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Editorial/Editorial

Personagem da Histéria da Saude VIil:
Rudolf Virchow
Personalities of History of Health VIlI: Rudolf Virchow

Rudolf Ludwig Karl Virchow nasceu na cidade aleméa de Schievelbein, ao sul de
Késlin, numa éarea rural da Pomerania Oriental, em 1821. Ele foi o Unico filho de Carl
Christian Siegfried Virchow e Johanna Maria Hesse. De familia modesta, o pai trabalhava
como fazendeiro, comerciante e tesoureiro. Virchow realizou seus estudos elementares
na escola paroquial de sua cidade natal. Posteriormente, em 1838, em Késlin, concluiu
sua formacgé&o basica aos 17 anos. No ginasio, seguiu o programa classico de estudos,
mas tinha grande interesse pelas ciéncias naturais, histéria e geografia. Virchow tam-
bém teve uma sélida formag&o humanistica e era versado em grego, latim e francés.

Ao término dos estudos ginasiais, em Késlin, Virchow seguiu para o "Real Instituto
de Medicina e Cirurgia Militar Friedrich-Wilhelms", em Berlim, formando-se, em 1843,
como médico militar, tendo defendido a tese intitulada "Alteragao da Cérnea na Doenca
Reumatica" (De Rheumate Praesertim Corneae). No periodo em que ainda era estudan-
te universitario, teve a oportunidade de trabalhar com Johannes Peter Muller (1801-1858)
e Johann Lukas Schénlein (1793-1864), entrando
em contato com diferentes métodos de diagndsti-
cos tanto clinicos quanto laboratoriais e experimen-
tais, além de estudar epidemiologia.

Em 1844, tornou-se assistente de anatomia
patolégica de Robert Friedrich von Froriep (1804-
1861), famoso anatomista e curador do Museu de
Patologia do Hospital Charité de Berlim. Em 1945,
publicou um tratado sobre trombose e embolia, des-
crevendo um dos primeiros casos de leucemia. Na
verdade, os termos trombose e embolia foram in-
troduzidos na literatura médica por ele. No ano de
1846, foi nomeado como anatomista no mesmo
Hospital. Nesse mesmo ano, sob os auspicios do
Alto Comissariado Civil e Militar Prussiano, foi envi-
ado a Praga e a Viena para avaliar os programas
de patologia la desenvolvidos. Uma das consequéncias dessas viagens foi o fortaleci-
mento do seu posicionamento contrario ao dogmatismo médico e cientifico e a crenca
na teoria dos humores, que vigiam ainda nessas regides e na propria Alemanha.

Em 1846, descontente com os editores dos jornais médicos, Virchow decidiu
fundar, com seu amigo Brenno Ernst Heinrich Reinhardt (1819-1852), o Archiv fiir
Pathologische, Anatomie und Physiologie und fir Klinische Medizin, que se tornou um
dos mais importantes jornais cientificos da Europa. Com o falecimento de Reinhardt,
em 1852, ele continuou editando o jornal como Unico responsavel. Posteriormente,
esse jornal passou a ser denominado de Virchows Archiv, como ainda é conhecido
atualmente.

Em 1847, recebeu um convite para substituir Froriep, que havia sido indicado
para o cargo de diretor do Servigo Estatal para a Industrializacédo Alemé&, bem como foi
também indicado para assumir como professor (Privatdozent) na Universidade de Berlim
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sob a chefia de Johannes Peter Muller. Ao assumir como docente, Virchow abriu aos
estudantes de medicina a possibilidade de autopsiar os pacientes que iam a ébito,
ensinando-lhes os protocolos desenvolvidos por ele.

Em 1848, o Governo da Prussia o enviou para investigar um surto de tifo na Silésia
Superior. Ao visitar a regido por trés semanas, Virchow entrou em contato com a preca-
riedade, abandono e pobreza da populagéo, composta primariamente por poloneses.
Essa dura realidade produziu nele um forte impacto, levando ao recrudescimento de
suas crencas liberais acerca das questdes sociais e politicas. Em seu relatério para o
Governo Prussiano, propés, além das recomendag¢des humanitarias, médicas e higiéni-
co-sanitarias, liberdade politica, justica social e reformas econémicas e educacionais
para a regido, a fim de melhorar as condi¢des de vida daqueles que |a viviam.

