada a presenca de células com-
pativeis com diagnéstico de cancer do colo do Utero.

Como observado na Tabela 1, o nUmero de casos de
cancer de colo uterino em Uruguaiana apresentou uma que-
da a partir de 2005 até 2008. Esta diminuigdo da preva-
Iéncia é provavelmente consequéncia do aumento do nu-
mero de mulheres que realizaram o exame citopatol6gico,
passando de 9,75% em 2005 para 17,38% em 2008. Re-
sultados semelhantes ao nosso estudo foram encontrados
em pesquisa realizada na cidade de Maringa,"" onde a
cobertura de rastreamento foi de aproximadamente 16%,
embora ainda seja um percentual muito aquém da meta
preconizada de 80%.

Tabela 1 - Prevaléncia de casos de cancer do colo do utero em
mulheres de Uruguaiana-RS

Numero de casos

Ano para cada 1.000 mulheres
2004 2,10
2005 2,00
2006 0,85
2007 0,71
2008 0,33

Campanhas de incentivo a realizacdo deste exame
que é simples e de baixo custo permitem um diagnéstico
precoce através da identificacé@o de lesdes precursoras. O
Programa "Viva Mulher" (Programa Nacional de Controle
do Cancer do Colo do Utero), assim como os demais pro-
gramas de prevencao primaria e deteccao precoce de do-
encas e agravos nao transmissiveis, tem o sentido de al-
cancar os grupos mais vulneraveis, orientando o enfoque
de politicas e agdes educativas a fim de aumentar sua efici-
éncia e efetividade.(™

O incremento da adesédo das mulheres a realizacédo
do exame preventivo ao longo dos anos também foi obser-
vado em estudo realizado no Recife.("” A cobertura de exa-
mes realizados foi de 11,1% em 2000 e 23,1% em 2004,
verificando-se um aumento em torno de 100% na realiza-
¢do do exame, entre os anos 2000 e 2004, fato este decor-
rente, provavelmente, da melhoria de registro dos dados no

119



Calil LN, Oliveira PM, Coelho RP, Moreira CM, Fuentefria AM

sistema. Neste estudo, observou-se que o maior percentual
de 6bitos por cancer do colo do utero (53,3%) ocorreu em
residentes nos bairros pertencentes aos piores estratos de
condicao de vida do municipio, indicando a baixa efetividade
das politicas publicas de controle na populagédo de baixo
nivel socioeconémico.

Existe uma ligacéao entre as regides pouco desenvol-
vidas e o cancer do colo do utero, medida por meio de
indicadores de baixa condi¢do socioecondmica, tais como:
reduzida expectativa de vida, poucos médicos, mais cri-
ancas com baixo peso ao nascer e mais adultos com tu-
berculose e HIV (virus da imunodeficiéncia humana). Este
fato foi demonstrado por Desruisseau et al.('® em estudo
que comparou a epidemiologia do HPV (agente etioldgico
do cancer cervical) e HIV, no qual as mulheres positivas
para HIV apresentaram maior positividade também para
mais de um tipo de HPV e para os oncogénicos do que as
HIV negativas.

De 2004 a 2008, o percentual de exames preventivos
realizados, através da técnica de Papanicolaou, variou de
9,57% a 20,11%, sendo o apice em 2007, e a menor taxa
de realizacéo foi no ano de 2004. Segundo uma revisao sis-

tematica sobre os determinantes e a cobertura do exame
de Papanicolaou no Brasil, a ndo realizacédo do exame as-
socia-se a diversos fatores: baixa ou elevada idade, baixa
escolaridade, baixo nivel socioeconémico, baixa renda fa-
miliar, viver sem companheiro, cor parda, uso de contra-
ceptivo oral, auséncia de problemas ginecolégicos, vergo-
nha ou medo em relacdo ao exame e dificuldade de acesso
a assisténcia médica.!"?

Em nosso estudo, até 2005 foram rastreadas mulhe-
res acima de 16 anos; a partir desse ano, foram incluidas
mulheres a partir de 12 anos, sexualmente ativas, o que
demonstra também uma precocidade sexual. A faixa etaria
mais atingida por este tipo de cancer foi de 35 a 55 anos,
apresentando semelhancas a um estudo anterior realizado
no municipio do Rio de Janeiro," onde a faixa etaria de
maior risco para o desenvolvimento do cancer cervical foi
entre 46 e 56 anos. No entanto, a faixa etaria que maior
apresenta alteragdes celulares é de 12 a 35 anos, como
observado na Tabela 2, resultado semelhante ao encontra-
do em um estudo em Rio de Janeiro,® que indicou que a
incidéncia de alteragdes citopatolégicas foi maior no pri-
meiro ano de atividade sexual (24,1%).

Tabela 2 - Casos de alteragdes citolégicas notificadas em Uruguaiana e estratificadas pelas faixas etarias nos anos de 2004 a 2008

2004 2005 2006 2007 2008
Idade LIE B LIE A Carc. Aden. LIEB LIEA Carc. Aden. LIEB LIEA Carc. Aden. LIEB LIEA Carc. Aden. LIEB LIE A Carc. Aden.
16-25 31 9 0 0 4 4 0 0 34 4 0 0 34 4 0 0 20 3 0 0
26-35 17 11 2 0 29 12 2 0 30 10 0 0 27 8 0 0 10 8 0 0
36-45 15 7 3 0 14 7 7 0 20 13 1 0 20 10 1 0 11 8 0 1
46-55 3 1 1 0 3 1 0 0 3 5 3 0 7 4 2 0 5 3 0 1
5565 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 3 1 0 0 1 0 0
> 65 0 0 0 1 0 11 1 0 0 2 1 0 0 0 1 0 1 2 0 0
Total 66 28 6 1 87 36 10 0 90 35 5 0 88 29 5 0 47 25 0 2

101 133 130 122 74

LIE A = Lesao intraepitelial de alto grau; LIE B = Lesao intraepitelial de baixo grau; Carc. = Carcinoma; Aden. = Adenoma

De acordo com o protocolo publicado pela American
Cancer Society e do Colégio Americano de Obstetras e
Ginecologistas, recomenda-se o exame de rastreamento
anual entre as idades de 21 e 30 anos. Apés essa idade,
quando trés exames consecutivos anuais forem normais, o
exame de Papanicolaou pode ser realizado a cada dois ou
trés anos.("

Desde 1988, o Ministério da Saude do Brasil adota
como norma a recomendacao da Organizacdao Mundial da
Saude (OMS), que preconiza a realizagcdo do exame
citologico do colo do utero a cada trés anos para mulheres
de 25-59 anos de idade que ja tenham iniciado atividade
sexual ou que tenham tido dois exames anuais consecuti-
vos negativos."™ Atualmente o laudo citolégico segue o Sis-
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tema Brasileiro de Nomenclatura Brasileira para Laudos
Cervicais, criado com o objetivo de uniformizar a nomencla-
tura e reduzir confusdes diagnosticas.

Utilizam-se atualmente os termos citol6gicos ASC-US
(células escamosas atipicas, de significado indeterminado),
"ASC-H" (células escamosas atipicas ndo se podendo ex-
cluir lesao intraepitelial de alto grau), LSIL (les&o intraepitelial
de baixo grau) ou NIC |, HSIL (leséo intraepitelial de alto grau
e carcinoma "in situ") ou NICIl e NIC Ill, respectivamente. Esta
nova categoria, no entanto, apresenta limitagdes, pois ndo
define se as alteragdes presentes a citologia sé@o reparativas
ou neoplasicas.'® Neste estudo, foram verificados fora dessa
faixa etaria sete (31,8%) e dez (33,3%) casos de LSIL e
HSIL, respectivamente.
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Prevaléncia de cancer do colo uterino na fronteira Brasil-Argentina

A cobertura da realizagé@o de exame citopatolégico do
colo uterino nos anos de 2004 a 2008, apresentada em
percentual, foi considerada regular na cidade de Uruguaiana.
Esta cobertura é semelhante a obtida em Pelotas,'"” e no
municipio de Rio Branco.® Os resultados aqui apresenta-
dos sugerem a necessidade de aumentar o incentivo a rea-
lizacdo deste exame entre mulheres do grupo de risco para
desenvolver este tipo de cancer, bem como avaliar a quali-
dade dos exames prestados em servigos publicos e acom-
panhar o seguimento das mulheres submetidas ao teste, a
fim de garantir a eficiéncia da cobertura populacional do
exame preventivo.('® Atriagem deve ser ampliada para con-
templar mulheres mais jovens, tomando como base o au-
mento da incidéncia de lesGes de alto grau entre as pacien-
tes com idade entre 20 e 34 anos, o que também foi sugeri-
do por um estudo na cidade de Maringa.

CONCLUSAO

Houve uma diminui¢cdo na prevaléncia do cancer do
colo uterino e um aumento no niumero de mulheres que rea-
lizaram o exame preventivo entre 2005 e 2008 em Uru-
guaiana. Apesar do aumento, a cobertura ainda esta longe
de alcancar a populagdo mais atingida, que foi aquela que
abrange a faixa etaria entre 35 e 55 anos. Esse tipo de can-
cer, se detectado e tratado em fases precursoras, pode che-
gar a um indice de 100% de cura ou, ainda, pode ter suas
estatisticas de mortalidade reduzidas em 80% se houver um
rastreamento eficiente.

A educacéo para saude do publico em geral, através
de campanhas de esclarecimento e estimulo a adeséo aos
programas de acompanhamento e prevengéao, associadas
a eficacia dos métodos diagnésticos, sdo as chaves para o
sucesso de novas estratégias para combater o cancer
cervical. Cabe ressaltar que a baixa frequéncia de lesdes
precursoras observada no periodo é um importante mar-
cador na avaliagédo do processo de evolugéo do carcinoma
nesta populacgéo. Este fato evidencia a necessidade de con-
tinuar as atividades de prevencéao, na tentativa de cada vez
mais minimizar as taxas de morbi-mortalidade por esta pa-
tologia nessa regido. Sugere-se a realizacdo de estudos
longitudinais, em parceria com o poder publico local, com
numero representativo de casos para um acompanhamen-
to continuo da eficacia dos programas preventivos.

Abstract

Given the importance of identifying abnormal cytology and cervix cancer
precursor lesions, this study aimed to determine these changes, the
age group of women most affected and identifies the total number of
women who did screening in Uruguaiana, city border between Brazil and
Argentina. For this, we performed an observational, cross sectional and
retrospective study, which included women who did the screening test
by the Municipal Health Secretariat in the period 2004 to 2008. Of the
27.343 tests, 560 were with some modification, being diagnosed in this

RBAC. 2019;51(1 supl.1):S118-22

period, 29 cases of cancer, of who three were adenocarcinoma. The age
group most affected by cancer was 35-55 years, however, in 2007 of five
cases diagnosed in two patients, women had over 60 years. Already,
cytological abnormalities were observed in greater quantity in the age
group 12-35 years. The present study concluded that the number of
cancer cases decreased during this period probably due to the greater
number of women screened, which has contributed to greater control of
precursor lesions, justifying the need to encourage continuity of campaigns
for this exam.

Keywords
Cytopathology; cervical lesion; epidemiology
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Presenca de células endocervicais em esfregacos citologicos
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Resumo

A representacédo de células endocervicais é considerada uma condigdo necessaria a
adequabilidade do esfregago cervical. Elas indicam uma boa amostragem da zona de trans-
formacgéo, regido onde se inicia a maioria das lesdes precursoras e carcinomas cervicais.
Contudo, existem controvérsias a respeito da relevancia da presenca de células endocervicais
na detecgéo de achados citoldgicos anormais. Nosso objetivo foi determinar a prevaléncia
de células endocervicais em esfregacos citolégicos sugestivos de anormalidades em célu-
las escamosas com o intuito de avaliar a qualidade dos mesmos em relagéo ao critério de
representacao celular. Para a realizagdo deste estudo foram utilizados 2.210 resultados de
exames citopatoldgicos alterados, incluindo atipias de significado indeterminado, lesdes
intraepiteliais escamosas e carcinomas invasores. Os exames incluidos foram analisados
no Laboratério Rémulo Rocha da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Goias
de janeiro de 2002 a dezembro de 2007. A prevaléncia de células endocervicais variou entre
87,07% e 95,74%. Houve maior prevaléncia destas células nos esfregagos com diagnéstico
citolégico de leséo intraepitelial escamosa de alto grau (LIEAG) (95,74%). Estes dados
refletem uma adequada representagéo celular dos esfregacos citolégicos em todo o periodo
analisado e sugerem uma relagéo entre a representacédo de células endocervicais e a detecgéo
de alteragdes em células escamosas.

Palavras-chave
Neoplasias do colo do Utero; esfregaco vaginal; citologia

INTRODUCAO analise das células cervicais esfoliadas, € um procedimento

comum e muito utilizado para o diagnéstico do cancer do colo

O cancer cervical é o segundo tipo mais comum em
mulheres no mundo todo, com uma estimativa anual de mais
500 mil novos casos que resultam em aproximadamente 265
mil ébitos." Ainda é um problema de satide publica, princi-
palmente em regides menos desenvolvidas, visto que alcan-
ca altas taxas de incidéncia e mortalidade em mulheres de
estratos socioecondmicos mais baixos e que se encontram
na fase reprodutiva.?

Acredita-se que o exame citopatolégico seja a melhor
estratégia para a detecgdo precoce e prevengao do cancer
cervical.® Em paises desenvolvidos, a implementagao de
programas de rastreamento de ampla cobertura tem levado
a uma consideravel redugao na incidéncia e mortalidade por
cancer cervical, devido a deteccgédo e tratamento de lesdes
precursoras e canceres em estagios iniciais. A citologia
cervical convencional, que consiste na coleta, preparacao e

uterino. Estima-se que a sensibilidade da citologia convenci-
onal varie entre 30% e 87% e sua especificidade entre 86%
e 100%. Entretanto, as taxas de resultados falso-negativos
podem alcancar valores entre 25% e 50%.5% Mais de 90%
destes resultados falso-negativos sé@o causados por limita-
¢bes de amostragem (coleta) e preparacdo do esfregaco
cervical. A utilizacédo de dispositivos de coleta, como a esco-
va ginecolégica (cytobrush), tem melhorado a represen-
tatividade de células endocervicais e pode estar relacionada
a um decréscimo nas taxas de resultados falso-negativos.”

O método de coleta em meio liquido tem sido aponta-
do como uma alternativa para melhorar a adequabilidade
da amostra, diminuir o nimero de esfregacos insatisfatorios
e aumentar o percentual de detecc¢éo de lesdes intraepite-
liais escamosas de alto grau (LIEAG).¢%% Porém, uma re-
cente metanalise mostrou que nao ha diferenca significati-
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va na proporgdo de esfregacgos insatisfatérios e no diag-
nostico de LIEAG quando se compara a citologia convenci-
onal a citologia em meio liquido."®

O esfregaco cervical deve conter um nimero adequa-
do de células que sejam representativas de todo o sitio
anatdmico. Arepresentacdo de células endocervicais é con-
siderada uma condigédo necessaria, porém nao suficiente
para a adequabilidade do esfregaco cervical. A presenca
destas células pode ser condicionada por diversos fatores,
tais como idade da paciente, fase do ciclo menstrual, gravi-
dez, paridade, uso de métodos contraceptivos, entre ou-
tros."Quando presentes, as células endocervicais indicam
uma boa representacéo da zona de transformacéo, regido
onde se inicia a maioria das lesdes precursoras e carcino-
mas cervicais.('2'® O Sistema de Bethesda, revisado em
2001, recomenda que, para se considerar a presenca de
componentes do canal endocervical e da zona de transfor-
macao, deve ser observado um nimero minimo de dez cé-
lulas endocervicais ou metaplasicas bem preservadas, iso-
ladas ou em grupamentos.('34

Existem controvérsias a respeito da relevancia clinica
da presenca de células endocervicais na detecgéo de acha-
dos citolégicos anormais. Estudos tém mostrado que célu-
las escamosas atipicas sugestivas de lesdes intraepiteliais
escamosas sd@o encontradas com menor frequéncia em
amostras que ndo apresentam células endocervicais.('>20
Contudo, alguns autores mostraram que néao ha diferenca
significativa nas taxas de detecc¢éo de atipias epiteliais en-
tre exames com e sem a presenca de células endocer-
vicais.(""?" A conduta preferencial em mulheres submetidas

ao rastreamento de rotina é a repeticdo do exame em doze
meses. Segundo a Sociedade Americana de Colposcopia e
Patologia Cervical (American Society for Colposcopy and
Cervical Pathology), realizar o exame citopatolégico dentro
de um periodo de seis meses pode ser benéfico em alguns
casos. Dentre as indicagdes para se realizar uma repeticéo
precoce esta a nao visualizagdo da cérvice e a auséncia de
componentes representativos do canal cervical.('32?)

Diante do exposto, o presente estudo tem como obje-
tivo determinar a prevaléncia de células endocervicais em
esfregacos citolégicos sugestivos de anormalidades em
células escamosas com o intuito de avaliar a qualidade dos
mesmos em relagéo ao critério de representacéo celular.

MATERIAL E METODOS

Para a realizagéo deste estudo foi utilizada uma amos-
tra composta por 2.210 resultados de exames citopatol6-
gicos alterados, incluindo atipias de significado indetermi-
nado, lesdes intraepiteliais escamosas e carcinomas inva-
sores (Figura 1). Os exames incluidos, provenientes de uni-
dades basicas de saude da cidade de Goiania e entorno,
foram analisados no Laboratério Rémulo Rocha da Facul-
dade de Farmacia da Universidade Federal de Goias no
periodo de janeiro de 2002 a dezembro de 2007. Os dados
foram obtidos através dos formularios de Requisicdo de
Exame Citopatologico e inseridos em um banco de dados
no programa Epi Info™ versédo 3.3.2. Para a andlise dos
dados foram utilizados os programas SAS (Statistical
Analysis System) (1999) e Microsoft Excel (2003).

Figura 1. Imagens de esfregagos cervicais corados pelo método de Papanicolaou modificado. Aumento de 400x. A: Células endocervicais hormais.
B: Células escamosas atipicas possivelmente ndo neoplasicas. C: Células escamosas atipicas ndo podendo afastarleséo intraepitelial de alto grau.
D: Células escamosas maduras discariéticas sugestivas de LIEBG. E: Células escamosas jovens discaribticas sugestivas de LIEAG. F: Células com

caracteristicas de malignidade sugestivas de CEC.

124

RBAC. 2019;51(1 supl.1):8123-7



Presenca de células endocervicais em esfregagos citoldgicos com alteragdes em

células escamosas: estudo de prevaléncia

Até o ano de 2006, os formularios de requisicao en-
caminhados ao Laboratério Rdmulo Rocha néo continham
informacdes sobre os tipos celulares presentes no esfre-
gaco. Dessa forma, a presenca ou auséncia de células
endocervicais (Figura 1-A) foi determinada pela descricao
da adequabilidade da amostra. Considerou-se a presen-
ca de células endocervicais quando a amostra era classi-
ficada como satisfatéria ou satisfatéria com alguma limita-
céo exceto a auséncia de células endocervicais. Para os
exames de 2006 e 2007, o critério utilizado para a verifica-
céo da presenca destas células foi a sua indicagao no for-
mulario de requisicao.

Os formularios de requisicdao também trazem informa-
¢cOes diferentes quanto a classificacado das alteragdes em
células escamosas. Modificacdes realizadas no Sistema de
Bethesda em 2001 alteraram a forma de se classificarem
as atipias escamosas, porém esta classificagcdo néo era
especificada nos formularios de 2002 a 2005. Portanto, este
estudo considera como células escamosas atipicas de sig-
nificado indeterminado as atipias celulares possivelmente
ndo neoplasicas e os casos onde ndo se pode afastar le-
sédo intraepitelial de alto grau, como descrito na Nomencla-
tura Brasileira para Laudos Cervicais e Condutas Preconi-
zadas.®)

RESULTADOS

A distribuicdo dos diagnésticos citol6gicos sugestivos
de anormalidades em células escamosas esta descrita na
Tabela 1. Considerando os 2.210 exames analisados, hou-
ve uma maior prevaléncia de diagnésticos sugestivos de
células escamosas atipicas de significado indeterminado,
46,4% (1.026/2.210). Esfregacos sugestivos de lesao intra-
epitelial escamosa de baixo grau (LIEBG) e LIEAG foram
observados em 32,9% (727/2.210) e 20,2% (446/2.210) dos
casos, respectivamente. O diagnéstico de carcinoma
espinocelular (CEC) foi observado somente em 0,5% (11/
2.210) dos exames amostrados. Nos anos de 2002 a 2007,
nao houve diferencga significativa na frequéncia da represen-
tacdo de células endocervicais em esfregagos com altera-
¢bes em células escamosas. Os valores variaram de 87,2%
(239/274) a 93,2% (207/222), como mostra a Tabela 2.

Tabela 1 - Distribuicdo dos diagnésticos citolégicos sugestivos de
anormalidades em células escamosas

Diagnéstico citolégico n %
Células escamosas atipicas de significado

indeterminado 1.026 46,4
LIEBG 727 32,9
LIEAG 446 20,2
CEC 11 0,5

TOTAL 2.210 100,0

LIEBG- Lesao intraepitelial escamosa de baixo grau; LIEAG - Lesao intra-
epitelial escamosa de alto grau; CEC - Carcinoma espinocelular
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Tabela 2 - Frequéncia de representacéo de células endocervicais em
esfregacos com alteragdes em células escamosas nos anos de 2002
a 2007

Ano Nimero de  Presenga de_ cé_lulas Auséncia de_cé_lulas
casos endocervicais endocervicais
n % n %
2002 274 239 87,23 35 12,77
2003 222 207 93,24 15 6,76
2004 140 128 91,43 12 8,57
2005 541 487 90,02 54 9,98
2006 265 241 90,94 24 9,06
2007 768 686 89,32 82 10,68
Total 2.210 1.988 89,95 222 10,05

Nos diferentes diagnoésticos citolégicos, verificou-se
uma pequena variagao quanto a representatividade de cé-
lulas endocervicais. Em todos eles, a prevaléncia destas
células foi superior a 87%. Esta prevaléncia foi maior nos
esfregacos com diagnéstico citolégico sugestivo de LIEAG
(95,7%) (Tabela 3).

Tabela 3 - Relagéo entre o diagnéstico citolégico e a presenca de
células endocervicais no periodo de 2002 a 2007

Presenca de Auséncia de

Diagnéstico citoldgico células células Total
endocervicais endocervicais
n % n % N

Células escamosas atipicas
de significado indeterminado 918 89,47 108 10,33 1026

LIEBG 633 87,07 94 12,93 727
LIEAG 427 9574 19 4,26 446
CEC 10 90,91 1 9,09 1"
Total 1.988 89,95 222 10,05 2.210

LIEBG- Lesao intraepitelial escamosa de baixo grau; LIEAG - Lesao intra-
epitelial escamosa de alto grau; CEC - Carcinoma espinocelular

DISCUSSAO

Células endocervicais foram encontradas na maioria
dos esfregacos com anormalidades em células escamosas.
Isto reflete a boa qualidade, em relagéo ao critério de re-
presentacgdo celular, dos esfregacos encaminhados ao La-
boratério Rdmulo Rocha. O exame citopatolégico requer
uma amostragem tanto do epitélio escamoso (ectocérvice)
como do epitélio endocervical, utilizando instrumentos de
coleta apropriados.® A recomendacéo do Ministério da
Saude (MS) para os programas de rastreamento do can-
cer cervical nas Unidades de Saude é que se utilize a
espatula de Ayre para a amostragem do epitélio ecto-
cervical e a escova ginecolégica para a amostragem das
células do epitélio endocervical.?*?® O Laboratério Rdmulo
Rocha recebe esfregacos cervicais colhidos em unidades
basicas de saude da cidade de Goiania e entorno, que
seguem as recomendac¢des do Ministério da Saiude em
relacéo aos dispositivos de coleta. Este fato pode justifi-
car a alta prevaléncia de células endocervicais em
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esfregacos sugestivos de anormalidades em células
escamosas encontrada neste estudo.

Carneiro et al. (8° Congresso Regional de Anadlises
Clinicas do Centro-Oeste, 2007) avaliaram os resultados de
6.856 esfregacos cervicais analisados no Laboratério
Ro&mulo Rocha da Universidade Federal de Goias entre ju-
Iho de 2006 e agosto de 2007. As prevaléncias dos diag-
nosticos de anormalidades em células epiteliais foram cal-
culadas em esfregacos com representacdo de células
escamosas e esfregagcos com representacdo de células
escamosas e endocervicais. Estes autores demonstraram
que anormalidades em células epiteliais foram diagnos-
ticadas em 3,7% dos esfregagcos com representacao exclu-
siva de células escamosas e em 10,9% dos esfregagcos com
representacé@o endocervical.