Nesse mesmo ano de 1848, com o irrompimento da chamada Revolug¢édo de Mar-
¢o, um movimento civil liberal, cuja origem foi o grande descontentamento popular com a
ordem politica e social da Confederagdo Germanica, capitaneada na época pelo Império
Austriaco, Virchow foi desligado da Universidade de Berlim. Esse afastamento compul-
sério se deu, claramente, por sua posigao liberal vigorosa, sua participagéo direta no
movimento com armas e barricadas, por sua adesdo a proposta de criagédo de um minis-
tério da saude e pela fundagéo do Jornal Medizinische Reform (1848-1849), que tratava
de temas médicos e politicos de maneira realista e contundente.

Em 1849, com a ajuda de proeminentes personalidades da ciéncia, como, por exem-
plo, o médico obstetra Friedrich Wilhelm Scanzoni von Lichtenfels (1821-1891), Virchow
foi nomeado professor de anatomia patolégica na Universidade de Wrzburg, na Baviera.
No periodo em que ficou em Wurzburg (1849-1856), manteve-se temporariamente afas-
tado da politica, o que foi extremamente benéfico para sua carreia médica e docente e
vida privada. Nos sete anos em que esteve na Baviera, viu sua reputagcdo como profes-
sor e pesquisador crescer enormemente. Além disso, em 1850, casou com Rose Mayer,
tendo tido seis filhos (Karl, Hans, Adele, Ernst, Marie e Hanna Elisabeth).

O periodo na Baviera foi marcado por um alto nivel de realiza¢des cientificas. Na
Universidade de Wirzburg, publicou iniUmeros artigos e deu inicio @ sua monumental
obra de seis volumes intitulada Handbuch der speziellen Pathologie und Therapie. Ele
também editou, entre 1851 a 1901, o Jahresbericht iber die Leistungen und fortschritte in
der gesammten Medizin, um jornal anual em lingua alema sobre os avancos da medici-
na. Nos anos de 1850 a 1862, Virchow coordenou, com outros colegas, uma sociedade
médica em Wurzburg denominada Verhandlugen der physikalish-medizinischen
Gesellschaft.

Em Wirzburg, comecgou também a formular sua teoria sobre a patologia celular e
iniciou seus estudos de antropologia, pesquisando diferentes tipos de cranios. Junto com
Robert Remak (1815-1865), postulou que uma célula sempre era derivada de uma outra
célula ou de uma célula pré-existente (Omnis Cellula e Cellula) e que uma célula anormal
era também derivada de outra célula anormal (ou patolégica). Interessante notar que,
apesar de seu espirito cientifico e vanguardismo, Virchow n&o deu muito crédito a Teoria
de Evolugéo da Espécies de Darwin, as ideias de Ignaz Semmelweis sobre a necessida-
de de higienizacdo das méaos no ambiente hospitalar e a Teoria Microbiana das Doencgas
de Pasteur e Koch, quando essas foram propostas.

Importa ainda mencionar que diversos estudantes de diferentes regides da Alema-
nha e da Europa vinham receber formacéo especializada em seu laboratério na Baviera.
Muitos deles, inclusive, posteriormente, vieram a dar valiosas contribuicées no campo da
medicina e do diagnéstico. Edwin Klebs (1834-1913), Ernst Haeckel (1834-1919) e Adolf
Kussmaul (1822-1902) foram alguns dos ilustres estudantes de Virchow.

Em 1856, Virchow retornou a Universidade de Berlim, ap6s aceitar um convite para
assumir as catedras de anatomia, patologia geral e terapéutica, bem como dirigir o recém-
criado Instituto de Patologia. Apesar de uma forte concorréncia com outros médicos e
pesquisadores pela posi¢éo na Universidade de Berlim, Virchow foi convidado, principal-
mente, pelo apoio que o Rei da Prussia Guilherme Il deu ao seu nome. Esse instituto, sob
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seu comando, se tornaria uma das mais importantes instituicdes de treinamento e forma-
¢éo médica da Alemanha e da Europa, tendo passado por ele, entre outros, Ernst Hoppe-
Seyler (1825-1895), que desenvolveu estudos sobre a hemoglobina, Friedrich
Recklinghausen (1833-1910), que descreveu a neurofibromatose, e Julius Cohnheim
(1839-1884), que estudou a patogénese da trombose e da embolia. Nessa época, ao
mesmo tempo em que trabalhava como professor universitario, passou também a chefi-
ar uma secéo clinica no Hospital Charité. Alguns anos depois, em 1860, foi convidado a
assumir o cargo de Conselheiro de Saude no Governo da Prussia.

No ano de 1858, Virchow apresentou uma série de vinte trabalhos cientificos que
abrangiam de maneira ampla a fisiopatologia das doencas e que fizeram parte, posterior-
mente, de seu seminal livro Cellular-Pathologie, publicado nesse mesmo ano. Em 1863,
a edicéo de uma obra sobre patologia das neoplasias, composta por trés volumes, e um
pequeno livro sobre triquinose, foi iniciada. Em 1867, foi publicado, finalmente, seu volu-
moso livro sobre a patologia dos tumores (Die Krankhaften Geschwiilste), que continha
uma classificagéo sistematica das neoplasias baseada em suas caracteristicas micros-
cépicas.

Durante toda a sua carreira, sempre com uma mente investigativa e empreende-
dora, Virchow publicou uma grande quantidade de trabalhos cientificos, facilitando o en-
tendimento sobre as doencas e as alteragdes celulares e teciduais por elas causadas.
As suas contribui¢cdes incluem, por exemplo, o relato dos corpos amilaceos, da amiloidose
renal e ovariana, do melanoma de meninges, da encefalite congénita, da espinha bifida e
da leontiase 6ssea, a descricdo quimica da mielina, leucina e tirosina, além de publica-
¢bes sobre osteomalacia, tuberculose, sifilis, riquetsiose e parasitoses em geral. Ele
também cunhou os termos cromatina, agenesia, parénquima, heterotropia, amiloide,
degeneracgéo, mielina, leucocitose, leucemia, endarterite, ocronose e osteoide. A introdu-
¢ao do microscopio 6ptico no estudo da patologia, por Virchow, foi fundamental para o
progresso dessa ciéncia.

Outro interesse cientifico de Virchow foi a antropologia. Enquanto exercia o magis-
tério em Wrzburg, publicou dois estudos iniciais sobre o cretinismo e a ma-formacéao
cranial, entre 1851 e 1852. As investigacdes antropolégicas e as publicagcdes nessa area
comecgaram a ganhar for¢ca em seu trabalho quando retornou, em 1856, para Berlim. A
partir desse periodo, teve inicio uma ampla série de pesquisas em craniologia,
craniometria, antropometria e etnologia dos povos germénicos e ndo germanicos da
Europa, Asia e América. Estudos sobre a pré-histéria do homem também foram levados
a cabo. Ele participou de diversas expedi¢des dentro e fora da Europa. Nos anos de 1865
a 1867, participou de escavacdes e estudou palafitas encontradas em sitios arqueolégi-
cos no norte da Alemanha e, em 1870, escavou areas da regido da Pomerania. Em 1879,
com o arquedlogo Heinrich Schliemann, fez escavacdes em Hissarlik, na Turquia, su-
postamente um sitio arqueol6gico associado a cidade de Troia. Entre 1881 e 1894, Virchow
fez ainda iniUmeras expedi¢des ao Caucaso. Em 1888, participou de escavagdes na
regido do Egito, Nubia e Peloponeso. Tomando como base seus estudos etnograficos e
arqueoldégicos, concluiu que ndo havia diferencas entre as etnias humanas e que era
anedética a ideia de uma raga superior.