Um dos critérios de adequabilidade dos esfregacgos
citologicos, segundo o Sistema de Bethesda (2001), é a
representatividade de células endocervicais. Arepresenta-
¢ao de células do canal cervical sugere que a zona de trans-
formacao, sitio de maior ocorréncia de lesdes cervicais, esta
representada no esfregaco."® Assim, a presenca de célu-
las endocervicais leva a uma maior deteccéo de anormali-
dades em células escamosas.('51617.1920)Resultados de um
estudo desenvolvido por Zeferino et al.("® verificaram que
amostras representativas do canal cervical possuem um
maior desempenho no diagnoéstico de les6es de alto grau.
Contudo, a deteccgédo de lesdes de baixo grau mostrou um
desempenho semelhante, tanto em esfregacos coletados
somente da regido ectocervical quanto em esfregacos
amostrados da ectocérvice e do canal cervical. Estes resul-
tados comprovam a importancia de uma amostragem re-
presentativa de todo o colo uterino para um diagnoéstico
citologico adequado.

Uma meta-analise desenvolvida por Martin-Hirsch et
al."® confirmou a associagdo entre a presencga de células
endocervicais e a detec¢do de anormalidades citologicas.
Entretanto, o mesmo estudo relata que alguns fatores po-
dem estar relacionados, de forma independente, a esta as-
sociacdo. A idade da mulher pode ser um desses fatores.
Em mulheres no periodo péds-menopausa ocorre uma dimi-
nui¢do do risco para o desenvolvimento de lesdes cervicais.
No mesmo periodo, também ha uma menor frequéncia de
achados endocervicais em exames citopatologicos devido
ao processo atrofico que estreita o orificio externo do colo
uterino e faz com que a jungdo escamocolunar localize-se
no interior do canal.

Existem controvérsias em relacéo a presenca de cé-
lulas endocervicais e a identificacdo de achados citologicos
anormais.(®16'%) Sjebers et al.("® sugeriram que a menor
prevaléncia de anormalidades em exames limitados pela
auséncia de componentes endocervicais também pode es-
tarrelacionada a localizacdo da zona de transformacédo. Em
mulheres onde a zona de transformagao encontra-se em uma
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posicdo mais alta (entropia), hd uma menor prevaléncia de
esfregacos contendo células endocervicais. Do mesmo
modo, estas mulheres podem apresentar uma menor
suscetibilidade a fatores externos predisponentes ao can-
cer cervical, tais como a infeccéao pelo papilomavirus huma-
no (HPV).

Por outro lado, um estudo realizado por Sultana et al.?)
demonstrou que, no seguimento de mulheres com altera-
¢cbes citologicas de alto grau, houve uma taxa de confirma-
¢do destas lesdes significativamente maior no exame
histopatol6gico para os esfregagos que apresentavam cé-
lulas endocervicais quando comparados aqueles que nao
apresentavam este tipo celular. Entretanto, para os casos
de carcinoma invasor ndo houve uma taxa significativa de
confirmacéo.

Alguns trabalhos avaliaram a importancia do numero
de células endocervicais presentes nos esfregacos.(>'® Um
estudo realizado por Mintzer et al.®® indicou que contagens
baixas de células endocervicais (<25) ndo estao significati-
vamente associadas com anormalidades escamosas. Con-
tudo, quando a contagem de células endocervicais é > 25,
existe uma relacgéo significativa com o diagnoéstico de anor-
malidades em células escamosas. Estes autores sugerem
que a presenca de componentes endocervicais pode ser
usada como um parametro clinico significante na avaliagao
da qualidade do esfregaco cervical. Em outro estudo, Ri-
beiro et al."® correlacionaram o nimero de células endo-
cervicais a quantidade de células atipicas em esfregacos
com anormalidades citolégicas. O nimero de células endo-
cervicais e células escamosas atipicas foi computado de
acordo com o seguinte escore: um (0-5 células); dois (6-10
células); trés (11-25 células); quatro (26-50 células); e cinco
(mais que 50 células). Estes autores demonstraram que
esfregagcos com um nuamero de células endocervicais maior
que 50 (escore cinco) foram significativamente associados
a presenca de no minimo 10 células escamosas atipicas. O
estudo também demonstrou que houve um maior nimero
de células escamosas atipicas associadas a presenca de
componentes endocervicais em esfregacos sugestivos de
LIEAG.

Em acordo com grande parte dos relatos encontrados
na literatura, os resultados obtidos no presente estudo mos-
traram uma alta prevaléncia de células endocervicais em
esfregacos cervicais sugestivos de anormalidades em cé-
lulas escamosas. Isto sugere uma possivel relagéo entre a
representacdo de células endocervicais e a deteccéo de
alteragdes em células escamosas.
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Presenca de células endocervicais em esfregagos citoldgicos com alteragdes em

células escamosas: estudo de prevaléncia

Abstract

The representation of endocervical cells is considered a necessary
condition for the adequacy of cervical smear. These cells indicate a
good sampling of the transformation zone, a region where most of the
precursor lesions and cervical carcinomas arises. However, there are
controversies about the clinical relevance of the presence of endocervical
cells in the detection of abnormal cytological findings. This study aims
to determine the prevalence of endocervical cells in abnormal cervical
smears to evaluate their quality regarding cellular representation criterion.
Cervical smears were analyzed at Rémulo Rocha Laboratory of School
of Pharmacy, Federal University of Goias from January 2002 to December
2007. Data from 2210 results of abnormal smears, including atypia of
undetermined significance, squamous intraepithelial lesions and invasive
carcinomas were analyzed. The prevalence of endocervical cells ranged
between 87.07% and 95.74%. There was higher prevalence of these
cells in smears with cytological diagnosis of High-grade Squamous
Intraepithelial Lesion (HSIL) (95.74%). These data reflect the adequate
cellular representation of cervical smears in all period analyzed and
suggest a relationship between the representation of endocervical cells
and the detection of abnormalities in cervical smears.
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Uterine cervical neoplasms; vaginal smears; cytology
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INTRODUCAO

Resumo

A infecgéo pelo papilomavirus humano (HPV) tem sido descrita como um problema crescen-
te de saude publica devido a sua associagdo com o cancer cervical. O objetivo deste traba-
Iho foi correlacionar, o estudo citopatolégico com a Técnica de Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) para o diagnéstico do HPV. Amostras cervicais colhidas de 148 mulheres
foram diagnosticadas quanto a presenca ou auséncia de caracteristicas citoldgicas que
indicam a infecgéo pelo HPV conforme nomenclatura utilizada. Foram selecionadas, dentro
dos critérios estabelecidos, quarenta amostras cervicais para o diagnéstico molecular usan-
do-se a Nested-Multipex PCR. A PCR detectou a presencga do virus em 16/40 (40%) pacien-
tes cuja citologia oncética nao detectou alteragdes celulares compativeis com infecgéo pelo
HPV. Atécnica de PCR fornece resultados mais confidveis, determinando-se ndo somente a
presenca do virus, mas também a genotipagem viral de modo a possibilitar uma informagéao
diagndstica mais ampla, determinante na conduta da paciente.

Palavras-chave
HPV; PCR; Papanicolaou

No Brasil, em 2010, foram esperados 18.430 nime-
ros de casos novos de cancer do colo do Utero, com um

Com aproximadamente 500 mil casos novos por ano
no mundo, o cancer do colo do Utero é o segundo tipo de
cancer mais comum entre as mulheres, sendo responsavel
pelo 6bito de, aproximadamente, 230 mil mulheres por ano.
Sua incidéncia é cerca de duas vezes maior em paises
menos desenvolvidos comparado com os mais desenvolvi-
dos tornando-se evidente na faixa etaria de 20 a 29 anos e
atingindo o maximo de incidéncia geralmente na faixa etaria
de 45 a 49 anos."

risco estimado de 18 casos a cada 100 mil mulheres, sen-
do aregido norte (23/100.000) mais incidente, seguida pe-
las regides centro-oeste (20/100.000), nordeste (18/100.000),
sul (21/100.000) e sudeste (16/100.000)."

Estudos recentes demonstraram que a infecgéao pelo
papilomavirus humano (HPV) precede o desenvolvimento
do cancer de colo uterino, estando envolvido em até 97%
dos casos, sendo ainda uma das doencas sexualmente
transmissiveis mais frequentes em mulheres sexualmente
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ativas.® Estima-se que cerca de 75% da populagéo em ati-
vidade sexual ativa entre em contato com um ou mais tipos
de HPV durante a vida, entretanto, o sistema imunolégico
elimina a maioria destas infec¢des, ndo apresentando sin-
tomas aparentes.®

No mundo, uma em cada quatro mulheres esta infec-
tada pelo HPV, e o Brasil € um dos cinco paises onde é
encontrado maior nimero de mulheres infectadas por esse
virus (10% a 40%), sendo que a maioria apresenta a forma
latente ou subclinica da doenca, dificultando o diagnéstico
e favorecendo a transmiss&o.?3

A infeccéao pelo HPV provoca alteragdes citologicas
caracteristicas, que sdo comumente detectadas em esfre-
gacos celulares corados pelo método de Papanicolaou, prin-
cipalmente. Portanto, os métodos frequentemente utilizados
na deteccao da infeccao viral (citologico, histolégico e col-
poscépico) baseiam-se no efeito do virus sobre as células
e os tecidos infectados, mediante as formas clinicas e sub-
clinicas apresentadas pelo virus, sem identificar propriamen-
te o virus. Estes diagnésticos séao classificados como indi-
retos e interpretativos, podendo apresentar resultados fal-
so-positivos e/ou falso-negativos, sendo possivel diagnosti-
car somente uma parcela das formas de infecgao pelo virus
HPV. 46

Na forma latente ndo existem evidéncias clinicas ou
citolégicas sugestivas de infec¢cdo, sendo detectado somen-
te o DNA do HPV incorporado a célula infectada por meio
de técnicas de biologia molecular mesmo quando nao ha
crescimento ou multiplicacéo viral. Além disso, o advento
destas técnicas de detecgé@o dos genomas virais deixa evi-
dente a baixa sensibilidade dos métodos rotineiramente uti-
lizados.

Devido arelevante incidéncia da infeccéo e da obser-
vacao de alguns estudos de resultados negativos para HPV
em citologias de pacientes com diagnéstico positivo, este
estudo teve como objetivo principal pesquisar casos de in-
feccao pelo HPV e correlacionar o diagnostico citolégico e
molecular na detec¢do do HPV em lesdes do colo uterino
na rede publica da cidade de Prata-MG.

MATERIAL E METODOS

Pacientes

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisas da Universidade Federal de Uberlandia (CEP-
UFU: 278/08) e pela Secretaria Municipal de Saude da ci-
dade de Prata-MG. Apés orientagéo, as pacientes assina-
ram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

No periodo de novembro de 2008 a fevereiro de 2009
foram selecionadas 148 mulheres que compareceram a Po-
liclinica Conceicdo Aparecida Rodrigues Costa (Prata-MG)
para consulta ginecolégica. Foram excluidas do estudo as
pacientes gravidas, histerectomizadas, as que se recusa-
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ram a assinar o TCLE, aquelas com impedimento para for-
necer informagdes necessarias para o estudo (barreiras de
linguagem e desorientacdo) e as que apresentaram amos-
tras em quantidade e qualidade insuficientes para a realiza-
¢ao dos exames.

Todas as pacientes foram submetidas antes da con-
sulta a um questionario proposto pela pesquisa contendo
perguntas sobre dados sociocomportamentais e, apos
anamnese, foirealizado o exame clinico e ginecolégico se-
guindo as normas estabelecidas pelo servico de salde.

Citologia

Para o exame citolégico, os procedimentos padrdes
adotados para a coleta das amostras foram estabelecidos
em concordancia com Neto et al.(” e, posteriormente, as
mesmas foram enviadas ao Laboratério Técnico de Cito-
patologia e Histopatologia Ltda (LATECH) onde foram ana-
lisadas quanto a presenca ou auséncia das caracteristicas
citoloégicas que indicam a infecc¢éao pelo virus HPV, confor-
me a nomenclatura de Bethesda (2001, apud Ministério da
Saude, 2006) em associagcao a Nomeclatura Brasileira (Mi-
nistério da Saude, 2006).

A técnica de Papanicolaou modificada foi o método
de escolha selecionado para a coloragéo das laminas, com
a utilizacdo dos corantes: hematoxilina de Harris, EA 36 e
Orange G6; adquiridos prontos na forma de kit (Cytocolor®
- Merck KGaA).

Os critérios citologicos classicos empregados para o
diagnéstico de HPV foram a presenca de coilocitose, ca-
racterizada por um halo citoplasmatico de forma irregular
em torno do nucleo, e disceratose definida como uma quera-
tinizacao citoplasmatica prematura e anormal. Outras alte-
racdes celulares com significativa malignidade (ndo classi-
cas), tais como aumento nuclear, binucleagéo, metaplasia,
dentre outras, foram associadas aos critérios classicos para
o diagnéstico viral.568

PCR

Foram selecionadas quarenta amostras cervicais con-
forme os seguintes parametros: histérico de infecgéo por
HPV, avaliacéo citolégica, microbiologica e aspecto do colo
uterino. APCR foi escolhida como padrao em nosso estudo
por ser um método de alta sensibilidade e especificidade
para o HPV.

Para a andlise citolégica foram coletadas amostras
cervicais raspadas cautelosamente de células do colo ute-
rino, utilizando-se escova de cerdas flexiveis. Acondicionava-
se a escova em um tubo de ensaio contendo aproximada-
mente 2 mL de Tampéo de Lise Nuclear - TLN (400 mM NaCl,
Tris HCI 10 Mm pH 8,0, EDTA 2 mM pH 8,0) de forma que
todo o material ficasse submerso. O tubo era devidamente
identificado com o cédigo da paciente, data, hora da coleta e
conservado a temperatura de 4°C até seu processamento.
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Para a realizagao do diagnéstico molecular, as amos-
tras foram submetidas a extracdo de DNA para células cervi-
cais conforme Vieira.®® O material extraido foi estocado sob
refrigeracdo para posterior realizagéo de amplificagéao.

Na PCR foram utilizados dois procedimentos: o pri-
meiro para a detec¢éo e o segundo para a tipagem. Para
controle da extracéo e atestado de qualidade do DNA ex-
traido utilizou-se a amplificacao do gene 3-globina, de acor-
do com Vieira.®

As reacgdes de deteccdo e tipagem viral foram realiza-
das com primers degenerados e modificados MY09-A (CGT
CCW ARV GGA WAC TGA TC), MY09-B (CGT CCC AAT
GGR AAT TGA TG), MY09-C (CGA CCC ARB GSR AAY
TGG TC), MY09-D (CKA CCM AGK GGA WAY TGA TC),
MY09-E (CKS CCW AGW GGA AAY TGA TC), MY09-F
(GCG CCT AAG GGA AAC TGG GT), MY11-1 (GCH CAR
GGH CAY AAT AAT GG), MY11-2 (GCD CRG GGT CWW
AAC AAT GG), MY11-3 (GCB CAG GGH YWH AAC AAT
GG),baseados nos dois universais ja existentes MY09 (CGT
CCMARR GGAWAC TGA TC) e MY11 (GCM CAG GGW
CAT AAY AAT GG) desenvolvidos pelo Laboratério
Biogenetics Tecnologia Molecular, Uberlandia/MG,® 9 e des-
critos por Manos et al., apud Vieira e Saraiva.®') Para cada
amostra foram feitas cinco PCR Nested - multiplex conten-
do no total quarenta pares de primers capazes de detectar
quarenta tipos diferentes de HPV. Os DNAs resultantes das
reacdes de PCR foram separados em eletroforese de
agarose e visualizados em luz ultravioleta na presenca de
brometo de etide de acordo com Vieira e Saraiva.®™

As amostras positivas foram genotipadas para os vi-
rus de alto risco (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 56, 58, 59,
66, 68, 73, 82), risco intermediario (06, 11,42, 43,44,57) e
baixo risco (MM7, MM8, 26, 30, 34, 53, 54, 55, 61, 62, 64,
67,69,70,71,72,74,81) de acordo com a classificagédo de
Vieira.("%

Para evitar contaminacé@o do DNA foram utilizadas sa-
las independentes para cada uma das seguintes etapas e
durante todo o processo de manuseio das amostras, desde
a extracao de DNA até a obtencéo dos produtos amplifica-
dos pela PCR, os cuidado com a biosseguranga foram es-
tabelecidos de acordo com Chaves Borges e seus colabo-
radores.("?

Estatistica

O teste de McNemar foi utilizado para o calculo amos-
tral e correlagdes diagnésticas, considerando os valores
de 80% para proporgdes de concordancia entre os dois
testes, 80% para o poder do teste escolhido e 5% para o
erro experimental maximo permitido, determinando um in-
tervalo de confianga de 95%.('*'9 A comparacéo da fre-
quéncia das caracteristicas das diversas variaveis foi rea-
lizada por meio de tabelas de contingéncias, utilizando o
teste y? com correlagdo de Yates e intervalo de confianca

130

de 95% para comparacéao de proporgdes. As analises fo-
ram feitas utilizando-se o software BioEstat, versao 5.0,('®
e valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente
significativos.

RESULTADOS

De acordo com os critérios de inclusdo e exclusédo
apresentados, do total de 148 amostras recebidas para a
analise citolégica, apenas uma foi considerada insatis-
fatéria. Os resultados citolégicos de Papanicolaou revela-
ram 143 (97,28%) amostras dentro dos padrées de norma-
lidade, ou apenas com alteragdes benignas, e quatro
(2,72%) apresentaram algum tipo de alteracdo da cérvice
uterina. Dentre aquelas com alteragdes citologicas, duas
apresentaram células atipicas de significado indeterminado,
possivelmente ndo neoplasicas (ASCUS e AGUS) e duas
displasia leve (NIC I) ou leséo intraepitelial cervical de baixo
grau (LSIL). Em apenas uma das amostras foram identi-
ficadas caracteristicas citol6gicas relacionadas com a pre-
senca do virus HPV. Nao foram detectadas lesGes intra-
epiteliais cervicais de alto grau (HSIL), carcinoma invasor
ou lesdes glandulares.

Das amostras submetidas ao diagnéstico molecular,
16 (40%) foram positivas para o virus HPV, sendo duas
(20%) com alteragdes citolégicas e 14 (80%) com citologia
normal ou alteragdes benignas.

A infeccdo multipla foi observada em oito (50%) das
amostras analisadas, todas apresentando tipos virais de alto
risco. Oito pacientes apresentaram infecgéo simples, onde
apenas duas (12,5%) nao apresentavam HPV de alto risco.
A amostra classificada com alteragdes indeterminadas
(ASCUS) pela citologia apresentou infecgdao multipla com a
presenca de 11 tipos virais de alto e baixo risco.

Tipos de alto risco estiveram presentes em duas
(12,5%) citologias normais e 14 (87,5%) daquelas com al-
teracdes sem evidéncias de malignidade. Os tipos de alto
risco 66 e 51 prevaleceram, respectivamente, em trés
(37,50%) e dois (25,0%) dos casos de infecgdes simples.
Nas infec¢gdes multiplas, os tipos 18 e 51 foram os mais
frequentes, ambos representando oito (27,58%) das amos-
tras analisadas.

Ao analisarmos a eficacia de detecgéo do virus HPV
nos diagnosticos utilizados neste estudo, observamos uma
discordancia significativa entre as duas metodologias
(p<0,0007). Este achado corrobora o melhor desempenho
e a superioridade da técnica de PCR, tanto em sensibilida-
de quanto especificidade na detecgéo do virus HPV. Atéc-
nica molecular detectou a presenca do virus em 16 (40%)
amostras cuja citologia oncética ndo detectou alteracées
celulares compativeis com infeccao viral pelo HPV. A
citologia foi positiva em apenas um caso (2,5%), onde nao
foi detectado o virus pela técnica de biologia molecular.
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A infeccéao pelo HPV em fungéo da idade prevaleceu
em uma (6,25%) das pacientes abaixo dos 20 anos, em sete
(43,75%) entre 20-29 anos, em cinco (31,25%) entre 30-39
anos e em trés (18,75%) entre 40-49 anos, porém este fator
mostrou-se independente a infecgdo viral nesta pesquisa
(p>0,05).

Dentre as variaveis sociocomportamentais analisadas,
somente o histérico anterior a infeccao pelo HPV apresen-
tou diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos positi-
vos e negativos para o virus.

DISCUSSAO

A correlacdo entre as duas metodologias estudadas,
citologia oncética e PCR, demonstraram que, ao se diag-
nosticar o virus HPV, é muito importante a escolha meto-
dolégica considerando a frequéncia deste virus na popula-
¢é@o humana. De acordo com Machado, Cavalcante e cola-
boradores, e Carvalho,*® entre outros, os resultados falso-
positivos, que indicam baixa especificidade, e falso-negati-
vos (baixa sensibilidade) vém sendo descritos na literatura,
e diversos grupos de pesquisa questionam a eficiéncia do
rastreamento das lesdes cervicais utilizando-se apenas a
citologia oncética.

Os critérios classicos adotados pelos citopatologistas
no diagnéstico do HPV séo os halos de coilocitose e a
disceratose, descritos anteriormente. Porém, existem con-
trovérsias na literatura quanto ao nimero de critérios
adotados no diagnostico citolégico na presenca do HPV,
segundo diferentes autores. Cavaliere et al., apud de Faria
etal. e Jordao et al.,®'" descrevem que quatro ou mais cri-
térios ndo classicos séo suficientes para concluir que existe
infeccéo pelo HPV; para Collago et al., apud de Faria et al.
e Jordao et al.,®'” somente a presenca de dois critérios,
devendo um ser classico, e Korobowicz et al., apud de Fa-
ria etal. e Jorddo et al.,®'” admitem, ainda, que a presenca
de trés critérios néo classicos pode ser associada a exis-
téncia do virus.

No presente estudo, o diagnéstico citologico de in-
feccdo pelo HPV avaliou os critérios classicos, levando em
consideragao também os critérios ndo classicos. Entre-
tanto, os resultados obtidos pela PCR demonstraram que
nem sempre a auséncia destes achados é suficiente para
excluir a possibilidade da infecgdo por HPV, pois depen-
de de medidas interpretativas adotadas, as quais apre-
sentam variagdes caso a caso. Essa variabilidade de in-
terpretacédo citolégica na identificacdo do HPV pode ser
vista especialmente nos casos que apresentam alteracdes
de significado indeterminado (ASCUS e/ou AGUS), sen-
do falsamente diagnosticadas como negativas, conforme
observado neste estudo, onde o caso classificado como
ASCUS apresentou 11 genétipos de HPV de alto e baixo
risco oncogénico.
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Carvalho® descreve que diagnoésticos do tipo ASCUS
podem representar um amplo espectro de entidades clini-
ca, desde alteracdes benignas até o cancer. O mesmo es-
tudo discute ainda sobre a média de 40%-50%, observada
na literatura, de positividade para o HPV quando diagnésti-
cos do tipo ASCUS sao observados na citologia. Contudo,
a frequéncia de HPV em mulheres com citologia de ASCUS
€ muito variavel na literatura e depende da técnica utilizada
e da populacao estudada. Fife et al."® observaram a preva-
Iéncia do DNA do HPV em material cérvico-vaginal em 21
(70,0%) de 30 mulheres com ASCUS na Universidade de
Indiana. Boardman et al.('"® mostraram a presenca de HPV
de alto risco em 68% de um total de 527 adolescentes com
ASCUS. Huang et al.®® avaliaram a presenca de HPV
oncogénico pela técnica de captura hibrida e encontraram
virus de alto risco em 36,2% de um total de 105 mulheres
com ASCUS. Casos como estes ressaltam a importancia
do emprego de técnicas mais sensiveis a detecgéo do HPV,
determinando um melhor posicionamento clinico quanto a
conduta e ao acompanhamento da paciente.

Cavalcanti e Carestiato, e Salvia,®2" entre outros, ja
abordaram a superioridade da técnica de PCR ndo s6 em
relacgdo a citologia, mas também em relagédo a outras técni-
cas de biologia molecular, como a hibridagdo com sondas
de DNA marcadas. Nesta pesquisa, a PCR também mos-
trou superioridade em relagéo a citologia oncética, tanto em
sensibilidade quanto em especificidade na deteccdo do HPV
(p<0,0007), onde detectou a presenca do virus em 16 (40%)
amostras cuja citologia néo identificou alteragées compati-
veis com infeccéao viral.

O HPV de alto risco oncogénico observado em 2/10
(20%) das citologias normais, 8/27 (29,62%) das inflama-
¢bes benignas, 1/2 (50%) dos ASCUS e em 8/16 (50%) das
infecgdes por multiplos tipos de HPV poderia sugerir a pos-
sibilidade de uma infecgao persistente, que pode permane-
cer assintomatica por tempo indeterminado, ndo sendo
identificada pelos métodos de diagnoésticos tradicionais.
Liaw et al., apud Noronha et al.,?? observaram a prevaléncia
de HPV através da técnica de PCR em 9,2% de citologias
dentro dos parametros de normalidade no Taiwan. Bauer et
al., apud Noronha etal.,?® também utilizando PCR, detecta-
ram HPV em 31% (130/421) entre as citologia normais na
Califérnia, e Young et al., apud Noronha et al.,?? observaram
a prevaléncia de HPV em 70% de dez mulheres com citologia
normal que compuseram sua pesquisa.