Preocupado com o progresso cientifico da antropologia e da arqueologia, Virchow
colaborou com a fundacgéo de sociedades e jornais cientificos nessas areas. Em 1869,
duas sociedades, a Deutsche Anthropologische Gesellschaft e a Berliner Gesellschaft
fur Anthropologie, Ethnologie und Urgeschichte, foram criadas por ele. Foi também edi-
tor de jornais cientificos como o Zeitschrift fir Ethnologie, Correspondenzblatt da
Anthropologische Gesellschaft e Archiv fiir Anthropologie.

Uma importante faceta da personalidade de Virchow foi seu engajamento politico
que, interessantemente, corria ao lado das atividades de médico, professor e pesquisa-
dor. Profundamente comprometido com a politica de seu tempo e de seu pais e seus
ideais liberais e antirracistas acabaram por obriga-lo a tomar parte nas propostas de
melhoria social, propugnando uma nova constituicdo, uma reforma fiscal e mais demo-
cracia. Ele também enunciou a necessidade dos médicos terem uma relagdo de maior
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proximidade com a populagédo mais humilde e necessitada. Virchow concorreu e foi elei-
to para o Conselho da Cidade de Berlim, em 1859, para a Camara Baixa da Assembléia
Prussiana, em 1861, e para o Reichstag, em 1880. Como conselheiro da cidade de
Berlim, melhorou as condicdes de higiene, redefiniu o sistema de esgotamento sanitario
e construiu e reformou varios hospitais. No periodo em que esteve como parlamentar do
Partido Progressista Alemé&o (1880-1893), no Reichstag , usou sua posi¢éo para advo-
gar em favor da saude publica e criticar a politica excessivamente militarista do chanceler
aleméo Otto von Bismark.

Virchow faleceu aos 81 anos, na cidade de Berlim, em 05 de setembro de 1902,
por insuficiéncia cardiaca, ap6s um acidente com fratura de fémur, o que o manteve sob
longa hospitalizagéo. Em seu funeral, estava presente uma grande quantidade de popu-
lares e admiradores. Virchow escreveu mais de 2 mil artigos e livros sobre patologia,
antropologia e histéria geral e da medicina, bem como proferiu inUmeras aulas, palestras
e conferéncias dentro e fora da Alemanha. Em 1892, foi agraciado pela Real Sociedade
Britanica com a Medalha Copley, por seus estudos sobre patologia, anatomia patol6gica
e arqueologia e pré-histéria. Em tributo a sua meméria, a Universidade de Humbolt, em
Berlim, criou a Catedra Virchow de Patologia.
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a systematic approach

Métodos ndo invasivos para o diagndstico de fibrose hepatica: uma abordagem sistematica
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Abstract

Introduction: Liver fibrosis is one of the most hazardous consequences of chronic liver
diseases. Its early diagnosis is important for a quick decision making in the treatment and
prognosis. Also, diagnosis and monitoring are usually performed by liver biopsies, a laborious
method with high chances of complications and a subjective interpretation of results.
Objectives: The research for the development of non-invasive methods are wide. The
objective of this study is disclosing and evaluating some of said methods. Materials and
methods: Validation articles were analyzed in four databases (Medline, Cochrane, LILACS
and SciELO). Using the following terms: (liver fibrosis) AND (non-invasive diagnosis). All
articles succeeded to inclusion and exclusion methods. Results: A couple of methods
have pointed out promising results, in summary being much better used in the later
diagnosis of liver fibrosis. Discussion: Many methods have been or are still in process of
validation, some of which are promising, although they require future refinements in their
evaluations, such as the diversification of the study population and evaluation of several
chronic liver diseases. Conclusions: There are still various difficulties over the creation
and standardization of analytical methods. However, existence and validation are important

for a favorable future in the diagnosis of fibrosis.
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INTRODUCTION