Almeida et al. e Pereira et al.,(?*?* correlacionam as
infecgdes assintomaticas ao inicio da atividade sexual pre-
coce (<18 anos), uma vez que, nesta fase, o epitélio cervical
encontra-se imaturo, apresentando maior vulnerabilidade bi-
olégica para o virus. Queiroz et al. acrescentam ainda que o
uso prolongado de anticontraceptivos orais levaria a imuno-
modulacgéo, facilitando a infecgéo viral.? Cerqueira e Perei-
ra etal.,®*?* correlacionam a infecgé@o assintomatica a infec-
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¢éo causada por outros agentes patogénicos, que podem
atuar induzindo uma inflamagéo crénica e diminuindo a imu-
nidade local, tornando o epitélio vulneravel ao HPV. Contu-
do, estes fatores ndo se mostraram significativos neste tra-
balho (p<0,05) devido a casuistica ser pequena, e estudos
futuros sdo necessarios a fim de confirmar estes percentuais.

CONCLUSAO

Levando-se em consideracao a prevaléncia de infec-
¢des assintomaticas pelo virus HPV, a alta subjetividade
diagnéstica e a variabilidade nos resultados citolégicos, este
trabalho valida a sensibilidade e precisdo das técnicas
moleculares na detec¢do do HPV. Desta forma, a PCR pos-
sibilita resultados mais confiaveis, possibilitando informa-
¢éo diagnoéstica mais ampla e determinante na conduta
médica. Entretanto, vale ressaltar que os custos na realiza-
¢do dos exames moleculares quando comparados a
citologia oncética ainda sao consideravelmente elevados,
dificultando assim sua indicagdo como método diagnoéstico
em grande escala.
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Abstract

Human papillomavirus infection (HPV) has been described as a growing
problem in public health considering its association with cervical cancer.
The aim of this study was correlate cytopathological study and
Polymerase Chain Reaction (PCR) technique for HPV diagnosis. Cervical
samples collected from one hundred forty eight women from Prata-MG
were diagnosed for the presence or absence of cytologic features that
indicate HPV infection as the nomenclature used. Were selected within
the criteria established, forty cervical samples for the molecular diagnosis
using nested-PCR method. The PCR detected the virus in 16/40 (40%)
of patients whose cytology did not detect cellular changes consistent
with HPV infection. PCR technique provides confiability on results,
determining the presence of the viru and its genotyping, wich enables a
broader diagnostic information determinat in the conduct of the patient.
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INTRODUCAO

Resumo

O cancer de mama ¢é descrito desde a Antiguidade, e alguns relatos comprovam que o
crescimento do tumor, por vezes lento e indolor, acabava comprometendo toda a glandula
mamaria na maioria dos casos. Na estimativa do Instituto Nacional do Cancer (Inca), o
ndmero de casos esperados para 2012 é de 52.680, sendo o risco estimado de 52 casos a
cada 100 mil mulheres; a incidéncia maior sera na regido sudeste, com 68 casos por 100
mil, a sobrevida média mundial apés cinco anos é de 61%, sendo que, no Brasil, as taxas
de mortalidades continuam elevadas. Objetivo: A finalidade desse estudo é avaliar a capa-
cidade da coleta de células em fluido mamario pelo método automatico. Casuistica e Mé-
todos: Foram analisadas 466 amostras de secre¢gdo mamaria, obtidas de 233 mulheres que
apresentaram secrecao de fluxo papilar submetidas a técnica de colheita automatica. O
material celular coletado foi conservado em meio liquido (Surepath™) e corado pela
metodologia de Prepstain™. As amostras foram avaliadas por microscopia ética e classifi-
cadas conforme caracteristicas citoldgicas e representacéao celular. Resultados: Das 233
mulheres submetidas a metodologia de Halo, 111 (47%) apresentaram representagéao celu-
lar satisfatdria para avaliagdo. As 111 pacientes com celularidade positiva originaram 159
(35%) amostras de fluido papilar das mamas direita e esquerda, sendo que 39 (35%) pacien-
tes apresentaram representagao celular em amostras da mama direita, 24 (22%) apresenta-
ram representacao celular em amostras da mama esquerda e 48 (43%) obtiveram de ambas
as mamas. Dentre os achados celulares representados nos esfregagos, observaram-se
células inflamatérias, dentre elas polimorfonucleares e células espumosas, hemécias, célu-
las ductais normais e com alteragdes reativas e atipicas. Conclusao: O sistema automatizado
demonstrou eficacia na coleta de aspiragéo de fluxo papilar, obtendo amostras celulares
preservadas para avaliagéo citolégica sem causar riscos as mulheres.

Palavras-chave
Halo Mamo Cito Test; citologia mamaria; citologia em meio liquido

cer de mama continuam elevadas, muito provavelmente
devido a demora na identificagédo das lesdes em estagios

O cancer de mama é descrito desde a Antiguidade,
e alguns relatos comprovam que o crescimento do tumor,
por vezes lento e indolor, acabava comprometendo toda a
glandula mamaria na maioria dos casos. Na década de
70, a Organizacao Mundial da Satide (OMS) registrou um
aumento em dez vezes nas taxas de incidéncia de cancer
de mama. Estimativa do Instituto Nacional do Cancer (Inca)
revela que o nimero de casos esperados para 2012 é de
52.680, sendo o risco estimado de 52 casos a cada 100
mil mulheres. No Brasil, as taxas de mortalidade por can-

iniciais. Na populagdo mundial, a sobrevida média apés
cinco anos é de 61%. Em 2008, 11.969 mulheres morrem
com a doenga.('?

A maioria dos canceres de mama se origina no epitélio
de revestimento dos ductos mamarios, apresentam cres-
cimento lento e evoluem a partir de lesGes precursoras,
identificadas microscopicamente. Estudos mostram que a
atipia epitelial ductal e a hiperplasia ductal atipica (ADH)
sédo indicadores de risco de desenvolvimento futuro de can-
cer de mama. Este aumento do risco tem sido avaliado
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através de metodologias invasivas e desconfortaveis como
a puncéao aspirativa por agulha fina (PAAF) e a mamo-
grafia.6

O fluido papilar ou secre¢ées, normalmente aspirado
nos ductos mamarios, € um material rico em proteinas e cé-
lulas capazes de serem avaliadas microscopicamente quan-
to a sua qualidade e caracteristicas microscopicas. A pro-
ducdo de fluido ocorre de 25% a 95% das mulheres. Ha
uma variedade de fatores associados com a capacidade
de produzir fluido papilar, particularmente relativas a carac-
teristicas intrinsecas da mama. A obtencéo deste material
se da pela compressdao manual da mama ou aspirado por
dispositivos manuais, compostos por seringas e dispositi-
vo de sucgéo, trazendo grande desconforto e pouca quali-
dade a amostra.*®

O Halo Mamo Cito Test™ (HMCT) € um método sim-
ples, seguro, rapido e automatizado para a coleta padroni-
zada de material de secrecéo de fluxo papilar, tem capaci-
dade de adquirir material celular com potencial para a
detecgdo precoce de lesGes benignas e neoplasicas de
células epiteliais ductais, e foi desenvolvido para obtencéao
de material usado no rastreamento do cancer de mama. A
associacdo HMCT com a citologia em meio liquido aumen-
ta a sensibilidade na identificagcéo de células, em virtude de
uma melhor preservacédo do material celular, melhorando o

grau de avaliagdo do risco para o desenvolvimento de can-
cer de mama.®7"

A finalidade desse estudo é avaliar a capacidade de
obtencdo de células viaveis para avaliagao citologica pelo
método automatico denominado Halo Mamo CitoTest™.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 466 amostras de secre¢gdo mama-
ria, obtidas de 233 mulheres que apresentaram fluido papilar
de mama por aspiragéo pelo método Halo. O material cole-
tado foi conservado em meio Surepath™ e corado pela
metodologia de Prepstain™. As amostras foram avaliadas
por microscopia o6tica e classificadas conforme protocolo e
representagao celular.O projeto foi aprovado pelo Comité
de Etica da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o
Paulo sob a responsabilidade do Prof. Dr. José Roberto
Filassi, professor titular da disciplina de Ginecologia da
Universidade de S&o Paulo.

A metodologia consiste de um aparelho automatizado
termo-controlado capaz de promover a dilatagé@o dos ductos
mamarios através do aquecimento da regido de aréola e
mamilo. Os copos acoplados nessa regido aplicam massa-
gem e succgdo, promovendo a extracdo do conteudo pre-
sente no interior do ducto (Figura 1).67

Figura 1. Dispositivo Halo antes e durante a aplicagdo ha mama, os copos sdo colocados sobre os seios da mulher e ajustados para se adequarem;
calor e sucgéo séo simultaneamente aplicados na mama através das pétalas dos copos, a compresséo leve é iniciada; qualquer amostra de NAF obtida
é transferida para um frasco de citologia com fixador para ser transportado para o laboratério de citologia.

Apo6s a captacao do fluido, as amostras foram pre-
servadas em meio liquido (Surepath™) e submetidas ao
preparo automatizado (PrepStain®). Esse material celular
foi enriquecido e submetido a ciclos de centrifugacéo para
a obtencao do pellet celular. Esse material celular foi trans-
ferido para uma camara de incubagdo montada numa la-
mina previamente revestida e as amostras foram submeti-
das ao processo de coloracdo de Papanicolaou auto-
matizado (Figura 2).¢7

RBAC.2019;51(1 supl.1):S134-8

RESULTADOS

Das 233 pacientes foram obtidas 466 amostras; apés
preparo e avaliacao, 307 amostras (66%) foram conside-
radas insatisfatérias, ndo apresentando nenhum tipo de re-
presentacao celular, e 159 amostras (35%), obtidas de 111
pacientes, apresentaram celularidade, sendo classificadas
como satisfatérias para avaliagdo. Quanto a lateralidade
das amostras, das 111 pacientes com celularidade positi-

135



Mansur S, Zonta MA, Vemame F, Filassi JR, Longatto Filho A

Figura 2. O PrepStain® transfere a amostra para a camara de incubagéo
montada nas ldminas, as células sedimentam por gravidade e é iniciado
o processo de coloragdo automatizado.

va, 39 (35%) pacientes apresentaram representacgéao celu-
lar somente em amostras da mama direita, 24 (22%) paci-
entes apresentaram representacao celular em amostras da
mama esquerda e 48 (43%) obtiveram de ambas as ma-
mas, conforme Grafico 1.

Representacao Celular

B Mama Direita
B Mama Esquesda

Dentre as amostras 159 satisfatorias, 156 (33%) fo-
ram diagnosticadas como processos benignos e trés (1%)
casos classificados como atipicos (Tabela 1).

Células inflamatoérias estavam presentes em 88% das
amostras satisfatérias. Tipos celulares como células ductais
com caracteristicas inflamatérias apresentavam aumento da
relacdo nucleo/citoplasma, hipercromia nuclear, cromatina
com distribuicdo homogénea formando pequenos grumos,
citoplasma basofilico, ora degenerado, distribuidas em meio
proteinaceo (Figura 3). Células espumosas, polimorfonu-
cleares, mononucleares também foram observadas em meio
proteinaceo (Figura 4). Trés (1%) casos exibiam células
ductais com atipia nuclear, exibindo um grau de discariose
leve, hipercromia nuclear e cromatina formando grumos,
observando-se grupamento e sobreposicédo de células em
meio proteinaceo (Figura 5).

Tabela 1 - A tabela mostra o resultado da avaliagdo celular das
amostras colhidas das 466 pacientes voluntarias

Diagndstico Citologico

Diagndstico Frequéncia Porcentagem
Insatisfatério 307 66%
Benigno 156 33%
Atipicos 3 1%
Maligno 0 0%
Total 466 100%

Tabela 2 - O quadro quantifica as células presentes nas 159 amostras
classificadas como satisfatérias para avaliagédo

Achados Celulares em Amostras Satisfatérias

Mama Direita e Esquerda Tipos Celulares Porcentagem
Epitelial 5%

L. o ~ K Ductal 37%
Grafico 1. O grafico mostra a representacdo celular referente a o
lateralidade das amostras satisfatérias em relagdo ao numero de Escamosa 80%
pacientes (111 pacientes). Inflamatéria 88%

£
A% -
-

Figuras 3 e 4. A figura 3 exibe a presencga de células ductais dentro dos padrées de normalidade. A Figura 4 exibe células espumosas e macréfagos

agrupados em meio proteindceo basofilico (Surepath™-Papanicolaou 40x).
Fonte: Acervo pessoal - Laboratério IN CITO - Citologia Diangnéstica Ltda.
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Figura 5. Observa-se células ductais, agrupadas e sobrepostas, com
nucleo apresentando discariose leve, condensagdo da cromatina e
citoplasma metacromatico, distribuida em meio proteinaceo (Surepath™-
Papanicolaou 40x). Fonte: Acervo pessoal - Laboratério IN CITO -
Citologia Diangnéstica Ltda

DISCUSSAO

O cancer de mama é uma doenca de alta morbidade
e mortalidade, aumentando o nimero de 6bitos entre as
mulheres. A ocorréncia de novos casos aumenta a cada ano.
Estes dados demonstram a importancia da deteccéo pre-
coce desta doenga, melhorando o prognéstico e o tratamento
dessas mulheres."

Os métodos disponiveis para detecc¢édo precoce, além
do autoexame, sdo o exame clinico da mama, mamografia,
ultrassonografia, ressonancia magnética, pungao aspirativa
por agulha fina (PAAF) e cory biopsy.&'?

O exame fisico é importante para identificacéo de né-
dulos palpaveis, cuja incidéncia é bastante elevada, porém
nesta fase podem indicar uma progressao da doenca. A
mamografia é o exame de escolha para mulheres acima
dos 40 anos de idade, bom na identificagdo de processos
em desenvolvimento, porém de baixa eficacia na identifica-
céo de estruturas em mamas densas, além do desconforto
significativo relatado pela grande maioria das mulheres no
ato do exame. O Breast Cancer Detection Demonstration
Project mostra que apenas 9% de canceres visualizados
na mamografia foram identificados no exame clinico.®'?

Um dos exames de escolha para melhorar a qualidade,
sensibilidade e especificidade no diagnéstico das lesGes de
mama é a ressonancia magnética, permitindo a identifica-
cao de lesdes em seus estagios iniciais, porém essa meto-
dologia, ainda cara e de baixa abrangéncia nos programas
de saude, ndo vem sendo usada em larga escala.

A puncéo aspirativa por agulha fina (PAAF) é um ex-
celente método para a identificagéo de alteracdes celula-
res, podendo diferenciar processos benignos e malignos
através de material citologico aspirado.'>"® Esse método
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apresenta boa sensibilidade, porém, é invasivo e descon-
fortavel para a mulher. Nazario et al.('® relataram que 80%
dos tumores mamarios palpaveis sao diagnosticados atra-
vés da PAAF, como alteragdes benignas, revelando-se um
procedimento desnecessario, pois estas alteragées benig-
nas poderiam ser diagnosticadas no exame de triagem pela
metodologia Halo.

A metodologia HMCT vem com o principal objetivo de
obtencéo de material celular com informacgdes capazes de
identificar precocemente algum tipo de doenca proliferativa
na mama de cunho maligno e benigno. Essa técnica nao
apresenta comprometimento invasivo, podendo ser utiliza-
da como método de rastreio, principalmente para o diag-
noéstico de nédulos ndo palpaveis e sem sintomatolo-
gia_(9,11,14,16,17)

O HMCT é um método de facil procedimento, demons-
trando eficacia na obtencédo de fluxo papilar contendo ou
ndo componentes celulares. A metodologia ndo oferece
desconforto para a mulher no ato da colheita de material.
Essa técnica de facil obtengéo nao requer nenhum tipo de
preparo para se fazer o exame.

Um ganho observado nessa tecnologia foi que, apés
uma massagem prévia das mamas e aquecimento propor-
cionado pelo método, observou-se uma maior saida de flui-
do papilar gerando uma maior celularidade.

O fato de o HMCT ser um exame de triagem e seleci-
onar pacientes sem sintomatologia justifica o nimero de
amostras sem representacéao celular (66%). Das amostras
com celularidade positiva, 88% apresentaram células infla-
matorias como células espumosas e polimorfonucleares,
concordando com os resultados de Andrea et al.,'® que
obtiveram células inflamatérias em 83% das amostras.

Em 98% dos casos, as células epiteliais ndo apresen-
taram nenhuma atipia, e nos casos suspeitos (2%) foram
observadas células epiteliais com discreta atipia, as quais
os esfregacos apresentaram um consideravel nimero de
células com nucleos apresentando discariose leve. Em re-
lagdo ao fundo do esfregaco, a literatura descreve fundo ge-
ralmente hemorragico em casos suspeitos e positivos para
malignidade. Neste estudo, o fundo manteve-se proteinaceo
e relativamente limpo, fato que é justificado pela utilizacao
do meio liquido.(8.8.11.13.14.18-20)

Um grande avancgo na melhoria da qualidade das célu-
las foi a associag@o do material obtido por aspiragéo e pre-
servado em meio liquido. O aproveitamento total da amostra
coletada e a possibilidade de utilizacdo em outras técnicas
diagnésticas se mostrou como um ganho deste método.

A qualidade da amostra, melhor distribuicdo das célu-
las, fundo limpo, caracteristicas citomorfoloégicas bem pre-
servadas s@o os grandes ganhos na associagado dos méto-
dos. Apreservacgéao das caracteristicas celulares permite que
mesmo com uma celularidade escassa é possivel dar um
diagnoéstico seguro.©2"
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A identificagé@o precoce dessas atipias aplicadas ao
uso de metodologias que garantam a qualidade das amos-
tras poderiam ser aplicadas na forma de programas de
rastreamento de possiveis lesées do tecido mamario, ante-
cipando possiveis evolugdes malignas em mulheres antes
dos 40 anos de idade.

CONCLUSOES

O HMCT mostrou ser capaz de obter material celular
para avaliacao diagnéstica.

A associagdo dessa metodologia ao método de
citologia em meio liquido garantiu uma melhor preservacgéo
da amostra e uma melhor qualidade na avaliagéo celular.

Abstract

Breast cancer is described since antiquity, some reports have shown
that tumor growth and sometimes slow and painless, all ended up
compromising the mammary gland in most cases. Estimate of the
National Cancer Institute (NCI), the number of cases expected for 2012
is 52,680, being the estimated risk of 52 cases per 100,000 women, the
incidence is higherin the Southeast with 68 cases per 100 000, survival
world average after five years is 61% in Brazil mortality rates remain
high. Objective: The purpose of this study is to evaluate the capacity of
collection of cells in breast fluid by automatic method. Methods: We
analyzed 466 samples of mammary secretion obtained from 233 women
who had papillary secretion flow subjected to automated harvesting
technique. The cellular material collected was preserved in liquid medium
(SurePath™) and stained with Prepstain™ methodology. The samples
were evaluated by light microscopy and classified according to cytological
features and cellular representation. Results: Of 233 women who
underwent methodology Halo, 111 (47%) showed satisfactory cellular
representation for evaluation. The 111 patients with positive cellularity
origaram 159 (35%) papillary fluid samples from right and left breasts,
with 39 (35%) patients had cellular representation in samples of the right
breast 24 (22%) patients had cellular representation in samples the left
breast and 48 (43%) patients had both breasts. Among the findings
represented in cell smears, there were inflammatory cells, among which
polymorphonuclear cells and foam cells, red blood cells, and normal
ductal cells and atypical reactive changes. Conclusion: The automated
system was effective in collecting suction flow papillary obtaining cell
samples preserved for cytological evaluation without causing risks to
women.
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Halo Mamo Cito Test; breast cytology; liquid based cytology
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INTRODUCAO

Resumo

O exame preventivo visa a detecgéo precoce de lesdes pré-neoplasicas, além de verificar a
microflora da vagina. O objetivo deste trabalho foi descrever a frequéncia dos resultados dos
exames de citologia oncética coletados em uma Unidade Basica de Saude no ano de 2009.
Trata-se de um estudo documental, com abordagem quantitativa. Foram analisados os re-
sultados dos exames preventivos de mulheres atendidas em uma Unidade Basica de Saude
localizada em S&o Luis-MA, realizados do periodo de janeiro a dezembro de 2009. A coleta
de dados foi realizada no Laboratério Central do Municipio, a partir do livro de laudos de
exames citopatolégicos. O banco de dados foi elaborado no programa Epi Info® 2008, ver-
s@0 3.5.1. Analisaram-se 1.150 resultados de exames de Papanicolaou, que resultaram em
1.658 diagndsticos. A idade das mulheres compreendeu dos 14 aos 89 anos, e a faixa etéria
que realizou maior nimero de exames foi dos 25 aos 35 anos (30,3% do total), sendo
também a faixa etaria mais acometida por afec¢des vaginais. Os agentes microbioldgicos
patolégicos mais prevalentes foram: Gardnerella vaginalis (15,80%), Candida sp. (8,20%).
Necessita-se adotar medidas preventivas que incentivem a realizagdo do exame de
Papanicolaou a partir de profissionais qualificados e de um sistema de salde acessivel as
mulheres.

Palavras-chave
Teste de Papanicolaou; satde da mulher; atengéo primaria a satde

A microflora da vagina pode ser analisada através do
exame preventivo,® que pode indicar ainda a presenca de

As inflamacdes e/ou infecgdes vaginais constituem uma
das principais causas de queixas em mulheres que procu-
ram clinicas ginecoldgicas.(” Podem ser causadas por agen-
tes infecciosos endogenos, por agentes sexualmente trans-
mitidos, ou por fatores fisicos, quimicos, hormonais, anat6-
micos e organicos. Podem haver sintomas ou a infeccao
pode ser completamente assintomatica.® Dentre os micror-
ganismos responsaveis pela infeccado, destacam-se Can-
dida sp., Gardnerella vaginalis e Trichomonas vaginalis.®
Assim, entende-se que as queixas ginecolégicas relacio-
nadas ao trato genital inferior constituem sindromes clinicas
que devem ser valorizadas e, sempre que possivel, solucio-
nadas antes da coleta do exame preventivo.®?

agentes patoldgicos, os quais, uma vez diagnosticados, de-
vem receber o tratamento adequado para controle da pro-
pagacéo dainfecgdo,®® visto que sdo um fator de risco para
o desenvolvimento do cancer cérvico-uterino. Porém, o
principal objetivo do exame é a deteccgéo precoce de le-
sbes pré-neoplasicas que, quando tratadas precocemen-
te, previnem o desenvolvimento do cancer do colo do Ute-
ro.® Este exame é conhecido popularmente como exame
de Papanicolaou, citologia oncética e PapTest.*

O exame citopatologico deve ser realizado priorita-
riamente nas mulheres a partir dos 25 anos de idade até os
64 anos.) Os fatores de risco mais importantes para o de-
senvolvimento do cancer do colo do utero sdo: infecgéao pelo
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papiloma virus humano (HPV); inicio precoce da atividade
sexual; multiplicidade de parceiros sexuais; tabagismo; bai-
xa condic¢do socioecondmica; imunossupressao; uso prolon-
gado de contraceptivos orais e higiene intima inadequada.®

O cancer do colo do utero é uma afeccéo progressiva
iniciada com transformacgdes intraepiteliais!” que possuem
um crescimento lento e silencioso, constituindo-se um im-
portante problema de satde publica no mundo. Para o Bra-
sil, no ano de 2012, esperam-se 17.540 casos novos de
cancer do colo do Utero, com um risco estimado de 17 ca-
sos a cada 100 mil mulheres. Destes, sdo esperados 780
casos para o estado do Maranhao, com aproximadamente
24 casos a cada 100 mil mulheres, e, para a capital, a inci-
déncia esperada é de 210 casos, sendo aproximadamente
38 casos a cada 100 mil mulheres.” Necessita-se aumen-
tar a cobertura da detecgédo precoce do cancer do colo do
Utero para que haja redugéo na mortalidade e no nimero de
casos novos. Nesse sentido, a atengéo primaria em saude
tem papel fundamental.®)

Considera-se a relevancia deste estudo no sentido de
oferecer subsidios para a implementacgéo de politicas publi-
cas voltadas para a populacao feminina, buscando fortale-
cer as estratégias de prevencgao primaria e secundaria (di-
agnéstico e tratamento precoce), que podem permitir o con-
trole das afecgdes ginecologicas.

Nesta perspectiva, o objetivo deste estudo foi analisar
a frequéncia dos resultados dos exames de citologia
oncética coletados em uma Unidade Basica de Saude no
ano de 2009.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo documental, retrospectivo com
abordagem quantitativa, desenvolvido no Laboratério Cen-
tral do Municipio (Lacem), que é responsavel pela analise
citopatolégica de todos os exames de Papanicolaou reali-
zados no municipio de Sao Luis-MA. A coleta de dados foi
realizada no periodo de janeiro a setembro de 2010.