Liver fibrosis is a common consequence of several
chronic liver diseases. In a first instant, through hepatic injury,
an inflammatory process occurs. However, the initial damage
is not responsible for causing the injuries themselves. From
the moment the injury begins, an activation of cells of the
immune system happens and then the release of pro-
inflammatory cytokines, which culminate in the injury of liver
tissue. Inflammatory mediators and other potentially toxic
components accumulate leading to the generation of
reactive oxygen species, which expose hepatocytes to
oxidative stress, causing lipid peroxidation and DNA
damage. While these events occur, several hepatic cells
enter an "activated" state, resulting in increased synthesis
and deposition of extracellular matrix components. The
deposition is characteristic of liver fibrosis, which, in a large
scale, could lead to a progression for cirrhosis, considered

an irreversible condition wherein the liver architecture is
altered and impaired.

One of the main cells in the activation process are the
hepatic stellate cells (HSC), whereby their role as vitamin A
storage cells change to become like myofibroblasts -
contractile, proliferative and pro-fibrogenic, according to
Taibi et al.(" After HSCs activation, cytokines are secreted
in an autocrine manner, generating signals that maintain
their activation, survival and consequent extracellular matrix
deposition. According to Ichikawa et al.,® a cycle is
established in which the inflammatory and pro-fibrogenic
stimulus contributes to maintain the fibrotic state of the liver.

MATERIAL AND METHODS
Validation articles have been searched in four

databases (Medline, Cochrane, LILACS and SciElo). The
terms used were: (liver fibrosis) AND (non-invasive
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diagnosis). All the articles were recovered and succeed to
the inclusion and exclusion methods. For this, titles,
summaries and materials and methods were read.

Inclusion methods

* Validation articles for diagnostic methods;

* Validation of laboratory methods compared to
standard gold diagnosis (liver biopsy);

* Reading of histopathological laminas performed by
at least two pathologists who did not have information on
the clinical status of the patients and chronic liver diseases
present;

* Time interval between biopsy and blood tests of a
maximum of six months, regardless of which was performed
first.

Exclusion methods

* Works wherein non-invasive diagnostic methods
are imaging tests, instead of the gold standard (liver
biopsy);

* Languages other than English, Spanish or
Portuguese;

* Articles that avoided the theme and/or focused on
the treatment.

Therefore, the articles that matched all methods of
inclusion and none of the methods of exclusion were
completely read for further classification.

RESULTS

The result of the search in the databases led us to a
first screening of 139 articles. The subsequent selection and
sorting stages are represented in Figure 1.

Reading title, abstract materials and
methods + inclusion and exclusion
method = 16

Fully evaluating the articles
TOTAL =12

Figura 1. Fluxograma das etapas da triagem realizada para obtencédo
dos trabalhos.
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About 10% of the retrieved articles could be used after
screening by applying the inclusion and exclusion methods.
It might have happened due to the repetition of several
papers in the referred databases and many articles out of
the topic and out of the kind of study of interest to this review.
Selection of articles included studies ranging from 2005 to
2017.

Subsequently to the complete reading of the articles,
some were excluded because they showed only
biochemical markers associated with histopathological
parameters, case of which would require a biopsy for the
method, diverging to the proposal of this work (using non-
invasive techniques). In other hand, some studies combined
biochemical markers with imaging tests, not being
comprised in the focus of this work, despite the non-
invasive nature.

To complement the understanding of the techniques,
its groundings, and pathophysiology of liver fibrosis, review
articles have been searched in MedLine database,
prioritizing the most recent works that did not diverge from
the purpose of the present theme.

Literature data

Several laboratory methods for the diagnosis and
staging of liver fibrosis are presented below.

Serum homocysteine

Homocysteine is an essential amino acid derived from
the metabolism of methionine. The reasoning for evaluation
of this analyte during non-alcoholic fatty liver disease
(NAFLD) course is that mild hyperhomocysteinemia is an
important predictor of cardiovascular disease along with
insulin resistance. It is known that insulin resistance plays
an important role in the progression of NAFLD to non-
alcoholic steatohepatitis (NASH), hence it has been
questioned if homocysteine levels would also be altered in
transition from NASH to fibrosis.