Foram analisados os resultados dos preventivos de
mulheres atendidas em uma Unidade Basica de Saude (UBS),
localizada em Sao Luis-MA, mediante os critérios de inclu-
sd@o: mulheres submetidas ao exame de Papanicolaou no
periodo de janeiro a dezembro de 2009, de qualquer idade
e acompanhadas no servico de ginecologia da UBS. O total
de exames colpocitologicos analisados foi de 1.150.

Os critérios de exclusédo foram: os preventivos consi-
derados insatisfatérios para a analise e os que nao apre-
sentaram diagnésticos. Os dados referentes as variaveis
estudadas foram coletados no livro de laudos de exames
citopatolégicos referentes a UBS, que permanecem no La-
cem. Nele consta o nome, idade, data da coleta e do rece-
bimento do laudo do exame citopatolégico, bem como o re-
sultado do mesmo.
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Os dados coletados, que se constituiram da idade das
mulheres e do diagnéstico citolégico, foram armazenados
em um banco de dados no programa Epi Info® 2008, ver-
sd@o0 3.5.1., apresentados em forma de tabelas e discutidos
a partir de confronto com a literatura pertinente.

A pesquisa foi autorizada pela Superintendéncia de
Educacéo e Saude da Secretaria Municipal de Satude da ci-
dade de S&o Luis. O projeto foi submetido ao Comité de Eti-
ca em Pesquisa do Hospital Universitario da Universidade
Federal do Maranh&o e aprovado sob protocolo 3100/11.

RESULTADOS

A amostra do estudo abrangeu 1.150 resultados de
exames de Papanicolaou, que resultaram em 1.659 diag-
noésticos. Os agentes microbiolégicos foram analisados con-
forme a sua frequéncia nos resultados de exames e néo pelo
namero de exames preventivos realizados.

A faixa etaria das mulheres compreendeu o intervalo
dos 14 aos 89 anos, com o maior nUmero de exames pre-
ventivos realizados entre mulheres com 25 aos 30 anos,
correspondendo a um total de 30,3% (348) dos exames pre-
ventivos, seguido pela faixa etaria dos 36 aos 46 anos, com
25,2% (290) dos exames; a faixa etaria dos 14 aos 24 anos
com 19,7% (226) do total de exames e dos 47 aos 57 anos,
na qual verificaram-se 15,2% (175) exames. Destaca-se a
auséncia de informacéo sobre a idade em 0,6% (7) dos re-
sultados de preventivos.

Concernente a andlise microbiol6gica dos resultados
dos exames de citologia oncética, pdde-se observar a
frequéncia de diagnésticos distribuidos da seguinte forma:
Cocos com 27,37% (454), seguido de Bacilos com 23,80%
(3995), Lactobacillus sp. com 18,14% (301), Gardnerella
vaginalis com 15,80% (262), Candida sp. com 8,20% (136),
Outros com 4,04% (67), NICI com 1,15% (19), Insatisfatorio
com 0,84% (14), Trichomonas vaginalis com 0,54% (09), e
NIC Il e NIC Il e [l com 0,06% cada (um caso) (Tabela 1).

Tabela 1 - Distribuicdo das frequéncias dos diagnésticos de citologia
oncdtica, segundo microbiologia no Laboratério Central do Municipio
de S&o Luis, 2009

Microrganismos Total de diagndsticos %

Cocos 454 27,37
Bacilos 395 23,80
Lactobacillus 301 18,14
Gardnerella 262 15,80
Candida 136 8,20
Outros 67 4,04
NIC | 19 1,15
Insatisfatorio 14 0,84
Trichomonas 9 0,54
NIC Il 1 0,06
NIC Il e 11l 1 0,06
Total 1.659 100
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A categoria definida como Outros inclui resultados de
citologia oncoética com presenca de flora indistinta, flora
indeterminada, atrofia, metaplasia imatura, citélise, com-
pativel com lesdo do virus da herpes, e sem diagnostico.
N&o houve resultado de adenocarcinoma ou adenocar-
cinoma invasor.

Quanto aos agentes microbiol6gicos e as idades das
mulheres (Tabela 2), verificou-se que a faixa etaria que ob-

25 aos 35 anos, com: 27,1% (123) de cocos, 37,6% (131)
bacilos, 34% (89) Gardnerella sp., 32,4% (44) Candida
sp. e 47,4% (09) de NIC |. Para Lactobacillus sp., a faixa
etaria com maior prevaléncia foi dos 26 aos 36 anos com
32,1% (93). Trichomonas vaginalis obteve frequéncia de
22,2% (dois casos) que se manteve nas faixas etarias de
14 aos 57 anos. Quanto as idades dos diagnésticos de
NIC Il e NIC Il e lll, foram respectivamente 42 anos e 58

teve maior prevaléncia de agentes microbiol6gicos foi dos anos de idade.

Tabela 2 - Distribuicao das frequéncias dos diagnésticos de citologia oncética por faixa etaria, segundo microbiologia no Laboratério Central
do Municipio de Séo Luis, 2009

Resultados
Faixa etaria Cocos Bacilos Lactobacillus sp. G. vaginalis Candida sp. T. vaginalis NIC | Outros
(emanos) n % n % n % n % n % n % n % n %
14-24 88 194 72 319 57 252 76 290 25 18,4 2 22,2 6 31,6 5 6,2
25-35 123 271 131 376 89 256 89 340 44 324 2 22,2 9 47,4 14 17,3
36-46 103 22,7 108 37,2 93 321 65 248 40 294 2 22,2 2 10,5 16 19,8
47 - 57 68 150 60 343 49 280 24 92 24 17,6 2 22,2 1 53 21 259

58 - 68 51 11,2 20 26,7 8 10,7 5 1,9 2 1,5 1 11,1 0 0,0 17 21,0
69 - 79 15 33 2 8,7 3 13,0 0 0,0 1 0,3 0 0,0 1 53 5 6,2
80 - 90 4 0,9 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 3 3,7
Nao 2 0,4 2 28,6 2 28,6 3 1,1 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
informado
DISCUSSAO genital feminino possui um mecanismo de defesa natural

A faixa etaria que realizou maior nimero de exames
citopatolégicos correspondeu dos 25 a 35 anos, seguida
pela faixa etaria dos 36 aos 46 anos, sendo compativel
com o rastreamento oportunistico. Verificou-se uma ordem
crescente do nimero de preventivos dos 14 até os 46 anos,
com decréscimo significativo a partir dos 47 anos. Assim,
o namero de preventivos realizados diminuiu com o aumen-
to da idade, o que também foi observado na literatura.("®)
Em um estudo realizado em Goias com as mulheres sub-
metidas ao exame de Papanicolaou, o nimero de exames
preventivos realizados diminuiu a partir da faixa etaria de
51 a 60 anos, com somente 10,3% do total de exames re-
alizados."

Nesse contexto, apontou-se um estudo observacional
realizado em um municipio de pequeno porte do norte do
Parana, onde se constatou que 7,7% das mulheres com 60
anos ou mais apresentaram alguma alteracdo no exame de
Papanicolaou.® Diante dessa realidade, essas mulheres de-
vem ser incentivadas a realizagdo do exame preventivo. O
desconhecimento sobre a necessidade de fazer o exame
nessa faixa etaria € um dos fatores pelos quais as mulheres
ndo buscam sua realiza¢éo.("?

Em relagdo a analise microbiolégica dos resultados
de citologia oncética, é necessario ressaltar que o trato
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contra microrganismos patogénicos, que se caracteriza pela
presenca de lactobacilos em sua microbiota.!"" Lactobacillus
sp., Cocos, e outros bacilos sdo achados microbiol6gicos
considerados normais, uma vez que compdem a microbiota
vaginal.("?

Quando ha um desequilibrio na microbiota vaginal,
microrganismos patogénicos proliferam-se,!"® o que levara
a infeccdes cérvico-vaginais; entre estes microrganismos,
destacam-se: Gardnerella vaginalis, Candida sp. e Tricho-
monas vaginalis.® Pesquisas indicam que vaginites e
vaginoses podem facilitar a infecgdo pelo HPV, o que se
relaciona com o cancer do colo do utero.(™

Conforme os resultados da pesquisa, a Gardnerella
vaginalis, um dos agentes bacterianos mais frequentemen-
te associados a vaginose bacteriana, foi encontrado em
15,80% (262 casos) dos resultados de exames analisados.
O exame de Papanicolaou tem boa sensibilidade para o
diagnoéstico de G vaginalis, embora ndo seja o seu princi-
pal objetivo.("™ Nesta pesquisa foi a bactéria que mais se
evidenciou, sendo constatado ainda em outros estudos com
uma prevaléncia significante.("'®

Em pesquisa realizada em uma UBS da periferia de
Fortaleza, com o objetivo de avaliar os resultados de exa-
mes citopatolégos para fins preventivos em mulheres em
uma Unidade Bésica de Salde da periferia de Fortaleza no
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ano de 2007, a frequéncia de Gardnerella encontrada foi de
19,6%.(1)

Ainfeccdo por G vaginalis causa geralmente corrimen-
to vaginal de cor esbranquicada, acinzentada ou amarela-
da, de odor fétido semelhante a "peixe podre", que se acen-
tua apos as relagdes sexuais e no periodo menstrual, aco-
metendo principalmente mulheres em idade reprodutiva.'”
A etiologia ainda nao esta definida, porém, parece estar
relacionada com a alta frequéncia de coitos, uso do dispo-
sitivo intrauterino (DIU), espermicidas, antibiéticos de largo
espectro e o uso de duchas vaginais.("

Neste estudo, a faixa etaria mais acometida foi dos
25 aos 35 anos, com 34% dos diagnésticos (89 casos). Ha
ainda estudiosos que relacionam a maior prevaléncia de
infeccdo por G vaginalis a faixa etaria, sendo mais preva-
lente de 21 a 30 anos, ao menor grau de escolaridade e ao
tipo de ocupacéo, sendo mais associada a mulheres com
atividades de comércio e do lar (donas de casa e domésti-
cas).!”®

O segundo microrganismo potencialmente patogénico
mais prevalente neste estudo foi a Candida sp., presente
em 8,20% das amostras (136 casos). Outros estudos tam-
bém apontam frequéncia significativa de Candida sp.® Em
uma pesquisa, realizada no Espirito Santo, a prevaléncia
de infeccdo por Candida sp. foi de 9,3%, constituindo-se
também na segunda maior prevaléncia do estudo.(™® A faixa
etaria mais acometida foi dos 25 aos 35 anos de idade com
32,4% dos diagnosticos (44 casos).

A presenca de Candida sp. no resultado de exame
citopatolégico pode ou néo indicar a presenca de infecgéo
por este fungo, ja que pequena quantidade ja é suficiente
para indicar sua presenga, mas nao infe¢do.("®

A candidiase vulvovaginal € uma infecg¢éo causada por
fungos ou por levedura causada por cepas de Candida. Esta
pode ser encontrada em muitas mulheres, porém, sao
assintomaticas. O desequilibrio que acarreta mudanga do
estado assintomatico para o sintomatico é observado com
maior frequéncia na gravidez ou na presenga de uma condi-
¢éao sistémica, como diabetes melito e infecgéo por virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), ou quando as pacientes
estdo recebendo certos medicamentos, como corticoste-
roides ou contraceptivos orais. O quadro sintomatico é ca-
racterizado por prurido e subsequente irritacao, e secregéo
esbranquicada.® A ocorréncia esta associada a habitos
sexuais, higiénicos ou comportamentais.'”

O Trichomonas vaginalis € o agente causador da do-
enca sexualmente transmissivel (DST) nao viral mais comum
e foi observado em 0,54% dos resultados (9 casos). No
estado do Rio de Janeiro, encontrou-se prevaléncia de 1,79%
de resultados positivos para Trichomonas sp.?® Observa-
se que nao s6 no local da pesquisa mas também em outros
estudos o T. vaginalis foi mais inferior que os demais micror-
ganismos estudados.®182"
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A ocorréncia deste diagnéstico foi observada em igual
porcentagem (22,2% dos casos) nas faixas etarias dos 14
aos 24 anos, dos 25 aos 35 anos, dos 36 aos 46 anos, dos
47 aos 57 anos. Assim, ndo se observaram mudancas sig-
nificativas na prevaléncia de T. vaginalis na sua distribui-
cao relacionada as faixas etarias das mulheres.

Nas ultimas décadas, observa-se que o nimero de
casos de tricomoniase teve uma diminuicdo substancial, e
um dos motivos é o aumento do incentivo ao uso do preser-
vativo nas relagdes sexuais.®

T. vaginalis é transmitido por meio da relagé@o sexual
e pode sobreviver por mais de uma semana sob o prepucio
do homem sadio apés o coito com mulher infectada. Ape-
sar disso, transmiss@o nao sexual teoricamente pode ocor-
rer em casos de duchas contaminadas, espéculos ou as-
sento de vasos sanitarios.??

Os homens geralmente séo assintomaticos, ja as mu-
Iheres podem apresentar corrimento vaginal abundante,
disuria, ou polaciuria, dor pélvica,'® odor vaginal anormal e
prurido vulvar;?? assim, deve-se orientar o tratamento do
casal em conjunto.?'® A tricomoniase vaginal pode alterar a
classe da citologia oncolégica,?* por isso, deve-se realizar
o tratamento e repetir a citologia apo6s trés meses.*

Quanto as neoplasias intraepiteliais, verificou-se
prevaléncia de 19 (1,15%) resultados de preventivos que
indicavam NIC |, com maior nUimero de casos dos 25 aos
35 anos (47,4% dos casos); e 0,06% (1 caso) paraNIC Il e
para NIC Il e NIC lll. Uma pesquisa documental, realizada
em uma UBS no Ceard, constatou que as neoplasias intra-
epiteliais I, 1l e Ill foram identificadas em 14 preventivos
(1,2%).1"® Os resultados de NIC I, neste estudo, foram sig-
nificativamente superiores aos de NIC Il e lll. N&o foi evi-
denciado na pesquisa nenhum laudo de carcinoma in situ
e invasor.

O colo do utero é revestido por varias camadas de
células epiteliais pavimentosas, arranjadas de forma bas-
tante ordenada. Quando a desordem ocorre nas camadas
mais basais do epitélio estratificado, estamos diante de
uma Neoplasia Intraepitelial Cervical Grau | - NIC | - Baixo
Grau (anormalidades do epitélio no 1/3 proximal da mem-
brana). Se a desordenagéo avanca 2/3 proximais da mem-
brana estamos diante de uma Neoplasia Intraepitelial
Cervical Grau Il - NIC Il - Alto Grau. Na Neoplasia Intraepitelial
Cervical Grau lll - NIC 1l - Alto Grau, o desarranjo é obser-
vado em todas as camadas, sem romper a membrana
basal.®

De acordo com uma pesquisa realizada em Sao Pau-
lo, os fatores de risco para o diagnéstico tardio de lesao
do colo do utero séo: idade igual ou superior a 35 anos,
nao achar importante o exame de Papanicolaou, néo sa-
ber a diferencga entre o exame ginecolégico e o exame de
Papanicolaou, histérico de laqueadura e auséncia de sin-
tomas.®
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Neste estudo, 1,2% dos resultados de exames pre-
ventivos foram considerados como insatisfatorios, o que
demonstra a necessidade de se implantarem programas
de treinamento nas UBS para a melhoria na qualidade das
amostras, desde a coleta até a emissado dos laudos, sen-
do fundamental para o sucesso dos programas de
rastreamento citol6gico.?

Diante dessa realidade, cabe aos profissionais de
saude atender de forma integral, informando a mulher so-
bre a importancia da realizagéo do preventivo, e participar
de programas de educacéao permanente para aperfeigoa-
mento da pratica profissional. Além disso, as a¢cdes para
controle do céancer de colo do Utero devem ser acessiveis
a populacao e resolutivas.('?

CONCLUSOES

A prevaléncia de agentes patolégicos e de lesdes
intraepiteliais mostraram-se relevantes e desafiadoras nes-
te estudo. Assim, é fundamental que se adotem medidas
preventivas para se evitarem afecgdes ginecoldgicas; para
isso, sdo necessarios profissionais qualificados e um sis-
tema de saude acessivel as mulheres e integrado entre os
niveis de assisténcia a salde.

Neste sentido, a Estratégia Saude da Familia pos-
sui um papel fundamental no rastreamento, acompanha-
mento e desenvolvimento de programas de educacdo em
saude para as mulheres que procuram a atengao basica
de saude.

O conhecimento dos resultados de exames preventi-
vos oferece aos profissionais a oportunidade de fundamen-
tar suas agdes e contribuir para a qualidade da assistén-
cia da saude da mulher.

O estudo apresentou limitagées quanto a coleta de
dados porque os dados fornecidos no livro de laudos séo
insuficientes, pois ndo possuem demais dados demogra-
ficos, socioecondmicos, dificultando uma analise mais am-
pla de fatores de risco. Incentiva-se a realizacao de outros
estudos que abordem também a relacdo das condicdes
socioecondmicas e clinicas com os diagnésticos dos exa-
mes citopatolégicos.
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Abstract

The screening test is aimed at early detection of precancerous lesions,
and to identify the microflora of the vagina. The objective was to describe
the frequency of examination results of cytology collected in a health
basic unit in 2009. This is a documentary study with a quantitative
approach. We analyzed the results of preventive women attended at a
Health Basic Unit located in Sao Luis - MA, conducted from January to
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December 2009. Data collection was performed at the Central Laboratory
of the City, from the book of reports of cytopathology. The database was
developed using Epi Info 2008 ®, version 3.5.1. We analyzed 1.150
results of Pap tests, which resulted in 1.658 diagnoses. The age of
women comprised of 14 to 89 years, and age has done more tests was
25to 35 years (30.3% of total), and also the age group most affected by
vaginal disorders. The pathological microbiological agents were most
prevalent: Gardnerella vaginalis (15.80%), Candida sp. (8.20%). Need to
adopt preventive measures to encourage the implementation of the Pap
smeat, from qualified professionals and a health system accessible to
women.

Keywords
Vaginal smears; women's health; primary health care
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Quality control in clinical laboratories of Anapolis city, GO

Darcimeire Fernandes de Lima’
Jivago Carmeiro Jaime?

INTRODUCAO

Resumo

Controle da qualidade s&o técnicas e atividades operacionais utilizadas para monitorar o
cumprimento dos requisitos da qualidade especificados. Sabe-se que o mercado esta sen-
do muito disputado e, para se manter ativo, o laboratério de analises clinicas deve buscar a
melhor qualidade através de programas intra e interlaboratoriais. Nestes programas, todos
os processos analiticos desenvolvidos devem ser continuamente monitorados pelos contro-
les de qualidade, permitindo assim detectar falhas que possam ocorrer dentro do sistema
analitico e assim tomar decisdes no sentido de corrigir tais problemas. O controle da quali-
dade em laboratdrio clinico € um processo muito amplo e deve alcancar todos os processos
de analises desde o primeiro contato com o cliente até a entrega dos resultados. O objetivo
deste trabalho foi verificar a participagdo dos laboratérios de andlises clinicas de Anapolis
em programas de controle de qualidade analitico. A metodologia foi realizada por meio de
pesquisa bibliografica e questionarios destinados ao setor de controle da qualidade com
guestionamentos pertinentes a avaliagéo proposta pelo trabalho. A pesquisa foi realizada na
cidade de Anapolis-Goias, onde foram pesquisados 25 laboratérios de andlises clinicas. Os
dados mostram que grande parte dos laboratérios de Anapolis esta inscrita em programas
de controle de qualidade, atendendo assim os requisitos da RDC 302 daAnvisa. Percebe-se
também que presenga do farmacéutico € muito pequena, ficando bem abaixo dos profissio-
nais biomédicos. Isso mostra que o farmacéutico ndo esta tendo interesse pela area e/ou
estd perdendo o seu espago no mercado. Com os resultados obtidos conclui-se que os
laboratérios de analises clinicas cumprem com suas metas no controle de qualidade anali-
tica dos seus processos, tendo como consequéncia a boa execucgéo produtiva de seus
servigos, conseguindo alcangar a confiabilidade de seus clientes.

Palavras-chave
Controle da qualidade; gestao da qualidade; regras de \Westgard

necessidade de sua implantagéo nas industrias, mas logo
ap6s a Il Guerra Mundial esse acontecimento, no Japéo, foi

O controle da qualidade (CQ) ndo é uma proposta que
surgiu recentemente, desde a pré-historia os produtos de
ma qualidade ja poderiam ser reconhecidos como objetos
que nao atendiam as expectativas dos artesdos e eram
descartados. O controle da qualidade surgiu em outros pa-
ises bem antes da Revolugéo Industrial, mas pode-se con-
siderar como implantado numa amplitude maior principal-
mente nos paises com maior nivel de desenvolvimento eco-
némico. Apos a Revolugéo Industrial, quando houve a evo-
lugdo tecnologica, a busca da qualidade deu grande énfase
nos processos de produgdo."

A preocupagéo com o CQ comegou mesmo no século
XX quando o sistema da qualidade comecou a despertar a

ao apice, onde a area produtiva e mercadolégica do pais
se sentiu ameacada por outros paises, os quais mostravam
maiores qualificagdes e isso fez com que surgisse o que se
chama Sistema Toyota de Producgéo, onde varias industri-
as, principalmente a industria automobilistica, se expandi-
ram juntamente com a Toyota, a qual implantou novos con-
ceitos e metas de qualidade na area produtiva de seus au-
tomoveis para atender as necessidades de outros paises
que foram destruidos pelas guerras."

Apos a guerra, o Japao se sentiu destruido e acaba-
do, mas néo deixou de se desenvolver, procurando possibi-
lidades de se sobressair a chamada crise de competi-
tividade. Portanto, foi necessaria uma reestruturagédo e uma
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"limpeza" geral. Para que isso ocorresse foi implantado o
Método 5S, que sé@o conceitos basicos e simples de algu-
mas regras que fazem a diferen¢a na qualidade, sendo a
base da implantagdo do Sistema da Qualidade Total nas
empresas. No Brasil, somente em 1991 o Método 5S foi
implantado, viabilizando mudancas de comportamento e de
atitude das pessoas, possibilitando o desenvolvimento de
um ambiente propicio a obtengao da qualidade total.??

Com o mercado atual muito competitivo, os laboraté-
rios de analises clinicas sentiram a necessidade de buscar
a sua expansao no mercado adotando o Sistema de Con-
trole da Qualidade (CQ). Dentro dos laboratérios, o CQ tem
uma importancia muito grande, pois através da sua implan-
tacdo e da utilizacédo de ferramentas analiticas seus proces-
sos analiticos podem ser monitorados constantemente, re-
sultando em uma maior seguranca em seus laudos e, por
consequéncia, confiabilidade dos seus clientes.

Segundo a Resolugéo da Diretoria Colegiada - RDC
302, de 13 de outubro de 2005, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa), que dispde sobre Regulamento
Técnico para funcionamento de laboratérios clinicos, con-
trole da qualidade sao técnicas e atividades operacionais
utilizadas para monitorar o cumprimento dos requisitos da
qualidade especificados.

No Brasil, somente na década de 1970 e 1980 os pro-
gramas de controle da qualidade em laboratério clinico fo-
ram implantados, através da ControlLab, em 1976, quando
criou o primeiro programa de controle de qualidade interno
e externo em bioquimica do pais, o Programa Nacional de
Controle da Qualidade (PNCQ), também, em 1976, patroci-
nado pela Sociedade Brasileira de Analises Clinicas (SBAC)
e o Programa de Exceléncia para Laboratérios Clinicos
(PELM), em 1977, patrocinado pela Sociedade Brasileira
de Patologia Clinica (SBPC).®

Para participar dos programas de controle da quali-
dade laboratorial, os laboratérios de analises clinicas de-
vem primeiramente definir quais sao suas atividades anali-
ticas e entdo se inscrever junto a um ou mais programas
disponiveis no ambito nacional e/ou internacional.

Até recentemente poucos laboratérios sentiam a ne-
cessidade de buscar e controlar a qualidade de seus servi-
¢os prestados, muitos acabavam por utilizar controles de
qualidade préprios, porém sem qualquer tipo de padroniza-
¢éo que pudesse ser avaliado de forma mais sistematica. A
chegada da RDC 302 e por consequéncia a obrigatoriedade
de implantacdo de um servigo de controle da qualidade obri-
gou uma fracao significativa de laboratorios a se inscrever
em programas de controle de qualidade. Os laboratérios
tém percebido que, além de agregarem maior qualidade
aos servigos prestados, o controle da qualidade passou a
ser também visto como uma estratégia de marketing junto a
seus clientes médicos e pacientes. Como maneira de divul-
gar esta condicdo, os laboratérios dispéem de selos com
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atestados de participagcado em controle da qualidade e certi-
ficados de qualidade mensal e anual que podem facilmente
ser divulgados a seus clientes.

A avaliagdo da implantagdo de um dos controles da
qualidade nos laboratérios de andlises clinicas, aliado a um
programa de garantia da qualidade permite observar as pra-
ticas utilizadas e tracar metas para aperfeicoa-las e produ-
zir exames de qualidade. Além disto, é possivel manter sob
constante vigilancia os aspectos relativos a seguranca da
instalacdo e dos individuos que, direta ou indiretamente,
estdo envolvidos na execucao dos exames atendendo aos
requisitos do Regulamento da Agéncia Nacional de Vigilan-
cia Sanitaria.

O objetivo deste trabalho foi verificar a participacao
dos laboratérios de analises clinicas de Anapolis nos pro-
gramas de controle de qualidade analitico: PNCQ, PELM
ou ControlLab.

REFERENCIAL TEORICO

A preocupacdo com qualidade existe desde que o ho-
mem comegou a manufaturar utensilios. Na pré-histéria, quan-
do o artesdo separava os vasos de ceramica que julgava
nao bonitos e os quebrava, estava fazendo controle da qua-
lidade.®

O século XX é considerado como o Século da Quali-
dade, pois os conceitos de qualidade sofreram uma evolu-
¢éo consideravel em fungéo das caracteristicas do tipo de
servicos prestados pelas empresas. As ideias que antes
pareciam corretas, hoje sdo consideradas ultrapassadas.
O conceito da qualidade tem evoluido acompanhando o rit-
mo das mudangas vividas pela sociedade. Hoje, a qualida-
de de um produto néo se refere apenas a sua beleza ou ao
alto custo, mas, sim, se ele atende as especificacdes e ex-
pectativas do cliente. Com relagé@o ao percentual de rejei-
¢do que antes era aceitavel pelo setor de produgéo, tem-se
uma visao completamente diferente segundo os conceitos
de qualidade desenvolvidos na atualidade de maneira que
os indices que antes eram aceitos ou tolerados sao pratica-
mente inexistentes, ou seja, procura-se alcancar o "defeito
zero".

Sabe-se que o mercado esta sendo muito disputado
e, para se manter ativo, o laboratério de anadlises clinicas
deve buscar a melhor qualidade através de programas intra
e interlaboratoriais. Nestes programas, todos os processos
analiticos desenvolvidos devem ser continuamente monito-
rados pelos controles da qualidade, permitindo assim de-
tectar falhas que possam ocorrer dentro do sistema analiti-
co e assim tomar decisdes no sentido de corrigir tais pro-
blemas.®

A area de diagnostico laboratorial vem passando por
intensas modificagdes ao longo dos anos, e com a regula-
mentagédo proposta pela RDC 302 temos observado um
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maior nimero de laboratérios realizando controle da quali-
dade em seus processos analiticos. Segundo dados obti-
dos da SBAC, 2009, no Brasil estimam-se a existéncia de
aproximadamente 18 mil laboratoérios; destes, apenas cer-
ca de 5.500 estao inscritos nos programas de controle da
qualidade. Poucos laboratérios participam de dois ou mais
programas. Apesar de obrigatério, ndo mais que 30% do
total de laboratérios do pais fazem parte de algum progra-
ma oficial de controle da qualidade, mantido pelas socieda-
des cientificas e, destes, alguns néo estdo aptos a receber
os certificados de exceléncia e 6timo desempenho por nao
responderem a todas as avaliagdes ou nédo atingirem os in-
dices de desempenho necessarios para tal.

Com o crescente aumento da demanda analitica e a
disponibilidade do uso de equipamentos de automacéo, o
laboratério tem a capacidade de fornecer respostas rapi-
das com maior eficiéncia no controle da qualidade e na im-
plantacdo de mecanismos que possam promover a moder-
nizacédo das estruturas laboratoriais, buscando viabilizar a
relagdo médico/paciente no tratamento de patologias.®

O controle da qualidade em laboratério clinico € um
processo muito amplo e deve alcancar todos os processos
de analises desde o primeiro contato com o cliente até a
entrega dos resultados.® O processo tem inicio ainda na
fase pré-analitica, onde ha o preparo do paciente até o mo-
mento em que o exame solicitado seja coletado. Segundo
as Recomendacgdes da SBPC/ML (Sociedade Brasileira de
Patologia Clinica/Medicina Laboratorial), 2005, esta é a fase
onde ocorre a maior parte dos erros dentro do laboratério.
Seguindo o processo temos a fase analitica, onde as anali-
ses sdo realizadas segundo métodos e técnicas padroniza-
das e validadas. Nesta fase, o ClQ deve fazer parte como
uma amostra qualquer e seus resultados serem avaliados
para validar as analises realizadas ou néao. A Ultima etapa
do processo compreende a fase pés-analitica em que se
destaca a emissao e conferéncia dos laudos, devendo ser
monitorada para se evitarem erros que possam prejudicar
o exame final.(”

Os laboratoérios de analises clinicas devem realizar os
controles interno e externo da qualidade, conforme norma
estipulada pela RDC 302, de 13 de outubro de 2005. Estes
controles tém diferentes fungdes quando aplicados na roti-
na laboratorial, podem ser avaliados separadamente das
amostras dos pacientes ou em conjunto com essas amos-
tras, dependendo do tipo de sistema analitico que o labora-
tério dispde. O Controle Interno da Qualidade (CIQ) tem o
objetivo de assegurar um funcionamento eficiente e confiavel
dos procedimentos laboratoriais através da reprodutibili-
dade e exatidado de seus resultados. Estes tipos de controle
podem ser realizados simultaneamente ou ndo as amos-
tras dos pacientes, e os mesmos deveriam preferencialmen-
te ser analisados anteriormente para validar o sistema ana-
litico, porém observa-se que nem sempre isto é realizado
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dessa forma, principalmente quando se tem um sistema
analitico manual ou semiautomatizado.®

Controle Interno da Qualidade (CIQ)

O Controle Interno da Qualidade & incluido rotineira-
mente em cada processo analitico. Os valores dessas amos-
tras sdo conhecidos pelo analista, e essas amostras tém a
finalidade de ajuda-lo a decidir se o sistema analitico esta
ou ndo reproduzindo resultados analiticamente confiaveis
e, quando alterados, permite detectar e estimular tomadas
de decisdo no sentido de se buscar a causa do erro e
soluciona-lo. O funcionamento de um programa de controle
interno da qualidade pode ser representado através de por
um fluxograma, como demonstrado na Figura 1.®

Inicio

Instituir
o processo analitico

Modificar o método analitico
ou o critério de qualidade ou
sistema de controle

X

Decidir o critério de Resultados do controle
controle rejeitados

\

Estabelecer o
sistema de controle

\‘ Coletar os resultados

Analisar os
resultados

Resultados do confrole
aceitos pelo laboratorio

v

Resultados dos exames
liberados para o médico

Figura 1. Fluxograma representando as diferentes fases do Controle
Interno da Qualidade.®

Cada laboratorio de analises clinicas deve estabele-
cer os limites aceitaveis de seus CIQ, e esses limites sdo
estabelecidos ap6s arealizagdo de, no minimo, vinte dosa-
gens de cada analito. Uma vez estabelecidos média e des-
vio padréo, os dados dos controles da qualidade devem ser
rotineiramente avaliados segundo esses valores. As anali-
ses diarias do ClQ plotadas em um gréfico Levey-Jennings
e interpretadas segundo as regras de Westgard permitem
classificar os erros ocorridos e, por consequéncia, se to-
marem decisdes no sentido de corrigi-los.

Existem ferramentas que s&o usadas no controle in-
terno da qualidade buscando informacgdes sobre as anali-
ses para saber se estédo dentro ou fora de controle. Os sis-
temas mais utilizados séo os gréaficos de Levey-Jennings e
a utilizacéo das regras de Westgard. Os graficos de contro-
le passaram a ser empregados nos laboratoérios clinicos por
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Levey-Jennings, em 1950, a partir de técnicas de controle
desenvolvidas para a industria. Henry e Sagalove (1952)
difundiram aplicagédo dos graficos de Controle de Levey-
Jennings, analisando simultaneamente amostras de contro-
le (valores conhecidos) juntamente com amostras de paci-
entes (valores desconhecidos).® Nas aplicagées, principal-
mente bioquimicas, as regras de Westgard mais recomen-
dadas s@o aquelas em que se aplicam duas ou quatro me-
dicdes de controle por corrida, as quais séo interpretadas
pelas regras multiplas, que facilitam a interpretacéo dos gra-
ficos na identificacdo de erros, sejam eles aleatérios ou sis-
tematicos, podendo perceber também a exatidao e a preci-
sao das andlises.®

O grafico de controle de Levey-Jennings deve ser rea-
lizado para cada analito avaliado no laboratério, no qual se
deve diariamente colocar neste grafico os resultados obti-
dos no ensaio do analito na amostra controle, buscando
detectar os resultados "dentro de controle" e "fora de con-
trole. Quando os resultados dos controles estiverem "dentro
dos Limites Aceitaveis de Erro (LAE)" (média * 2s), o resul-
tado do exame pode ser liberado, caso contrario, ou seja,
se os resultados dos controles estiverem "fora dos LAE"
(média * 2s), os exames dos pacientes devem ser retidos.
Semanalmente, o grafico de controle deve ser examinado
com vistas a detectar se esta ocorrendo tendéncia, desvio,
perda da exatidao e perda da precisdo.®

Controle Externo da Qualidade (CEQ)

O Controle Externo da Qualidade é o controle inter-
laboratorial. Esse tipo de controle é feito com amostras des-
conhecidas, enviadas pelos programas de gestdo de CQ
aos laboratorios participantes e devem ser analisadas se-
guindo os mesmos procedimentos técnicos e metodolégicos
das amostras de uma rotina laboratorial e seus resultados
devem ser reportados ao programa de CQ ao qual o labo-
ratério esta inscrito. Logo ap6s, cada laboratério recebe um
relatorio especificando as médias de desvio padrao obti-
das pelos outros laboratérios participantes, e o "SDI" (Inter-
valo de Desvio Padrédo) dos valores reportados, onde sédo
comparados com os resultados encontrados pelos labora-
torios. Os valores reportados que diferem excessivamente
da média do valor séo evidenciados para alertar o partici-
pante da possibilidade de um erro analitico representado
pela falta de exatidao."®

Quando se fala em controle externo da qualidade, esta
se falando de ensaios de proficiéncia, onde existem pro-
gramas de auxilio oferecendo op¢des para aprimoramento
da qualidade das empresas. Através dos ensaios de profi-
ciéncia, avalia-se o desempenho de um laboratério clinico
comparando-o com seus pares e com os laboratérios clini-
cos de referéncia, proporcionando orienta¢cdes valiosas nos
processos de melhoria da qualidade dos seus resultados.
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Isso permite ndo s6 um constante aprimoramento cientifico
da equipe técnica, mas também um modo de garantir a
confiabilidade dos laudos, valorizando a imagem profissio-
nal da empresa."

MATERIAL E METODOS

Esta pesquisa foi realizada com base nos acervos da
Biblioteca Central da UniEvangélica e da Faculdade Anhan-
guera, unidade de Anapolis, e nas bases de dados virtuais
SciELO e Medline disponibilizados pelo Centro Universita-
rio da UniEvangélica de Anapolis!"® e outros sites confiaveis
da internet. Anormatizacao das citagdes e referéncias obe-
deceu as regras da ABNT (Associagao Brasileira de Nor-
mas Técnicas) e as normas citadas em "Do contexto ao texto:
os desafios da linguagem cientifica".('?

O estudo inclui a coleta de dados qualitativo ao quan-
titativo, constituido de um questionario padronizado aos res-
ponsaveis técnicos dos Laboratérios de Analises clinicas
de Anapolis (Anexo 1 - pag.10). A aplicagédo do questiona-
rio foi realizada durante o més de junho de 2010.

Apos a selecao dos laboratérios através de uma rela-
¢éo obtida junto a Anvisa, realizamos o contato inicial por
telefone e/ou visitas pessoais com os responsaveis pelo con-
trole da qualidade nos laboratérios de analises clinicas de
Anapolis, e, quando da visita, levamos a carta de anuéncia
convidando-os a participarem do projeto. Ap6s a aprova-
¢éo do projeto pelo comité de ética e pesquisa da UniEvan-
gélica, iniciou-se a pesquisa de campo, quando foram leva-
das, novamente, as cartas de anuéncia, juntamente com o
questionario, aos responsaveis técnicos dos laboratérios
para a realizagéo da pesquisa pelo preenchimento do ques-
tionario.

O estudo foi Transversal — feito para descrever os la-
boratérios da cidade de Anapolis com relacdo a implanta-
¢ao do Controle da Qualidade Analitica nos Laboratérios
de Analises Clinicas.

A pesquisa foi realizada na cidade de Anapolis-
Goias, onde foram pesquisados 25 laboratérios de anali-
ses clinicas, tendo sido os gestores desses laboratérios
abordados em seus locais de trabalho, alguns em horario
previamente agendado. Os laboratérios participantes, ten-
do ou nédo respondido ao questionario, foram mantidos em
sigilo e cada um deles recebeu uma numeracéao que va-
riou de 1 a 25.

Foram inclusos na pesquisa os laboratérios de anali-
ses clinicas que exercem suas atividades analiticas na ci-
dade de Anapolis e que seus gestores assinaram o termo
de consentimento livre e esclarecido concordando em par-
ticipar da entrevista na qual foram respondidas questdes
pertinentes ao controle de qualidade.

Os laboratérios nos quais seus gestores ndo concor-
daram em assinar o TCLE, os que estavam fechados e os
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postos de coletas ou filiais do laboratério pesquisado fo-
ram excluidos dessa pesquisa.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Foram convidados 25 laboratérios de analises clini-
cas a participarem da pesquisa; desses, apenas 13 con-
cordaram em patrticipar do levantamento, dois encontravam-
se com suas atividades encerradas e dez se recusaram a
responder o questionario. Anapolis apresenta hoje aproxi-
madamente 35 laboratérios de andlises clinicas, o que sig-
nifica que nossa amostragem abrangeu aproximadamente
70% desses laboratérios.

Os dados mostraram que todos os laboratérios de
Anépolis que concordaram em participar da pesquisa es-
téo inscritos em algum programa de controle de qualidade,
atendendo assim os requisitos da RDC 302/2005 da Anvisa.
Essa participagao total dos laboratérios entrevistados néao
significa que possamos extrapolar para os demais labora-
toérios de Anapolis, uma vez que a principal hip6tese para a
nao participacéo de outros laboratérios em nossa entrevis-
ta pode ter sido exatamente o fato desses outros laboratéri-
os ndo estarem inscritos em programas de controle de qua-
lidade como determina a RDC 302/2005.

Com relagéo aos laboratérios participantes do levan-
tamento, verificou-se que em todos os estabelecimentos os
profissionais de salde responsaveis técnicos pelas unida-
des ou eram farmacéuticos bioquimicos, 23,08%, ou eram
biomédicos, 76,92% (Figura 2), o que mostra a importancia
dessas duas categorias na condugé@o dos processos de
gestdo na area de analises clinicas.

Entre os programas de controle de qualidade, os la-
boratoérios se dividiram em dois grupos: 46,15% estéo ins-
critos no programa do PNCQ e 53,85% esté&o inscritos no
programa da ControlLab; (" nenhum dos laboratérios tem
participado de mais de um programa de controle de quali-
dade (Figura 2). O fato de nenhum laboratoério estar inscri-
to no programa PELM conduzido pela SBPC, pode ser de-

T7%

53,85%
46,15%

23%

PNCQ ControLab Biomédicos Bioquimicos

Figura 2. Profissionais responsdveis técnicos e participacdo em
programas de controle da qualidade dos laboratérios de Anéapolis-GO.
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vido a questdes de custo, logistica de distribuicdo dos ma-
teriais, ou pelo fato de que os profissionais que conduzem
a area de analises clinicas tenham mais vinculos como sé6cio
com a SBAC, fato que diminui os custos do programa
PNCQ.

Quando questionados sobre o uso de soro controle
interno, todos afirmaram utilizar o soro controle interno dis-
tribuido pelos programas de controle de qualidade no seu
dia a dia. Em relacdo ao duplo-cego, um laboratério res-
pondeu que também faz uso como medida de controle in-
terno e dois laboratérios afirmaram utilizar ainda controles
internos adquiridos de outras empresas. Nenhum usa amos-
tras de soro preparadas pelo préprio laboratério.

Quanto aos setores existentes dentro dos laboratéri-
os e que realizam controle de qualidade, observamos que
todos os participantes possuem as areas de bioquimica,
hematologia, uranalise; 92% possuem as areas de imuno-
logia e parasitologia; 53,85% possuem a area de micro-
biologia e 15,38% possuem a area de citologia. Nenhum
desses laboratérios possui a area de biologia molecular.
Quanto a periodicidade da realizagcdo do controle interno
da qualidade nas areas existentes nos laboratérios,
92,31% o realizam diariamente e 7,69% realizam mensal-
mente o CIQ no setor de bioquimica; 61,54% realizam dia-
riamente o CIQ em hematologia, 23,08% o realizam se-
manalmente e 15,38% o realizam mensalmente. Na
uranalise, 30,77% realizam diariamente o CIQ, 15,38% o
realizam semanalmente, 23,08% o realizam mensalmente
e 30,69% néo realizam o ClQ. Na imunologia, 33,33% rea-
lizam diariamente o CIQ, 33,33% o realizam semanalmen-
te, 8,34% o realizam mensalmente e 25% nao o realizam.
Na parasitologia, 25% o realizam diariamente, 16,67% o
realizam semanalmente, 25% o realizam mensalmente e
33,33% nao realizam o ClQ. Na microbiologia, 28,57% re-
alizam o CIQ diariamente, 14,29% o realizam semanalmen-
te, 28,57% o realizam mensalmente e 28,57% nao o reali-
zam nessa area. Ja na citologia, 50% realizam o controle
interno mensalmente e 50% néo realizam o controle inter-
no nessa area (Tabela 1). Por meio desses dados perce-
be-se um fato importante onde nem todos os setores do

Tabela 1 - Setores presentes nos laboratérios de analises clinicas
de Anapolis-GO e frequéncia de realizagdo do ClQ

Frequéncia de realizagcdo

Setores Laboro/itérios do ClQ Nléo

Didria Semanal Mensal realizam
Bioquimica 100 92,31 - 7,69 -
Hematologia 100 61,54 23,08 15,38 -
Uranalise 100 30,77 15,38 23,08 30,69
Imunologia 92 33,33 33,33 8,34 25
Parasitologia 92 25 16,67 25 33,33
Microbiologia 53,85 28,57 14,29 28,57 28,57
Citologia 15,38 - - 50 50
Fonte: Coleta de dados.
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laboratério aplicam o controle de qualidade interno, fato
relevante, pois, segundo a RDC 302/2005, todos os seto-
res analiticos de um laboratério devem realizar o controle
nterno de qualidade.

Em relacéo ao Controle Externo de Qualidade (CEQ),
todos os laboratérios afirmaram realiza-lo, porém com

percentual diferenciado para os diferentes setores do labo-
ratério, sendo: 92% realizam o CEQ nas areas de bioquimi-
ca, hematologia e imunologia; 84,61 na uranalise, 76,92%
na parasitologia e 38,46% na microbiologia. Na area de
citologia nenhum dos laboratérios realiza o controle externo
de qualidade (Figura 3).

92% 92% 92%

84,60%

76,90%
38,90%
0% 0%

Figura 3. Frequéncia de participacdo em CEQ dos laboratérios de anélises clinicas de Anépolis-GO. Fonte: coleta de dados.

Em relacéo as ferramentas de andlise do controle de
qualidade, observamos que 46,15% utilizam o grafico de
Levey-Jennings e 53,85% nao utilizam este gréafico na avali-
acéao de seu controle da qualidade. Entre aqueles que utili-
zam esses graficos todos afirmam utiliza-los no setor de bi-
oquimica e 16,67% os utilizam também em hematologia,
nenhum dos demais setores foram citados.

Em relacédo as regras de Westgard, 38,46% dos labo-
ratérios conhecem as regras e as aplicam no laboratorio;
46,16% conhecem as regras, mas nao as aplicam no labo-
ratério; 15,38% néo conhecem as regras e néo as aplicam
no laboratério.

Sabe-se que o uso dos graficos de Levey-Jennings e
das regras de Westgard s@o de suma importancia dentro
dos laboratérios e a pesquisa mostra ainda que os labora-
torios pouco conhecem sobre esses graficos e muito me-
nos sobre como usa-los segundo as regras de Westgard.
Podemos imaginar com isso a pouca capacitacdo dos ana-
listas bioquimicos e biomédicos e que atitudes devem ser
tomadas para reverter esse quadro.

Esse pouco conhecimento observado quanto a inter-
pretacao do controle interno da qualidade pode proporcio-
nar a prestacao de um servico de menor qualidade por parte
desses laboratérios, uma vez que erros analiticos ou sis-
tematicos podem ocorrer e nao ser identificados, propor-
cionando assim resultados ndo confiaveis aos seus paci-
entes.
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Todos os laboratérios consideram muito importante a
participagao nos programas de controle da qualidade e jus-
tificam como importante a avaliagédo de seus processos ana-
liticos, porem observamos que, mesmo sendo laboratérios
com muitos anos de atuacédo na cidade de Anapolis, ape-
nas quatro dos que responderam a pesquisa fazem parte
de programas de controle da qualidade ha mais de quatro
anos e que a maior parte, nove laboratérios, ingressaram
nestes programas ha menos de quatro anos (Figura 4), co-
incidindo assim com a publicagdo da RDC 302/2005, que
passou a exigir a participacdo nestes programas como um
dos critérios para liberagéo do alvara de funcionamento. Isso
nos faz imaginar que, mesmo néao respondendo dessa for-
ma, muitos laboratérios ainda véem o controle de qualida-
de como mais um "documento" necessario para a obten-
¢éo do alvara de funcionamento.

Corrobora ainda com o relato expresso no paragrafo
anterior o fato de muitos laboratérios nao utilizarem os gra-
ficos de Levey-Jennings nas analises de seus resultados
de controle da qualidade, o que torna o CQ in6cuo para
monitoramento dos processos analiticos.

Com relagéo a utilizagcdo de um ou mais controles
internos da qualidade no laboratério, 46,15% utilizam so-
mente um controle e 53,85% utilizam dois controles. Ob-
serva-se que a maioria dos laboratérios reconhece a im-
portancia da utilizagcdo de mais de um controle interno da
qualidade no laboratério, pois a utilizacéo de dois ou mais
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controles facilita a identificagédo dos erros, conseguindo per-
ceber a exatidao e a precisé@o das analises com mais facili-
dade, podendo detectar falhas caso venham a existir.

Em relacédo a utilizagdo dos manuais de Procedimen-
to Operacional Padrdao (POP) dentro dos laboratérios, ob-
servamos que 7,7% nao os possuem; 7,7% os possuem
somente para alguns setores e 84,6% os possuem para to-
dos os setores do laboratério. Sabe-se que os POP séao
fundamentais em qualquer ambito da salde, e através des-
se levantamento foi possivel encontrar laboratério que néao
possui esses procedimentos em nenhum dos seus setores
e que os mesmos sdo inexistentes em algumas areas dos
laboratérios, deixando assim de cumprir com as exigéncias
do regulamento vigente.

Com relacéo a periodicidade com que séo realizadas
as analises do ClQ e CEQ, observamos que 76,92% reali-
zam as suas analises em conjunto com as amostras dos
pacientes; 23,08% realizam tudo em apenas um dia sem
misturar com as analises dos pacientes. Isto nos chama a
atencdo uma vez que uma amostra de controle da qualida-
de deve ser tratada como se faz com as amostras dos paci-

entes, ndo sendo admissivel trata-la de maneira diferencia-
da, pois se nao for feito dessa forma essa amostra passa a
ter tratamento diferenciado e pode ter seus resultados ma-
nipulados.

Em todos os laboratoérios de analises clinicas, quando
ocorrem nao conformidades, 92,3% sempre aplicam agées
corretivas, mas 7,7% raramente executam essas acgdes.

Os gestores discutem os resultados do controle de
qualidade com sua equipe em 84,61% dos laboratérios
participantes e em 15,39% desses laboratorios os resulta-
dos nao sao discutidos com a equipe.

Quando questionados sobre o motivo da realizacéo
dos controles da qualidade nos laboratérios, 7,7% aplicam
estes controles devido a ser uma exigéncia da Anvisa; 7,7%
responderam que, além de ser uma exigéncia da Anvisa,
permitem avaliar os processos desenvolvidos no laborato-
rio; 76,9% dizem que o controle interno permite avaliar os
processos desenvolvidos no laboratério e outros 7,7% res-
ponderam que, além de permitir avaliar os processos de-
senvolvidos no laboratério, também é uma questao estraté-
gica de marketing, como mostra a Figura 5.

Imés 4
meses

4
3
llIIllll
‘- ‘AR R

1ano 2anos 8anos 9anos 10 20

anos anos

Figura 4. Tempo de permanéncia em programa de controle da qualidade dos laboratérios de anélises clinicas de Anapolis-GO.

Fonte: dados da coleta.

76,90%
7.70% 7,70% 7,70% i
b bed b a
Exigéncia da Exigénciada  Avaliagdo de Avaliagdo de  Pelo marketing
ANVISA ANVISA e processos processos e
avaliagéo de marketing
processos

Figura 5. Motivos pelos quais os laboratérios de anélises clinicas de Anapolis-GO estéo inscritos em programas de controle da qualidade.

Fonte: coleta de dados.
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Em relagéo a Controle da Qualidade Analitico em La-
boratérios, a literatura é escassa, apresentando poucos
trabalhos. Nenhum estudo foi encontrado sobre a impor-
tancia da implantagéo do controle da qualidade em labo-
ratérios de andlises clinicas onde mostra a aplicagao dos
controles internos e externos nas areas analiticas e como
sdo aplicados.

CONCLUSAO

Com os resultados obtidos através do estudo reali-
zado, conclui-se que os laboratérios de analises clinicas
de Anapolis-GO néao seguem ainda todas as regulamenta-
¢Oes inerentes ao Controle da Qualidade Analitico, ou seja,
nao cumprem com os objetivos que devem ser alcanca-
dos com um programa de controle da qualidade analitico,
observando-se a necessidade, por parte dos profissionais
da area laboratorial, de se buscarem qualificacdes perti-
nentes a esse controle para que conhegam melhor essa
importante ferramenta para a condugédo de um programa
de qualidade dentro do laboratoério, sendo isto fundamen-
tal para se alcangar a qualidade na prestacéo de servigos
que os clientes necessitam. Ressalta-se ainda a impor-
tancia da regulamentacao através da RDC 302/2005 que
pode ser considerada a alavanca para a participacgao ini-
cial dos laboratérios de andlises clinicas nos programas
de controle da qualidade.

Abstract

Control of quality technical and operational activities are used to monitor
compliance with the requirements of the quality specified. We know
that the market is being very disputed, and to stay active, clinical
laboratory analyses must seek the best quality through inter-laboratory
intra and programs. These programs all developed analytical proces-
ses must be continuously monitored by the quality controls, thus detect
failures that might occur within the analytical system and take decisions
in order to correct such problems. Quality control in Clinical Laboratory
is a very broad and must reach all processes analysis from the first
contact with the customer until the delivery of results. The goal of this
work was to ensure the participation of clinical laboratories of Annapolis
in programs of analytical quality control. The methodology was
accomplished through bibliographic search and questionnaires for QA
industry with enquiries relevant to the assessment proposed by work.
The search was performed in the city of Annapolis-Goids, where they
were searched 25 clinical laboratories. The data show that a large part
of laboratories in Annapolis is enrolled in quality control programs,
meeting the requirements of the DRC 302 of Anvisa. Realize also that
presence of pharmacist is very small and well below the biomedical
professionals. This shows that the pharmacist is not taking interest in
area and/or is losing its market space. With the results obtained
concluded that assist clinical laboratories comply with your goals in
analytical quality control processes having as a consequence the proper
performance of its services achieving productive achieve reliability of
its customers.

Keywords
Quality control; quality management; Westgard rules
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ANEXO 1

\\\\\\ UniEvangélica
Y i CURSO DE FARMACIA

[
EVANGELICA Av. Universitaria Km 3,5 Cx. Postal 122 e 901 — CEP: 75.070-290 — Anapolis-GO
CENTRQ UNIVERSITARIQ Fones: (0xx62) 2210-6600 e 3310-6705

QUESTIONARIO APLICADO AO TRABALHO DE CONCLUSAOQ DE CURSO DE FARMACIA DA
UNIEVANGELICA SOB O TiTULO: CONTROLE DE QUALIDADE ANALITICO NOS LABORATORIOS DE
ANALISES CLINICAS DE ANAPOLIS-GOIAS

Informagao Geral

Laboratério:
Natureza da Instituigdo: () Publica ( ) Privada ( ) Filantrépica

Responsavel Técnico:

Conselho Regional: np

1- O laboratério esté inscrito em algum programa de Controle de Qualidade?
() Sim, participa do PNCQ

() Sim, participa da Controlab
()Sim, Qual?
()

Néo
Caso tenha respondido n&o a primeira questéo, favor ndo responder a questdo: 02

2 - Caso o laboratério participe de algum programa de controle de qualidade, ha quanto tempo esta inscrito neste programa?

3 - Qual tipo de Controle Interno o laboratério realiza?

() Duplo-cego

( )Amostra preparada pelo préprio laboratério

() Soro-controle interno disponibilizado pelos Programas de Controles
() N&o realizamos controle de qualidade interno

4 - Primeiramente, marque os setores que existem em seu laboratério e depois a periodicidade em que séo realizados o Controle
Interno?

Nao Nao realizamos|

Setor Diario Semanal | Mensal .
realiza o ClQ

Bioquimica
Hematologia
Uranalise
Imunologia
Parasitologia
Microbiologia
Citologia

Biologia molecular
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Em quais desses setores do laboratério séo realizados o Controle de Qualidade Externo?
) Bioguimica

) Hematologia

) Uranalise

) Imunologia

) Parasitologia

) Biologia Molecular
) Microbiologia

) Citologia

Vocé utiliza graficos de Levey-Jennings no laboratério?
) Sim
) Ndo

Caso utilize graficos de Levey-Jennings, em quais setores do laboratério eles sdo empregados?
) Bioguimica

) Hematologia

) Uranalise

) Imunologia

) Parasitologia

) Biologia Molecular
) Microbiologia

) Citologia

Em relagéo as regras de Westgard

Conheco as regras e aplico no laboratério
Conheco as regras e n&o aplico no laboratério

N&o conhecgo as regras porém aplico no laboratério
N&o conheco as regras e ndo aplico no laboratério

Quantos Controles de Qualidade Internos vocé utiliza por analito?
Um

- Em relagéo aos manuais de procedimento operacional padréo (POP) o laboratério:
) N&o tem

) Tem apenas para alguns setores

) Tem para todos os setores

- Como vocé realiza o controle de qualidade interno ou externo:

) Realizo as suas analises conforme analiso as amostras dos pacientes

) Realizo as analises no minimo em duplicata

) Realizo tudo em apenas um dia sem misturar com as analises dos pacientes

-As nao conformidades detectadas pelo Programa de Controle Interno ou Externo da Qualidade sofrem ag¢des corretivas?

) Nunca
) Raramente
) Sempre

- Os resultados do Controle de Qualidade Externo sédo discutidos com os demais colaboradores do laboratério?

) Ndo
) Sim
) As vezes

- Vocé realiza Controle de Qualidade, Por que?

) E uma exigéncia da ANVISA

) Permite avaliar os processos desenvolvidos no laboratério
) Por questdes estratégicas de marketing

) Outra. Qual?
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Analise dos resultados de exames bioquimicos realizados em
um laboratério de pequeno porte
Analysis of biochemistry exam results performed in a small laboratory

lara Alonso’
Moacir Martins Junior?

INTRODUCAO

Resumo

A necessidade de conhecer o real custo na realizagdo de um exame de bioquimica se faz
obrigatdria para que o laboratério consiga se manter no concorrido mercado de analises
clinicas. Os exames de bioquimica compreendem vasto campo de analise, englobando
determinagdes de eletrélitos, exames metabdlicos, funcéo renal, fungéo hepatica, marcadores
cardiacos e dsseos. Neste estudo, utilizaremos a nomenclatura de "exames de bioquimica"
para todos os exames realizados neste setor. Foram observadas todas as etapas do pro-
cesso para mensurar e identificar pontos de melhoria no controle eficiente dos custos. O
objetivo do trabalho foi apurar o custo unitario de todos os exames de bioquimica em um
laboratério de pequeno porte e, posteriormente, encontrar o ponto de equilibrio entre as
despesas e as receitas, considerando todos os custos diretos e indiretos necessarios para
a realizagcdo desses exames. Utilizamos, para este estudo, o método de Sistema de Cus-
teio baseado em atividade. Analisando todas as areas do laboratério, podemos observar que
a area em estudo é responsavel por 31% de todos os exames realizados no laboratério,
tendo assim grande relevancia para o resultado final.

Palavras-chave
Bioquimica; custo; lucro; ponto de equilibrio

Aliada a essa economia globalizada, o laboratério de
analises clinicas tem enfrentado sérias dificuldades peran-

"As mudancas ocorridas nos negoécios desde meados
da década de 70, desencadeadas pela competicéo global
e pelas inovagdes tecnologicas, provocaram inovagoes im-
pressionantes quanto a utilizagcéo de informacgdes financei-
ras e nao financeiras pela empresa. O novo ambiente de-
manda informagdes mais relevantes relacionadas a custos
e desempenho de atividades, processos, produtos, servi-
¢os e clientes".(")

Informacdes sdo o resultado de dado ou conjunto de da-
dos adequadamente processados para que o usuario final as
compreenda e possa tomar decisées com base nelas.?

Nesse cenario de competitividade global, a empresa
precisa ser analisada como um conjunto de atividades inter-
relacionadas e preocupadas em atender as necessidades,
expectativas e anseios dos clientes.

te as entidades que ditam as tabelas de honorarios. Os com-
pradores de servigos buscam reduzir seus gastos, e, por
outro lado, os prestadores de servigos procuram mostrar os
riscos de reduzir seus precos a custa da qualidade e até
mesmo da viabilidade financeira.

E indispensavel dispor de ferramentas e técnicas apro-
priadas e padronizadas para administrar. Com o acentua-
do avanco tecnolégico na ultima década, os exames de bi-
oquimica saltaram do artesanal para o automatizado num
curto espaco de tempo, diminuindo consideravelmente o
tempo para o diagnéstico. Os beneficios sédo evidentes ndo
s6 na introdugéo de novas tecnologias, adequacao de méao-
de-obra, avaliacdo de desempenho de equipamento, mas
também na analise da viabilidade financeira, aumentando a
qualidade em todos os processos.

'Graduada em Administragdo; Pés-Graduada em Gestdo Empresarial - Universidade Federal de Uberléndia— MG; Pés-Graduada em
Administragdo Hospitalar - Instituto Brasileiro de Extensdo Educacional e Pés-Graduando em MBA Executivo e Inteligéncia de Negécios - Instituto de
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Aprendizado Cooperativo e Desenvolvimento Regional pela Faculdade de Ciéncias Empresariais de Mondragén - Espanha; Especializagdo em
Desenvolvimento de Cooperativas pela LKS - Mondragén - Espanha; Especialista em Gestédo de Sistema e Estruturas de Servigos; Acreditador Hospitalar

pelo CQH- 2005
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O objetivo estratégico dos laboratérios, diante do con-
texto atual, é desenvolver uma gestéo de custos eficientes,
onde a administragéo consiga visualizar o cenario interno
do laboratoério, utilizando a tecnologia como aliada, maxi-
mizando a importancia dos profissionais qualificados, de
treinamentos constantes, além de determinar quais servi-
¢os sd@o mais lucrativos e analisar até onde pode reduzir
custo sem comprometer a qualidade.

Neste estudo, o objetivo é demonstrar como apurar o
custo unitario dos exames e, posteriormente, encontrar o
ponto de equilibrio entre as despesas e as receitas, atra-
vés dos custos diretos e indiretos, necessarios na realiza-
¢do dos exames de bioquimica no laboratério de andlises
clinicas onde foi realizado este trabalho.

MATERIAL E METODO

O método adotado no decorrer deste estudo se refere
ao de custeio, baseado em atividade. Esta abordagem de
custos é voltada a maxima produtividade e a necessidade
de maior controle sobre os custos indiretos.

Essa metodologia é denominada Custeio Baseado em
Atividade — ABC (Activity Based Costing). O sistema de
custeio baseado em atividades néo se diferencia do siste-
ma de custeio baseado em volume, apenas pela mudanca
das bases de alocacédo de custos indiretos, mas também
pela identificacdo que faz dos custos por atividade e pela
maneira como aloca os custos aos produtos, por meio de
maior nimero de bases. De acordo com Brimson,® "a abor-
dagem da contabilidade por atividades para gerenciamento
de custos divide uma empresa em atividades. Uma ativida-
de descreve o que uma empresa faz—a forma como o tem-
po é gasto e os produtos do processo. Aprincipal fungéo de
uma atividade é converter recursos (material, mdo-de-obra
e tecnologia) em produtos e servicos. A contabilidade por
atividades identifica as atividades desenvolvidas em uma
empresa e determina seu custo e desempenho (tempo e
qualidade)." Chalos® explicita que "a premissa basica do
ABC é que atividades consomem recursos e produtos con-
somem atividades. Isto significa que custos nos negécios
devam ser primeiro acumulados no nivel de atividades e de
la entdo para determinado produto. Os custos acumulados
sob uma atividade sédo determinados para o produto usan-
do direcionador de custo".

Na realizacéo do estudo da contabilidade de custos,
é preciso considerar todos os setores de um laboratério
de analises clinicas como sendo consumidores efetivos e,
nesse sentido, deverdo ser conceituados como centro de
custo.

Os custos podem ser classificados por diferentes cri-
térios; sendo assim, utilizamos somente a apresentacéo de
conceitos essenciais, que séo: custos diretos e custos indi-
retos.
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Para Bernardi,® com relagédo a forma de associagao
de custos, eles podem ser classificados em:

Custos diretos: sao custos que, por sua natureza, ca-
racteristicas proprias e objetividade de identificacao no pro-
duto, sdo imputados por medi¢des objetivas, por controles
individuais, sempre de forma direta e englobam a maioria
dos materiais utilizados na fabricagéo de um produto, bem
como a mao-de-obra diretamente utilizada na produgéo;

Custos indiretos: sé@o custos imputados aos produ-
tos de forma indireta, ndo havendo possibilidade de medi-
¢des objetivas individuais e, consequentemente, apropri-
acao direta. Incluem-se os materiais indiretos, mao-de-obra
indireta e outros custos de fabricacéo e sao alocados por
meio de critério de rateio adequados para apropria-los aos
produtos.

Apos classificar os custos, eles serédo identificados,
apurados e mensurados de acordo com as fases envolvi-
das na andlise. O custo unitario da analise foi realizado de
acordo com a apuragao dos custos diretos e indiretos.®
Utilizando esta metodologia, o custo unitario total da anali-
se se da pela soma do custo direto e indireto.

RESULTADOS

Os custos foram levantados no periodo de 01 a 28 de
fevereiro de 2010, em um laboratério de analises clinicas
de pequeno porte, agregado a uma cooperativa, no interior
do estado de Goias, que atende a pacientes de convénios
e clientes particulares. Utilizamos como base para o referi-
do estudo o setor de bioquimica. Todos os dados foram
analisados estatisticamente, utilizando-se recursos do pro-
prio laboratoério.

Calculo do Custo Direto

Segundo Perez e Costa,” o custeio direto ou variavel
fundamenta-se na separacao dos gastos em variaveis e fi-
Xos, isto é, em gastos que oscilam proporcionalmente ao
volume da produgéo e vendas e gastos que se mantém es-
taveis perante volumes da producgdo e vendas oscilantes
dentro de certos limites. O custeio direto s6 considera aqui-
lo que acompanha diretamente a producéo, admitindo que
os custos fixos devam ser excluidos porque néo seguem o
ritmo do que se fabrica. Os custos fixos, no processo do
custeio direto, séo alocados somente para efeito de apura-
¢éo de resultados como custo do periodo, mas nao inte-
gram a avaliagcéo dos estoques.

Seguindo esta metodologia foram identificados e se-
parados quantitativamente os exames do setor de bioqui-
mica, alocando-se os custos diretos como apresentados no
Quadro 1.
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Custo direto por tipo de exames

Quadro 1 - Valores unitarios inclusos: reagentes, calibradores e
controles - mensais

Qtde Exames Bioquimica Uﬁlzrrio \'f'zlt:rl
422 Glicose 1,62 583,64
281 Lipidograma 1,62 455,22
194 Creatinina 1,62 314,28
147 TGP- Transaminase Piruvica 1,62 238,14
124 TGO- Transaminase Oxalacética 1,62 200,88
86 Acido Urico 1,62 139,32
83 Uréia 1,62 134,46
59 Gama Gt. 1,62 95,58
51 Colesterol Total 1,62 82,62
45  Triglicerideos 1,62 72,90
38 Lactose, teste de tolerancia 4,86 184,68
23 Calcio 1,62 37,26
21 Fosfatase Alcalina 1,62 34,02
19 Bilirrubina Total e Fragbes 3,24 61,56
19 Glicose pds prandial 1,62 30,78
17 Colesterol HDL 1,62 27,54
14 CPK- creatino fosfoquinase 1,62 22,68
10 Curva glicémica simplificada 3,24 32,40
10 Amilase 1,62 16,20
09 Magnésio 1,62 14,58
09 Ferro sérico 1,62 14,58
07 Fésforo 1,62 11,34
06 Albumina 1,62 9,72
05 Curva glicEmica 1,62 8,10
04 DHL - desidrogenasse lactica 1,62 6,48
03 Proteinas totais e Fragdes 3,24 9,72
03 Colesterol LDL 0,00 0,00
03 Proteinas totais 1,62 4,86
02 Colesterol VLDL 0,00 0,00
01 Clearence de Creatinina 3,24 3,24
1715 Total 2.846,78

Nota: 1-Estdo sendo consideradas as repeticées de exames no setor, que,
no més de analise, foi de 1,3%.
2- Valores unitarios inclusos reagentes, calibradores e controles.

Material de consumo

Foram considerados todos os materiais utilizados na
realizacdo dos exames de bioquimica. Os valores foram ob-
tidos por meio de Notas Fiscais de compras dos fornece-
dores.

Calculo do custo unitario de consumo

Calculo do custo unitario de materiais de consumo para
realizacéo dos exames de bioquimica. Considerando a uti-
lizacdo de analisador bioquimico modelo Selectra Flexor,
os materiais necessarios sao: algodao, alcool, agulhas, tu-
bos (S- Monovette) e adesivos.
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O método utilizado foi o rateio dos gastos pelo nimero
total de exames realizados no laboratério, dividido pelo ticket
médio dos exames por pacientes, conforme quadro abaixo.

Onde:
ER = PA
™
ER =5.485
3,60
ER=1.524

ER = NUmero de exames realizados por paciente
TM = Ticket Médio
PA = Numero de pacientes atendidos

Onde:

CMCD =AL+AO +AG +TB +AD

CMCD =0,04 +0,02 + 0,36 + 0,41 + 0,03
CMCD=0,86

CMCD = Custo material de consumo direto
AL =Algodao

AO = Alcool

AG =Agulha

TB = Tubos

AD =Adesivos

Quadro 2 - Custo de materiais de consumo direto

. Exames Custo Total Custo total

Materiais -
realizados R$ por exame

Algodao 1524 60,96 0,04
Alcool 1524 30,48 0,02
Agulhas 1524 548,64 0,36
Tubos- adultos e 1524 635,45 0,41
criangas
Adesivos 1524 4570 0,03
Total 0,86

Calculo da mao-de-obra direta

A mao-de-obra, por sua vez, pode ser classificada
quanto a sua relacdo com o produto em direta e indireta.
Para alguns autores, a méo-de-obra direta esta relaciona-
da com o quanto tempo de trabalho do operario pode ser
identificado com o produto, ou seja, o quanto do salario do
operario pode ser alocado diretamente ao produto sem que
necessite de rateio ou qualquer outra forma de apropria-
¢a0.® Isso s6 acontece quando é possivel mensurar o tem-
po de trabalho despendido pelo operario naquela atividade
especifica.

Estabelecemos como base para o céalculo da méo-de-
obra direta os profissionais diretamente envolvidos na rea-
lizacdo dos exames. Para o célculo levamos em conta sala-
rio, beneficios, encargos sociais, insalubridade, adicional
por tempo de servigo, férias e 13° salario. (Quadro 3).

Profissional por tempo utilizado/valor

O calculo do tempo foi determinado levando-se em
conta a medigéo do tempo de cada funcionario, utilizando-
se um crondmetro de minuto, medimos o tempo gasto por
todos os profissionais envolvidos no processo em cada area
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Quadro 3 - Calculo do custo de mao-de-obra direta/total

Profissional ;if;;';‘: ;’Iz ;if;;';:’ogz C°?£g§i22d°r Iaﬁ;"r‘!'tzrrio Coletador (1) Coletador (Il) Coletador (IIl)
Salario 1.461,64  1.100,00  2.192,47 510,00 650,00 742,86 650,00
Insalubridade (1) 102,00 102,00 102,00 102,00 102,00 102,00 102,00
Adicional tempo de servigo (II) 14,62 0,00 21,92 5,10 0,00 0,00 0,00
INSS (1) 430,71 328,03 632,14 168,41 205,22 230,56 205,22
FGTS (IV) 126,26 96,16 185,31 49,37 60,16 67,59 60,16
FAP (V) 23,54 17,93 34,55 9,20 11,22 12,60 11,22
PIS (VI) 15,78 12,02 23,16 6,17 7,52 8,45 7,52
Férias 131,52 100,17 193,03 51,43 62,67 70,41 62,67
1/3 férias 43,80 33,36 64,28 17,12 20,87 23,44 20,87
13 salarios 131,52 100,17 193,03 51,43 62,67 70,41 62,67
Auxilio Alimentagao (V1) 237,41 237,41 237,41 237,41 237,41 237,41 237,41
Auxilio Educacao (VII1) 125,76 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 125,76
Vale transporte (IX) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 176,00 0,00
Plano de Saude (X) 59,09 59,09 59,09 82,72 56,09 82,72 56,00
Total por profissional 2090365 218634  3.93839 120036 147583  1.824,45 1.601,59
Total de mao-de-obra direta 15.220,61

Nota: (I) Insalubridade: 20% do salario minimo; (II) Adicional por tempo de servigo: 1% do salario bruto ao ano; (lll) INSS 20%; (IV) FGTS 8%; (V)FAP 1,
4918%; (VI) PIS 1%; (VIl) Auxilio Alimentagédo- Acordo Coletivo; (VIII) Auxilio Educagédo- Acordo Coletivo; (VIII) Auxilio Educagao- Acordo Coletivo

Custos indiretos

do laboratorio e transformamos o tempo gasto em porcen-
tagem (%) por setor e, finalmente, dividimos o tempo utili-
zado por funcionario pela quantidade de exames realizada
por setor. (Conforme quadro abaixo).

Onde:

Para Técnico de Laboratorio |
CTMDB =RTL.TUB

Custos indiretos sdo aqueles que ndo podem ser
alocados diretamente a cada produto, ou seja, sé@o passi-
veis de rateio para que possam integrar a cada setor, sen-
do gastos comuns a varias atividades e setores.

Custos administrativos e utilidades

NEB
Os Custos Administrativos e Utilidades sdo compos-
CTMDB = 2903 ?57)1(545 tos por: Energia Elétrica, Agua tratada, Telefone, Internet,
CTMDB = 0,41 ' Controle de Qualidade externa, Agua Mineral, Material de

CTMDB = Custo total de méo-de-obra direta para bioquimica

TUB = Tempo em % gasto para realizar exames de bioquimica

RTL = Remuneragéo do trabalho para realizagéo de todos os
exames laboratoriais

NEB = Numero de Exames Bioquimicos

Para os demais profissionais, foi utilizada a mesma
metodologia, conforme Quadro 4

A somatéria de todos os profissionais envolvidos no
processo de méo-de-obra direto totalizou um valor de R$1,10
por exames realizados no setor de Bioquimica. (Quadro 4).

escritério, Consultoria, Aluguel, Servigo de Frete, Material
de limpeza , Material de consumo, TV a cabo, Manutencéo,
IPTU, Seguro, Alarme Monitorado.

Os custos indiretos foram calculados através de ra-
teio dos custos apurados, utilizando o nimero de exames
realizados no laboratério durante um més (Quadro 5 a se-

guir).

Calculo do custo unitario de despesas
administrativas e utilidades

Quadro 4 - Valor do exame pelo tempo gasto Onde:
CUIDAU=CT
Profissional Tempo Valor/  Valor/exame N
Utilizado tempo Bioq./R$
Técnico de laboratério | 24% 696,87 0,41 CUIDAU = 8.955 49
Técnico de laboratério I 4% 87,45 0,05 5.485
- o
Coordenador de laboratério 10% 393,4 0,23 CUIDAU = 1,63
Auxiliar de Lab. 5% 64,52 0,04
Coletador | 13% 191,85 0,11 CUIDAU = Custo unitario indireto de despesas administrati-
Coletador II 13% 237,18 0,14 vas e ‘g‘#da?fst otal de dministrati iidad
o = Custo total de despesas administrativas e utilidades
Coletador Il 13% 208,21 012 N = NUumero total de exames realizados mensalmente no
Total 1,10 laboratério
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Quadro 5 - Custo com despesas administrativas e utilidades

Onde:
CTE =CMDI
N
CTE = 7.404,52
5.485
CTE=1,35

CTMIE = Custo total de méo-de-obra Indireta por exame
CMDI = Custo Total de mao-de-obra indireta
N = Numero total de exames realizados mensalmente no la-

boratério.

Apuracao do custo unitario dos exames de

bioquimica

Os exames do setor em estudo, foram alocados
em cinco grupos, tendo como critério de associacgéo o
valor igualitario dos custos diretos. Conforme os qua-
dros 7 e 8.

ltem Custo
*Energia Elétrica 1.913,75
Agua Tratada 122,28
Telefone 450,00
Gas 10,00
Internet 343,55
Controle de qualidade 539,01
Material de escritério 126,39
Omnia Consultoria 642,21
*Aluguel 2815,00
Servigos de Frete 369,69
Material de Limpeza (50%) 145,60
Material de Consumo 539,23
TV a Cabo 46,80
Manutengao 564,13
IPTU 36,13
Seguro 181,72
WG-Alarme 110,00
Total 8.955,49

Nota: *Algumas metodologias sugerem o rateio do Custo Indireto para energia
elétrica, segundo a Poténcia Instalada e para aluguel, conforme o espago
ocupado. Para fins deste trabalho, utilizamos o rateio por nimero de exames
realizados.

Calculo do custo da méao-de-obra indireta

Tivemos como base para o célculo da mao-de-obra
indireta, todos os profissionais que nao fazem parte direta
da producao, calculamos salario, beneficios, encargos so-
ciais, insalubridade, adicional por tempo de servico, férias
e 13° saléario (Conforme o quadro 6 abaixo)

Quadro 6 - Custo total de mao-de-obra indireta

Apuracio do custo unitario dos exames de
bioquimica - Grupo | (Quadro 7)

Onde:

CUBI=CRCC +CTMDB + CMCD + CUIDAU + CTMIE
CUBI=162+110+0,86+163+163+1,35
CUBI1=6,56

CUB | = Custo unitario - Bioquimica- Grupo |
CRCC = Custo de reagentes calibradores e controle do setor de

bioquimica

CTMDB = Custo total de méao-de-obra direta da bioquimica
CMCD = Custo material de consumo direto
CUIDAU = Custo unitario indireto de despesas administrativas e

utilidades

CTMIE = Custo total de méao-de-obra indireta por exame

Profissional Atendente |  Atendente Il  Auxiliar Operacional  Recepcionista Auxiliar Adm.
Salario 640,56 640,56 510,00 510,00 640,56
Insalubridade (I) 102,00 102,00 102,00 102,00 102,00
Auxilio Creche (I1) 0,00 198,00 0,00 0,00 0,00
Adicional tempo de servigo (lll) 12,81 6,41 5,10 0,00 12,81
INSS (1V) 206,14 258,43 168,41 167,01 206,14
FGTS (V) 60,43 75,76 49,37 48,96 60,43
FAP (VI) 11,26 14,12 9,20 9,12 11,26
PIS (VII) 7,55 9,47 6,17 6,12 7,55
Férias 62,95 62,41 51,43 51,00 62,95
1/3 férias 20,96 20,78 17,12 16,98 20,96
13 salarios 62,95 62,41 51,43 51,00 62,95
Auxilio Alimentagéo (VIII) 237,41 237,41 237,41 237,41 237,41
Auxilio Educagao (I1X) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Vale transporte 0,00 0,00 176,00 0,00 0,00
Plano de Saude 50,19 50,19 82,72 50,19 50,19
Total por profissional (X) 1.475,21 1.737,95 1.466,36 1.249,79 1.475,21
Total de méo-de-obra direta 7.404,52

Notas: (I) Insalubridade: 20% do salario minimo; (II) Auxilio Creche: Acordo Coletivo; (IlI) Adicional por tempo de servigo: 1% do salario
bruto ao ano; (IV) INSS: 20%; (V) FGTS: 8%; (VI) FAP: 1 ,4918%; (VII) PIS: 1%; (VIIl) Auxilio Alimentagao- Acordo Coletivo; (IX) Auxilio
Educagao- Acordo Coletivo; (IX) Vale Transporte- Quatro ao dia (2,20 valor unitario do passe x 4 passes dia X 20 dias trabalhados =

R$176,00)
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Quadro 7 - Apuragéo do custo unitario total dos exames de bioquimica

Descricao de custo Valor
Reagente, Calibrador e Controle - Grupo | 1,62
. Mao-de-obra 1,10
Direto -
Custo de materiais de consumo 0,86
Subtotal 3,58
Despesas Administrativas e utilitarias 1,63
. Mao-de-obra indireta 1,35
Indireto
Subtotal 2,98
Total Exame Bioquimica - Grupo | 6,56

Nota: Os exames referentes ao grupo (I) sao: Acido Urico, Albumina, Amilase,
Calcio, Colesterol HDL, Colesterol Total, CPK creatino fosfoquinase, Creatinina,
DHL - desidrogenase lactica, Ferro Sérico, Fosfatase Alcalina, Fésforo, Gama
GT, Glicose, Glicose Pés Prandial, Lipidograma, Magnésio, Proteinas Totais,
TGO, TGP, Trigliceres e Ureia.

Apuracio do custo unitario dos exames de
bioquimica - Grupo Il (Quadro 8)

Onde:

CUBII=CRCCIl +CTMDB + CMCD + CUIDAU + CTMIE
CUBII=324+1,10+0,86 + 1,63 + 1,35

CuUBII=8,18

CUB Il = Custo unitario Bioquimica- Grupo Il

CRCC Il = Custo de reagentes calibradores e controle do setor de
bioquimica-grupo

CTMDB = Custo total de méao-de-obra direta da bioquimica

CMCD = Custo material de consumo direto

CUIDAU = Custo unitario indireto de despesas administrativas e
utilidades

CTMIE = Custo total de méo-de-obra Indireta por exame

Quadro 8 - Calculo do custo unitario dos exames de bioquimica

Descricdo de custo Valor
Reagente, Calibrador e Controle - Grupo | 3,24
. Mao-de-obra 1,10
Direto .
Custo de materiais de consumo 0,86
Subtotal 5,20
Despesas Administrativas e utilitarias 1,63
. Mao-de-obra indireta 1,35
Indireto
Subtotal 2,98
Total Exame Bioquimica - Grupo Il 8,18

Nota; Os exames referentes ao grupo Il sdo: Bilirrubina total e fragées,
Proteinas totais e fragdes e Clearence de creatinina e Curva glicémica
simplificada.

Apuracio do custo unitario dos exames de
bioquimica - Grupo lll (Quadro 9)

Onde:
CUBIlII=CRCC I+ CTMDB + CMCD + CUIDAU + CTMIE
CUBIlI=0,00+1,10+ 1,63+ 1,35

CUB Il =4,08

CUB Il = Custo unitéario Bioquimica- Grupo Il

CRCC lll = Custo de reagentes calibradores e controle do setor
de bioquimica

CTMDB = Custo total de méao-de-obra direta da bioquimica

CMCD = Custo material de consumo direto

CUIDAU = Custo unitario indireto de despesas administrativas e
utilidades

CTMIE = Custo total de méo-de-obra Indireta por exame
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Quadro 9 - Calculo do custo unitario dos exames de bioquimica

Descricao de custo Valor
Reagente, Calibrador e Controle - Grupo | 0,00
Direto Méo-de-obra 1,10
Subtotal 1,10
Despesas Administrativas e utilitarias 1,63
Indireto Mao-de-obra indireta 1,35
Subtotal 2,98
Total Exame Bioquimica - Grupo il 4,08

Nota: Os exames referentes ao grupo Il sdo: Colesterol LDL e Colesterol VLDL.

Apuracio do custo unitario dos exames de
bioquimica - Grupo IV (Quadro 10)

Onde:

CUBIV=CRCCIV+ CTMDB + CMCD + CUIDAU + CTMIE
CUBIV=486+110+280+1,63+1,35

CUBVI=11,74

CUB IV = Custo unitério Bioquimica- Grupo IV

CRCC IV = Custo de reagentes calibradores e controle do setor
de bioquimica-grupo

CTMDB = Custo total de méao-de-obra direta da bioquimica

CMCD = Custo material de consumo direto

CUIDAU = Custo unitario indireto de despesas administrativas e
utilidades

CTMIE = Custo total de méo-de-obra Indireta por exame

Quadro 10 - Calculo do custo unitario dos exames de bioquimica

Descricao de custo Valor
Reagente, Calibrador e Controle - Grupo IV~ 4,86
. Mao-de-obra 1,10
Direto .
Custo de material de consumo 2,80
Subtotal 8,76
Despesas Administrativas e utilitarias 1,63
. Mao-de-obra indireta 1,35
Indireto
Subtotal 2,98
Total Exame Bioquimica - Grupo IV 11,74

Nota: Sao realizados trés testes por paciente, utilizando reagentes e materiais
de consumo triplicados.O exame referente ao grupo IV é: Lactose - teste de
tolerancia

Apuracgio do custo unitario dos exames de
bioquimica - Grupo V (Quadro 11)

Onde:

CUBV=CRCCV+CTMDB + CMCD + CUIDAU + CTMIE
CUBV=810+110+430+ 1,63+ 1,35

CUBV=16,48

CUB V = Custo unitario Bioquimica- Grupo V

CRCC V = Custo de reagentes calibradores e controle do setor
de bioquimica-grupo

CTMDB = Custo total de méao-de-obra direta da bioquimica

CMCD = Custo material de consumo direto

CUIDAU = Custo unitario indireto de despesas administrativas e
utilidades

CTMIE = Custo total de méo-de-obra Indireta por exame

RBAC.2019;51(1 supl.1):S155-65



Analise dos resultados de exames bioquimicos realizados em um laboratério de pequeno porte

Quadro 11 - Calculo do custo unitario dos exames de bioquimica Apuracio de Resultado
Descrigdo de custo Valor Considerando que cada convénio do laboratério em
Reagente, Calibrador e Controle - Grupo V. 8,10 estudo tem sua prépria tabela com valores diferenciados, as
Direto Mé&o-de-obra 1,10 receitas foram apuradas pela média dos valores recebidos
Custo de material de consumo 4,30 pelos convénios. Nas despesas foram considerados os cus-
Subtotal 13,50 tos que incidiram em cada exame realizado no setor de bio-
Despesas Administrativas e Utilitarias 1,63 quimica. A apuracdo Geral dos Resultados se refere a cada
Indireto Mé&o-de-obra indireta 1,35 grupo com o seu respectivo resultado.
Subtotal 2,98
Total Exame Bioquimica - Grupo V 16,48 Apuracgao Geral do Resultados
Nota: S&o realizados cinco testes por paciente, utilizando reagentes e materiais A apuracédo geral dos Resultados foi realizada atra-

de consumo quintuplicado.O exame referente ao grupo V é: Curva glicémica 5 . .
vés da soma das receitas e das despesas por grupo e,

dosagem
posteriormente, a diminui¢cdo da receita total com a despe-
sa total, como demonstram os quadros a seguir.
Apuracao de Resultado - Grupo |
'\rléoai)z(:?oess Descrigdo dos exames Despesas Unitarias Despesa Total Receita Unitaria Receita Total
86 Acido Urico R$ 6,56 R$ 564,16 R$ 3,60 R$ 309,60
6 Albumina R$ 6,56 R$ 39,36 R$ 3,60 R$ 21,60
10 Amilase R$ 6,56 R$ 65,60 R$ 4,64 R$ 46,40
23 Calcio R$ 6,56 R$ 150,88 R$ 3,36 R$ 77,28
17 Colesterol HDL R$ 6,56 R$ 111,52 R$ 7,25 R$ 123,25
51 Colesterol Total R$ 6,56 R$ 334,56 R$ 3,93 R$ 200,43
14 CPK creatino Fosfoquinase R$ 6,56 R$ 91,84 R$ 12,10 R$ 169,40
194 Creatinina R$ 6,56 R$ 1.272,64 R$ 3,50 R$ 679,00
4 DHL- desidrogenase lactica R$ 6,56 R$ 26,24 R$ 7,20 R$ 28,80
9 Ferro Sérico R$ 6,56 R$ 59,04 R$ 4,32 R$ 38,88
Grupo | 21 Fosfatase Alcalina R$ 656 R$ 137,76 R$ 432 R$ 90,72
7 Fosforo R$ 6,56 R$ 45,92 R$ 3,36 R$ 23,52
59 Gama GT R$ 6,56 R$ 387,04 R$ 5,04 R$ 297,36
422 Glicose R$ 6,56 R$ 2.768,32 R$ 3,59 R$ 1.514,98
19 Glicose Pés Prandial R$ 6,56 R$ 124,64 R$ 4,80 R$ 91,20
281 Lipidograma R$ 6,56 R$ 1.843,36 R$ 17,49 R$ 4.914,69
9 Magnésio R$ 6,56 R$ 59,04 R$ 3,89 R$ 35,01
3 Proteinas Totais R$ 6,56 R$ 19,68 R$ 3,36 R$ 10,08
124 TGO R$ 6,56 R$ 813,44 R$ 3,99 R$ 494,76
147 TGP R$ 6,56 R$ 964,32 R$ 4,03 R$ 592,41
45 Trigliceres R$ 6,56 R$ 295,20 R$ 5,36 R$ 241,20
83 Ureia R$ 6,56 R$ 544,48 R$ 3,62 R$ 300,46
Total 1634 ‘ R$ 10.719,04 | R$ 10.301,03
Apuracao de Resultado - Grupo I
:\:E';I?ZX;TSS Descrigao dos exames Despesas Unitarias Despesa Total Receita Unitaria Receita Total
19 Bilirubina Totais e fragdes R$ 8,18 R$ 155,42 R$ 4,78 R$ 90,82
Grupo I 01  Clearence de creatinina R$ 818 R$ 8,18 R$ 6,75 R$ 6,75
10 Curva Glicémica simplificada R$ 8,18 R$ 81,80 R$ 15,60 R$ 156,00
03 Proteinas Totais e fragbes  R$ 8,18 R$ 24,54 R$ 3,60 R$ 10,80
Total 33 R$ 269,94 R$ 264,37
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Apuracao de Resultado - Grupo lli

N.° exames . L . L .
realizados Descricao dos exames Despesas Unitarias Despesa Total Receita Unitaria Receita Total
Grupo Il ™03 Colesterol LDL RS 4,08 R$ 2,24 R$ 10,00 RS 30,00
02 Colesterol VLDL R$ 4,08 R$ 8,16 R$ 7,65 R$ 15,30
Total 05 R$ 20,40 R$ 45,30

Apuracao de Resultado Grupo IV

N.° exames

) Descricao dos exames
Grupo Il |realizados

Despesas Unitarias

Despesa Total Receita Unitaria Receita Total

38 Lactose- intolerancia R$ 11,74

R$ 446,12 R$ 19,32 R$ 734,16

Total 38

R$ 446,12 R$ 734,16

Apuracao de Resultado- Grupo V

. " :\le.;"ez);a;rzzs Descricao dos exames Despesas Unitarias Despesa Total Receita Unitaria Receita Total
rupo —

i 05 g:;‘;zgg‘:ema > R$ 16,48 R$ 82,40 R$ 15,60 R$ 78,00
Total 05 R$ 82,40 R$ 78,00
Apuracao Geral de Resultado
Identificacdo do Grupo  Total de exames Receita Despesa Saldo
Grupo | 1634 R$ 10.301,03 R$10.719,04 -418,01
Grupo Il 33 264,37 269,94 -5,57
Grupo IlI 5 45,30 20,40 24,90
Grupo IV 38 734,16 446,12 288,04
Grupo V 5 78,00 82,40 -4,40
Total 1715 11.422,86 11.537,90 -115,04

Ponto de Equilibrio

"Devemos ressaltar que o conceito de equilibrio em Eco-
nomia é similar ao conceito da Fisica, em que a situacéo de
equilibrio sé se altera se outro fator ocorrer, tirando o corpo
da inércia inicial. Em vista disso, ha quem aconselhe o uso
da denominacdo Ponto de Ruptura - do Inglés break-even-
point."®

Apesar de o Ponto de Equilibrio ser uma ferramenta
fundamental na Administracéo Financeira, este coeficiente
nao é exato, sendo passivel de alguma diferenca no decorrer
do periodo. E isso é facil de explicar. O Custo Fixo, na reali-
dade ele nao é fixo como se diz. Ele tem esta denominacéo,
de custo fixo, porque nao varia de acordo com as vendas,
por isso € chamado de custo fixo. Porém, os custos que o
compdem, na realidade variam de acordo com o desperdi-
cio administrativo. Por exemplo, a energia elétrica, o gasto
com comunicac¢des, com combustivel e outros gastos consi-
derados fixos, se ndo houver controle, sempre estarao vari-
ando e, com eles variando, o Ponto de Equilibrio também
variara. Por isso, este coeficiente tem seu valor aproximado.
Mas, apesar disso, o Ponto de Equilibrio € uma ferramenta
extremamente importante na Administragéo Financeira.
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Sabendo que a empresa em estudo possui diversi-
dade de exames, ha a necessidade de se calcular o ponto
de equilibrio por grupo. Para uma analise geral do setor
em estudo iremos utilizar o método aritmético. Desta for-
ma, a demonstragé@o do ponto de equilibrio pelo método
aritmético nos proporcionard maior simplicidade para o
entendimento. Embora o ponto de equilibrio seja uma in-
formacao util, a maioria das empresas gostaria de obter
resultado operacional maior que zero. Assim, a analise do
custo-volume-lucro, segundo Hasen e Mowen,!'" da-nos
uma maneira de determinar quantas unidades precisam
ser vendidas para se obter um resultado alvo especifico. O
resultado operacional alvo pode ser expresso em unida-
des monetarias ou em porcentual de receita de vendas. A
partir dessa analise, podem ser revistos o resultado
operacional, a margem de contribui¢do e a politica de pre-
¢os e custos.

Neste caso, sera necessario utilizarmos o "Mix de Ven-
da" para nos auxiliar na formacéao do pregco. Devemos esta-
belecer entdo um modelo matematico que represente as re-
lagdes existentes entre os diversos produtos e as diversas
variaveis existentes, e que maximize os resultados da em-
presa, determinando as quantidades a serem vendidas para
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os multiplos exames, atendendo as restricées de capacida-
de instalada e de mercado. Conforme quadro a seguir.
Onde:

Grupo |
MV = NTE (1) x 100
NEB

MV = 1634 x 100
1715

MV = 95,28%
MV = Mix de venda
NEB = Numero de Exames Bioquimicos

NTE (I) = Namero total de exames do Grupo (I)

Onde:

Grupo ll
MV = NTE (ll) x 100
NEB

MV =33 x 100
1715

MV = 1,92%
MV = Mix de venda
NEB = Numero de Exames Bioquimica

NTE (Il) = Numero total de exames do Grupo (Il)

Onde:

Grupol lll
MV = NTE (Ill) x 100
NEB

MV =5 x 100
1715

MV = 0,29%

MV = Mix de venda

NEB = Numero de Exames Bioquimicos

NTE (Ill) = Namero total de exames do Grupo (ll1)

Onde:

Grupo IV
MV =NTE (1V) x 100
NEB

MV =38 x 100
1715

MV = 2,22%
MV = Mix de venda
NEB = Numero de Exames Bioquimicos

NTE (IV) = Numero total de exames do Grupo (1V)

Onde:

Grupo V
MV = NTE (V) x 100
NEB

MV =5 x 100
1715

MV = 0,29%

MV = Mix de venda

NEB = NUumero de Exames de Bioquimicos
NTE (V) = Numero total de exames do Grupo (V)
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Apuracao Geral de Resultado

Grupo Grupo Grupo  Grupo Grupo
) (n (1 (v) V)

Exames

Preco de venda R$ 6,56 R$ 8,18 R$ 4,08 R$11,74 RS 6,48
(despesas
unitarias)

Custo variavel
(custos diretos)

R$ 3,80 R$520 R$1,10 R$ 8,76 R$ 13,50

Margem de R$ 2,76 R$2,98 R$2,98 R$298 R$298
contribuicao
Mix de venda 9528% 1,92% 0,29% 2,22% 0,29%

Custo Fixo - total 5110,70

Margem de Contribuicido Ponderada

Margem de contribuicdo: Segundo Martins, ™ "E a
diferenca entre as Receitas e a soma de custos e despe-
sas", no caso em estudo, iremos realizar a margem de con-
tribuicdo ponderada que é calculada, considerando a parti-
cipacdo do respectivo produto nas vendas totais, como um
peso da ponderacgdo. O ponto de partida é a determinacéao
do valor da margem de contribuicdo ponderada. Conforme
quadro a seguir.

Onde:

Grupo ()  Grupo () Grupo (lll) Grupo (IV) Grupo (V)
PMC = (MC x MV) + (MC x MV) + (MC x MV) + (MC x MV) + (MC x MV) =

PMC =2,62 + 0,06 + 0,01 + 0,07 + 0,01

PMC=2,77

PMC = Ponderagao da Margem de Contribuigcao

MC = Margem de contribuigao

MV = Mix de venda

Podemos calcular o Ponto de Equilibrio considerando
como Margem de Contribui¢éo o valor de R$ 2,77 confor-
me a segulir:

Onde:
PE= CF
PMC

PE = 5.110,70
2,77

PE = 1.845 Unidades.
PE = Ponto de Equilibrio
CF = Custo Fixo

PMC = Ponderagao da Margem de Contribuicao

Os grupos do ponto de equilibrio seréo distribuidos da
seguinte forma:

Grupos PMC PE
Grupo (l) 95,28% 1.759
Grupo (Il) 1,92% 35
Grupo (II1) 0,29% 5
Grupo (1V) 2,22% 41
Grupo (V) 0,29% 5
Total 100,00% 1.845
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Podemos calcular o Ponto de Equilibrio necessario
para cobrir as despesas, através do nimero PE em quanti-
dade multiplicado pelo custo total dos exames. (conforme
tabela abaixo).

Grupos PE Unidades Custo Unitario PE R$
Grupo (1) 1.758 R$ 6,56 R$  11.531,93
Grupo (I1) 35 R$ 818 R$ 289,77
Grupo (l11) 5 R$ 4,08 R$ 21,83
Grupo (IV) 41 R$ 11,74 R$ 480,86
Grupo (V) 5 R$ 16,48 R$ 88,18
Total 1.845 R$  12.412,56

Apresentacido Grafica Ponto de Equilibrio

Valor total T

dos Exames R$

R$12.412,16
PE

» Q i Total
de Exames

1.845
exames

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Uma das grandes dificuldades no ramo laboratorial
esta na formagéao de seus custos. O mercado esta sendo
ditado pelos convénios, em grande parte pelos planos de
saude, que, neste sentido, estabelecem os precos seguin-
do sua disponibilidade para pagamento, restando para os
prestadores de servigos buscarem o equilibrio em seus gas-
tos, o que pode levar muitos deles a reduzirem os seus cus-
tos a custa da qualidade.

A concorréncia do mercado exigiu que as empresas
buscassem ferramentas de gestdo que assegurassem a ex-
celéncia empresarial. A administragéo gerencial passou a
ser fundamental para o sucesso dos negécios, pois sua fun-
¢ao principal é analisar e apresentar informacgdes através
de indicadores gerenciais que auxiliem os gestores a pla-
nejar e controlar as atividades organizacionais, contribuin-
do assim para a tomada de deciséo.

A analise e o controle dos custos empresariais de-
monstram os pontos fortes e fracos da gestéo e proporcio-
nam bases para agdes corretivas quanto ao rumo empre-
sarial.
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"Apurar custos traz beneficios que sdo evidentes ndo
s6 na analise de viabilidade financeira, mas também na ana-
lise de mudancas, seja de recursos humanos, méao-de-obra
empregada, recursos materiais, recursos técnicos e implan-
tacdo de novas metodologias.""

No presente caso, estudamos o setor de bioquimica
de um laboratério de pequeno porte, observamos que, com
o acentuado avango tecnolégico e com a introducgdo de equi-
pamentos automatizados e interfaciados, tornou-se neces-
séaria a contratacdo de profissionais atualizados e espe-
cializados, e o investimento em equipamentos e treinamen-
to de pessoal. Esta realidade gerou um impacto sobre a
receita, aumentando os custos de manutencgéo e de materi-
ais o que torna o numero de exames realizados preponde-
rante para diluir os custos fixos do laboratério. Por outro lado,
criou-se a oportunidade de agregar ao laboratério a
confiabilidade e seguranca necessaria para o médico no
diagnéstico de seus pacientes. Segundo Masakazu,® no
ponto de equilibrio, a empresa esta produzindo (e venden-
do) a quantidade de produtos suficiente para cobrir os cus-
tos e despesas totais.

Para que o laboratério possa atingir o Ponto de Equi-
librio, no setor de bioquimica, sera necessario um acrésci-
mo de 7% no numero total de exames realizados. No acom-
panhamento e seguindo a tendéncia registrada, este acrés-
cimo devera ser atingido ao longo de dois meses.
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Abstract

The need of knowing the actual cost in conducting a biochemistry
examination of is mandatory for the laboratory to be able to remain in
the competitive market of Clinical Analysis. The biochemical tests
include a wide field of analysis, involving determinations of electrolytes,
metabolic tests, renal function, liver function, cardiac and bone
markers. In this study, we use the nomenclature of "biochemical tests”
for all the tests performed in this field. We observed all stages of the
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process in order to measure and identify points for improvement in
the efficient control of costs. The objective of the research was to
determine the unit cost of all the biochemistry examinations, in a
small laboratory and, later, to find the balance between expenditure
and revenue, considering all direct and indirect costs necessary for
conducting these examinations. We used for this study, the method
of System of Cost based on activity. Through the analysis of all areas
ofthe laboratory, we noted that the study area accounts for 31% of all
tests performed in the laboratory, being of great importance for the
final result.

Keywords
Biochemistry; cost; profit; balance

REFERENCIAS

1. Kaplan RS, Cooper R. Custo e desempenho. S&o Paulo; Futura ,
2000.

2. Masakazu H. Administragéo financeira. Sao Paulo; Atlas, 2004.

3. Brimsom JA. Contabilidade por atividades: uma abordagem de cus-
teio em atividades.Sao Paulo; Atlas, 1996.

4. Chalos P. Managing cost in today's manufacturing environmet. New
Jersey; Prentice-Hall, 1992.

5. Bernardi LA. Politica e Formagéao de Precos - UmaAbordagem Com-
petitiva, Sistémica e Integrada. Sdo Paulo; Atlas, 1998.

6. Sannazzaro CAC. Administragéo de Laboratérios de Andlises Clini-
cas. Sao Paulo; Grafipress artes graficas, 1998.

7. Perez Jr OL, Costa R. Gestéo estratégica de custos. Séo Paulo;
Atlas, 1999.

8. Martins E. Contabilidade de Custo. Sdo Paulo; Altas.2009

9. Bruni A, Fama R. Gestao de Custos e Formagéao de Pregos. Séo
Paulo; Atlas 2004.

10. Hansen Don R, Mowen MM. Gestao de Custos - Contabilidade e
Controle. Sao Paulo; Pioneira, 2001.

11. Cardoso S. Contribuicdo para o estudo dos custos unitarios das
analises laboratoriais e sua comparagdo com os pregos estabeleci-
dos pelo Sistema Unico de Satide - SUS em um laboratério hospita-
lar em 2001.171 f. Dissertagao para obten¢do do grau de mestre -
Universidade de Sao Paulo - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
20083.

Correspondéncia

Moacir Martins Jianior

Faculdade de Tecnologia de Piracicaba — FATEP
Av. Rio Claro, 290

Piracicaba-SP, Brasil

Tel: 19-34329917

RBAC.2019;51(1 supl.1):S155-65

165



Relato de Caso/Case Report

Dificuldades transfusionais em paciente aloimunizado:

um relato de caso

Transfusion difficulties in an alloimmunized patient: a case report

Egberto MunhoZz'

Marcelo Céndido de Sa’
Akiko Nilce Joo Kot

Marcia Regina da Silva Turra’
Marilza Celina da Silva’
Adriana Aparecida Spinosa’
Maria Grazia Giovenazzi'
Mariza Saito?

Resumo

A aloimunizagéo eritrocitaria € uma complicacdo da pratica transfusional que dificulta a
selecdo adequada de concentrados de hemacias compativeis. Apesar dos avancos
metodolégicos na imuno-hematologia, este relato de caso ilustra as dificuldades e limita-
¢des laboratoriais encontradas na identificagcéo da especificidade de uma mistura de anticorpos
irregulares e na fenotipagem eritrocitaria, principalmente quando da presenga de um teste
direto de antiglobulina (Coombs) positivo e/ou autoanticorpos. Ainda, o texto ressalta a
importancia do uso de hemacias fenotipadas tanto na resolugéo destes casos complexos
quanto para a prevengéo da formacao de novos anticorpos irregulares em pacientes que
necessitam de constantes transfusées sanguineas.

Palavras-chave

Transfuséo de sangue; incompatibilidade; aloimunizagao

INTRODUCAO

A aloimunizagdo é uma situacéo particularmente
preocupante na rotina dos bancos de sangue pois a pre-
senca de anticorpo(s) irregular(es), além de dificultar a se-
lecéo de concentrados de hemacias compativeis, pode ge-
rar graves reagoes transfusionais. O significado clinico dos
anticorpos antieritrocitarios depende da incidéncia do
antigeno (que pode variar em diferentes origens étnicas),
da sua imunogenicidade e de situagdes clinicas especifi-
cas." Entretanto, é sabido que o risco de desenvolvimento
de novos aloanticorpos aumenta 3 a 4 vezes quando o paci-
ente ja apresenta anticorpos pré-existentes.® Dessa forma,
o relato de caso a seguir teve por objetivo discutir a conduta
adotada na transfusdo de hemacias para uma paciente com
multiplos anticorpos antieritrocitarios, ressaltando as dificul-
dades encontradas na realizacao e interpretacédo dos exa-
mes imuno-hematolégicos.

RELATO DE CASO

Paciente sexo feminino, 80 anos, cinco gestacdes, em
tratamento de cancer gastrico, foi encaminhada ao Hemo-
centro Regional de Londrina - HURNP/UEL para transfuséo
de dois concentrados de hemacias (hemoglobina pré-trans-

fusdo: 8,3 g/dL). Paciente apresentava-se consciente,
eupneica, PA 108/57, temperatura axilar 36,7°C e relatou
que ja havia recebido duas transfusdes anteriores em ou-
tros hospitais, porém negou reagdes transfusionais.

Os resultados dos testes imuno-hematolégicos inici-
ais (realizados pela metodologia de gel-centrifugac@o) mos-
traram que a paciente, O Rh(D) negativo, apresentava pes-
quisa de anticorpo irregular positiva (4+), autocontrole posi-
tivo (2+) e coombs direto (poliespecifico) positivo (2+), sen-
do IgG com titulo 1:10. Ainda, a interpretagéo do painel de
hemacias, realizada em LISS/Coombs e com papaina, su-
geriu presencga de multiplos anticorpos (possiveis anti-C, D,
E, K, Jkb).

Na tentativa de retirar o autoanticorpo que porventura
pudesse estar interferindo na identificacédo dos aloanti-
corpos, foi realizada a técnica de autoadsorgcédo a quente
(37°C). Também realizou-se eluigdo (método glicina acida)
dos anticorpos antieritrocitarios e tanto o eluato quanto o
plasma autoadsorvido foram incubados com um painel de
11 hemacias comerciais e/ou painel de hemacias selecio-
nadas (com fenétipos conhecidos). Entretanto, com estes
testes complementares também néo foi possivel determi-
nar a especificidade dos anticorpos presentes.

Uma amostra da paciente foi entdo encaminhada ao
Centro de Hematologia e Hemoterapia do Parana — Heme-

'Farmacéutico(a)-bioquimico(a) do Hemocentro Regional de Londrina-PR, Brasil.

2Diretora Técnica do Hemocentro Regional de Londrina-PR, Brasil.

Instituicdo: Hemocentro Regional de Londrina, Universidade Estadual de Londrina, Parand, Brasil.
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par/Curitiba. Neste centro, a fenotipagem eritrocitaria es-
tendida ap6s tratamento das hemacias da paciente com
difosfato de cloroquina e bloqueio com anti-lgG (soro de
Coombs monoespecifico) sugeriu que a paciente era nega-
tiva para os seguintes antigenos eritrocitarios: D, C, E, K,
Kp?, C¥, Le?, Lu?, S e Die. Para a identificacdo dos aloan-
ticorpos, o painel de hemacias em LISS/Coombs e com
papaina foi refeito empregando-se soro adsorvido com
hemacias alogénicas e poés-tratamento da amostra com
ZZAP, sugerindo-se a presenca de anti-D, C, K e possivel
anti-S, além da presenca do autoanticorpo, cuja especi-
ficidade nao foi possivel determinar.

Por fim, em virtude da necessidade da transfuséo,
optou-se pela transfuséo lenta e em aliquotas de dois con-
centrados de hemacias (O Rh(D) negativo) filtrados cujo
fenoétipo era bastante semelhante ao possivel fenétipo da
paciente. Ao término das transfusdes, a paciente apresen-
tava-se bem (PA 130/70, temperatura axilar 36,7°C, hemo-
globina 9,4 g/dL) e sem intercorréncias.

DISCUSSAO

Em situagdes normais, é sabido que a exposi¢éo do
individuo a antigenos néao proprios é capaz de induzir a for-
macao de anticorpos, ditos irregulares. Esta situacédo é ob-
servada, a exemplo, na transfuséo de sangue incompativel
e nas gestantes, cujos fetos expressam em suas células
sanguineas antigenos de origem paterna, que podem che-
gar a circulagdo materna durante a gestagao ou no parto.®
Entretanto, a probabilidade de aloimunizacdo também de-
pende de fatores genéticos e adquiridos do paciente,
frequéncia das transfusées, dose e da imunogenicidade do
antigeno.® De qualquer forma, a aloimunizagédo sempre se
torna um fator agravante para as transfusdes subsequentes,
dificultando o encontro de hemocomponentes compativeis
para o paciente.

Pacientes submetidos a constantes transfusdes de
sangue, a exemplo daqueles com doencgas oncolégicas
(caso apresentado) ou hemoglobinopatias, se tornam es-
pecialmente vulneraveis ao desenvolvimento de anticorpos
irregulares. Schonewille e colaboradores® analisaram 564
pacientes oncologicos entre 1987 e 1996 e constataram,
apesar do conhecido déficitimunolégico decorrente da pro-
pria doenga e/ou da quimioterapia, uma taxa de aloimu-
nizacdao de 9%. Os anticorpos formados apresentavam
especificidade principalmente contra o sistema Rh (em es-
pecial, anti-E e anti-c) e Kell. Ainda, este mesmos autores
puderam estimar um risco de 0,5% de aloimunizagéo por
unidade de concentrado de hemacia transfudida.

Segundo a RDC 153, de 24 de junho de 2004, que
regulamenta os procedimentos hemoterapicos, quando um
receptor apresentar anticorpos irregulares clinicamente sig-
nificativos ou tiver antecedentes de presenca de tais
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anticorpos, o sangue total ou as hemacias a serem trans-
fundidas devem ser compativeis e carecer dos antigenos
correspondentes.®Desta forma, a fenotipagem eritrocitaria
tem contribuido para reduzir o indice de aloimunizagéo dos
pacientes politransfundidos e aumentar a seguranca
transfusional.

Assim, perante uma pesquisa de anticorpos irregula-
res positiva, é possivel definir a especificidade do aloan-
ticorpo presente através do seu perfil de aglutinagdo com
um painel contendo 11 hemacias comerciais selecionadas.
Entretanto, na presencga de varios anticorpos (caso apre-
sentado), o perfil de aglutinagéo de um anticorpo pode ser
mascarado por outro, ndo sendo possivel, assim, definir cla-
ramente quantos e qual a especificidade dos varios anti-
corpos presentes. Ainda, a presenca de autoanticorpo, em
virtude do seu efeito panaglutinante, também pode masca-
rar a identificacdo dos aloanticorpos capazes de causar
reagao hemolitica no receptor.”

Ahrens e colaboradores® observaram que 28% dos
pacientes do Charité University Hospital (Berlin) apresenta-
vam autoanticorpo associado com um ou mais aloanticorpos
e que em 75% destes pacientes o histérico de imunizacao
envolvia a transfusdo prévia de hemacias. Grande parte
destes autoanticopos reagem com antigenos eritrocitarios
de alta incidéncia e causam diminuigdo da sobrevida das
hemacias, fazendo com que o nimero de transfusdes ou o
uso de drogas imunossupressoras nestes pacientes seja
maior.® De uma perspectiva sorolégica, em funcgéo da pre-
senca do autoanticorpo, 30% a 40% destes pacientes apre-
sentam Coombs direto e indireto positivos assim como pro-
vas cruzadas incompativeis com a grande maioria dos doa-
dores.®

Segundo Liumbruno e colaboradores,” no processo
de selegéo de unidades de concentrado de hemacias, a re-
mocao do autoanticorpo pode ser realizada pela adsorcéao
autéloga (em pacientes nao transfundidos no periodo de trés
meses) ou pela adsorgdo com hemacias alogénicas (em
pacientes transfundidos recentemente ou com anemia se-
vera), com a subsequente identificagdo do aloanticorpo re-
manescente no soro adsorvido. Entretanto, mesmo o em-
prego destas metodologias ndo permitiram definir com cla-
reza a especificidade dos anticorpos antieritrocitarios pre-
sentes na paciente.

Ainda, segundo os mesmos autores, restaria a possi-
bilidade de transfus&o de concentrado de heméacia selecio-
nado a partir da semelhanga com o fenétipo eritrocitario da
paciente. Entretanto, na presenca de hemacias sensibiliza-
das por anticorpo IgG (caso apresentado), os resultados de
fenotipagem de grupos sanguineos podem ficar comprome-
tidos. Nessas situagdes, o tratamento das hemacias com
difosfato de cloroquina, que permite a dissociacdo dos anti-
corpos IgG sem a desnaturacéo dos antigenos eritrocitarios,
e bloqueios posteriores com anti-lgG monoespecifica,'?
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permitiu a identificacdo mais precisa do fenétipo
eritrocitario estendido da paciente. Porém, segundo
Castilho,(” a genotipagem de grupos sanguineos tem se
mostrado uma ferramenta mais util e eficiente nestas situa-
¢bes, porém ainda se constitui uma técnica bastante dis-
tante da realidade laboratorial de muitos bancos de sangue
brasileiros.

Vale ressaltar, ainda, que o teste direto da antiglobulina
é um dos parametros laboratoriais para investigacado de
anemias hemoliticas. Infelizmente, no caso desta paciente,
nao foi solicitado nenhum exame hematolégico e/ou
bioquimico adicional, ndo sendo possivel descartar alguma
doenca hemolitica de base.

Por fim, quando um autoanticorpo altamente reativo
esta presente, geralmente todas as unidades de concentra-
do de hemacias cruzadas serdao incompativeis. Segundo
Garratty, Telen & Petz,('") nestes casos, a decisdo sobre a
transfusdo depende mais da urgéncia e do estado clinico
do paciente do que os achados dos testes de compatibili-
dade. Assim, em funcdo do tempo despendido e das difi-
culdades encontradas na resolugéo deste caso, a selegcédo
do concentrado de hemacia foi baseada na semelhanga do
fenétipo eritrocitario estendido da paciente e dos doado-
res. Esta pode ser uma alternativa mais apropriada em cir-
cunstancias nas quais as técnicas imuno-hematolégicas
complementares n@o permitem a elucidagéo completa das
dificuldades transfusionais. Desta forma, evita-se também
transfusdes de unidades "menos incompativeis", que certa-
mente causariam reagdes transfusionais induzidas pelos
aloanticorpos presentes.(" Ainda, segundo Shirey e cola-
boradores,!'? a escolha do hemocomponente a partir da com-
patibilidade antigénica entre doador e receptor atuaria
profilaticamente na prevencéao de novas aloimunizagdes.

CONCLUSAO

Este caso clinico ilustra os esforgos empreendidos em
técnicas imuno-hematolégicas que visam orientar a selecédo
adequada de hemocomponentes, principalmente a pacien-
tes que receberao mudltiplas transfusées. Cientes das lacu-
nas que ainda existem nas rotinas laboratoriais, mas em
consonancia a pratica transfusional atual e segura, os pro-
tocolos utilizados em nossa instituicdo visam a reducgédo do
desenvolvimento de aloanticorpos antieritrocitarios e de re-
acdes transfusionais. E, apesar de dispendiosa, a manu-
tencdo de um estoque de concentrado de hemacias
fenotipadas continua sendo um recurso valioso em situa-
¢des complexas como exemplificado neste caso.
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Abstract

Alloimmunization against red blood cell antigens is a complication of
transfusion practice that makes the accurate selection of a cross-
matched packed red blood cells more difficult. Despite of all
metodological advances in Inmunohematology, this case report ilustrates
laboratorial difficulties and limitations found in the identification of the
specificity of a mixture of unexpected antibodies and in the red blood
cells extensive phenotyping, mainly in the presence of positive direct
antiglobulin test and/or autoantibodies. Besides, this report highlights
the importance of phenotyped red blood cells both in the approaching of
such complex cases and to prevent the generation of new unexpected
antibodies in patients under frequently blood transfusions.
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Blood transfusion; incompatibility; alloimmunization
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que nao deverdo ser citadas no texto. As imagens deverdo 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 contetdo cientifico com comen-
tarios, discussdes ou criticas a artigos recentes (dois nimeros anteriores)
publicados na Revista Brasileira de Andalises Clinicas ou ainda com relatos de
pesquisas originais, achados técnico-cientificos significativos, opinides quali-
ficadas sobre um tema especifico das andlises clinicas, bem como mengées
ou obituarios de personalidades da area da saulde e analises clinicas onde
devera ser destacado seu perfil cientifico e sua contribuigdo 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 nédo 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.
Deverao conter um maximo de 2000 palavras e até 10 referéncias biblio-
graficas. Nao serao aceitos editoriais enviados espontaneamente.

A Revista Brasileira de Anélises 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, apés a autori-
zagao expressa dos mesmos. em inglés para um revisor do idioma, repas-
sando os custos aos autores, apos 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 mintsculas (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 deverdao 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 conclusées obtidas. Devera ser elaborado ainda de
forma estruturada, contendo introdugédo, objetivos, material e métodos, re-
sultados, discussao e conclusdes. Referéncias nao deverao ser citadas e
o emprego de acronimos 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.nIlm.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 citagdes deverdo ser restringidas ao minimo necessario. A
introdugao néo 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 reprodugao e replicagdo do trabalho. Nesta
sec¢do, 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 sdo
marcas registradas deverdo ser também, claramente, indicados. Para me-
lhor leitura e compreensao, subtitulos poderdo ser estabelecidos.

ETICA: Nesta secao, devera ser declarado, textualmente, o cumprimen-
to da legislagdo, 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 ndo cum-
pram rigorosamente os preceitos éticos da pesquisa.

RESULTADOS: Deverao ser apresentados em sequéncia légica e com
o minimo possivel de discusséo ou interpretagdo pessoal e acompanha-
dos de graficos, tabelas, quadros e ilustragdes. Os dados constantes nes-
ses elementos graficos, no entanto, nao deverdo ser repetidos integral-
mente no texto, evitando-se, desse modo, superposi¢des. Apenas as infor-
magdes mais relevantes deverao ser transcritas e enfatizadas.

DISCUSSAO: Devera ficar restrita ao significado dos dados obtidos e
resultados alcangados, procurando, sempre que possivel, uma correlagao
com a literatura da area. Nao devera ser incluida uma revisdo geral sobre o
assunto. A repeticdo de resultados ou informagdes ja apresentadas em
outras segdes, bem como especulagdes que nao encontram justificativa
para os dados obtidos deverdo ser evitadas.

CONCLUSOES: Deverdo ser concisas, fundamentadas nos resultados
e na discussdo, contendo dedugdes légicas e correspondentes aos objeti-
vos propostos. Em alguns casos, podera ser incluida no item discusséo,
ndo 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 o6rgaos de fomento, ndo deverdo ser utilizadas siglas.

TABELAS: O titulo devera ser breve e descritivo, apresentando de maneira
precisa seu contetiido 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 numero identificador em
algarismos arabicos. A numeragéo 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 separagao no cabegalho e
em sua parte inferior e sem linhas verticais. Nao deverao ser utilizadas também
linhas horizontais internas. Os dados das tabelas deverdo 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
nao deverdo ser repetidos em graficos. As tabelas deverdao ser compostas
em programa Word ou MS-Excell e enviadas em arquivo separado. Devera
ser evitado um numero excessivo de tabelas.

FIGURAS: Todas as ilustragbes 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. Deverao ainda ser numeradas com algarismos arabicos,
consecutivamente, na ordem de aparecimento no texto e citadas como
figuras. As figuras deverdo ter boa resolugdo (minimo de 300 dpi), ser
gravadas em formato ".jpg" ou "tif" e 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 deverao 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 nao deverdo repetir aqueles ja descritos nas tabelas. Os locais
aproximados onde as ilustragées serdo colocadas deverdao ser
determinados no texto. As figuras deverado ser enviadas em arquivos
separados. Ndo deverao 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://www.icmje.org) e que pode ser consultado em www.scielo.br/
pdf/rcbc/v35n6/v35n6a14.pdf (Versdao 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” poderao ser adequadamente mencionados
no texto, mas néo serdo aceitos como referéncias bibliograficas. A exatidao
das referéncias sera de responsabilidade exclusiva dos autores.

As citagbes 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 citagbes dos documentos deverao ter nu-
meragao unica e consecutiva, indicada pelo nimero 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, corporagao, 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 wemneckii, 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, poliuria,
perda de peso, fome exagerada, visdo embagada, infecgdes repetidas na
pele e mucosas, dificuldade na cicatrizagao 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 nome de autor: O diagnéstico de hipertireoidismo, por
sua vez, é 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 maiulscula, 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 ¢ valido para livros), apesar do
estilo Vancouver recomendar que apenas sejam indicados os 6 primeiros
autores, quando o numero de autores for maior. Deverao ser dados espa-
¢os apods as virgulas.

Observagoes Gerais:

* Quando o documento consultado possuir apenas editores ou compila-
dores, esta condigdo devera ser indicada logo apos os nomes dos autores;

* Quando a autoria do documento for de uma organizagéo, 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 nao apre-
sentarem subordinagdo, 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: graduacgao;

* Quando o documento consultado for de natureza juridica (Constituicao
Federal ou Estadual, Emenda Constitucional, Medida Provisoria, Leis, Decre-
tos, Portarias, Resolugbées e Cddigos), deverdo ser seguidos os padroes de
autoria/ emissao recomendados pela NBR 6023 da Associagao Brasileira de
Normas e Técnicas (ABNT, 2002), com a apresentagao grafica adaptada ao
estilo de Vancouver.

» Toda informagéo adicionada a referéncia que for encontrada em algu-
ma fonte que nao o documento consultado ou informagdo complementar a
referéncia como suporte do documento ou tradugado 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 maitscula. 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 deverdo ser referenciados abreviados e finalizados
com ponto. Importante considerar que todos os pontos da abreviatura do
titulo deverdo ser eliminados, com excec¢do 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 separagéo 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 paginagdo 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 niimeros iguais (445-449, utilizar: 445-9).

EDIGAO E LOCAL DE PUBLICAGAO: As edicées 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 publicagéo
original e de forma abreviada. Quando for a primeira edi¢ado, 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¢do na linha inferior, sem recuos.

Alguns exemplos de referéncias:

Periédicos:

* Um Autor: Marques SA. Paracoccidioidomycosis. Clin Dermatol. 2012
Nov;30(6):610-5.

* Mais de um autor: Lee MY, Telisinghe PU, Ramasamy R. Cervical
cancer in Brunei Darussalam. Singapore Med J. 2012 Sep;53(9):604-7.

« Até seis autores: Okita Y, Narita Y, Miyakita Y, Ohno M, Nagai S, Shibui
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S. Management of cytomegalovirus infection in a patient with malignant glioma
treated with temozolomide and steroids. Intern Med. 2012;51(20):2967-71.

« Mais de seis autores: Espinel-Ingroff A, Aller Al, Canton E, Castafnon-
Olivares LR, Chowdhary A, Cordoba S, et al. Cryptococcus neoformans-
Cryptococcus gattii Species Complex: an International Study of Wild-Type
Susceptibility Endpoint Distributions and Epidemiological Cutoff Values for
Fluconazole, ltraconazole, Posaconazole, and Voriconazole. Antimicrob
Agents Chemother. 2012 Nov;56(11):5898-906.

« Autores pessoais e corporativos: Darragh TM, Colgan TJ, Cox JT, Heller
DS, Henry MR, Luff RD, et al; Members of LAST Project Work Groups. The
Lower Anogenital Squamous Terminology Standardization Project for HPV-
Associated Lesions: background and consensus recommendations from the
College of American Pathologists and the American Society for Colposcopy
and Cervical Pathology. J Low Genit Tract Dis. 2012;16(3):205-42.

* Volume com suplemento: Maljaars J, Peters HP, Masclee AM. The
gastrointestinal tract: neuroendocrine regulation of satiety and food intake.
Aliment Pharmacol Ther. 2007 Dec;26 Suppl 2:241-50.

« Numero com suplemento: Komrokji RS, Verstovsek S, Padron E, List
AF. Advances in the management of myelofibrosis. Cancer Control. 2012;
19(4 Suppl):4-15.

« Editorial com indicacao de autoria: Tamaoki J, Saito H. Diagnosis,
evaluation and monitoring of asthma [editorial]. Allergol Int. 2012;61(3):351-2.

« Editorial sem indicacao de titulo: Bartels PD. Editorial. Ugeskr Laeger.
2012;174(42):2518.

« Artigo/ Editorial sem indicagao 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. Fiscalizagado de alimentos
por andlise microscopica. In: Almeida-Muradian LB, Camargo Penteado MV.
Vigilancia Sanitaria: topicos sobre legislagdo 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 indicacao de grau: Maranhao FCA. Andlise 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; Fundagéo
Carlos Chagas de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro. Rela-
torio de atividades: 2006. Rio de Janeiro: Fiocruz; 2007.

Referéncias Legislativas:

 Leis: Brasil. Lei no. 8.080 de 19 de setembro de 1990. Dispde sobre
as condigdes para a promogao, protecdo e recuperagdo da saude, a orga-
nizagdo e o funcionamento dos servigos correspondentes e da outras pro-
vidéncias. Diario Oficial da Unidao 20 set 1990; secao 1.
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