A study correlating their serum levels with the
progression of fibrosis has been performed by Polyzos et
al.®Here, the validation of the test was done in patients with
NAFLD. Itis known that NAFLD is composed of a spectrum
ranging from simple hepatic steatosis to NASH, wherein
inflammation and maybe progression to fibrosis, cirrhosis
and even hepatocellular carcinoma might happen.

The tests were performed in 31 patients, 15 with
NAFLD and 16 with NASH. For the control group, 31 people
participated, with similar parameters (sex, age and body
mass index). Serum homocysteine levels were lower in
patients with NASH (umol/L 12.3 + 2.5) compared to
individuals who had NAFLD (umol/L 14.7 + 2.1).
Furthermore, comparisons between homocysteine levels
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were shown to be related to hepatic fibrosis stages, in an
inverse manner. Table 1 lists levels of fibrosis correlated with
serum homocysteine levels.

Table 1 - Comparison of homocysteine levels in different stages of
liver fibrosis. Source: Polyzos et al®

Liver fibrosis stage Homocysteine (umol/L)

None 149+26
Perisinusoidal OR periportal 13,7+1,9
Perisinusoidal AND portal/periportal 11,0£21

OR bridging fibrosis

In addition to fibrosis, other parameters correlated with
homocysteine levels (decreasing their levels according to
disease progression), such as portal inflammation and
steatosis location.

Homocysteine is an intermediate component in
methionine metabolism and can follow two pathways:
remethylated (a process requiring folate and vitamin B12),
returning to the methionine state or irreversibly degraded to
cysteine via the process of transulfuration (a process
requiring vitamin B6).

Two reasons may explain why low homocysteine levels
contribute to progression of NAFLD to NASH, and,
consequently, fibrosis. The first one is the modulation of
methyl balance: the reduction of homocysteine levels
culminate in the decrease of S-adenosylmethionine, which
in turn is necessary for exporting of VLDL from the liver. With
the reduction of methionine (and consequent decrease in
homocysteine), this process of exporting VLDL is
decreased, increasing the hepatic accumulation of lipids.
The second reason involves the enzyme cystathionine beta
synthase, which catalyzes the condensation of homocysteine
with serine to cystathionine, which in turn is hydrolyzed to
cysteine, that could be used for the synthesis of glutathione.
Low levels of glutathione promote the progression of liver
fibrosis, because it protects liver cells from damage caused
by oxidative stress. Therefore, measurement of serum
homocysteine levels may be a good ally for the diagnosis of
liver fibrosis in NAFLD cases.

Hyaluronic acid (HA) and vascular endothelial
growth factor (VEGF)

Before understanding the reason for choosing these
markers, itis necessary to emphasize some processes that
occur in liver fibrosis. Its development is characterized by
excessive deposition of extracellular matrix components,
including various types of collagens, proteoglycans,
structural glycoproteins and hyaluronic acid (HA). Such
excess of extracellular matrix in the space of Disse causes
areduction in blood flow, affecting adjacent hepatocytes and
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influencing the clearance ability of these and other hepatic
cells. Over time, a distortion of liver architecture comes up,
forming fibrotic scars and regeneration nodules, which leads
to hepatocellular dysfunction and increases intrahepatic
resistance to blood flow. Additionally, during fibrosis, liver
sinusoidal endothelial cells undergo transformations - they
lose fenestrations. Thus, hypoxia ends up being one of the
consequences. This mechanism requires the participation
of proinflammatory cytokines and growth factors, including
vascular endothelial growth factor (VEGF). Furthermore, the
increase of HA levels reflects in the capillary levels of liver
endothelial sinusoidal cells, since it acts to promote the
formation of endothelial cells and induce the expression of
angiogenic factors, such as intercellular adhesion molecule
1 (ICAM-1), vascular cell adhesion protein 1 (VCAM-1) and
matrix metalloproteinase 2 (MMP-2). Therefore, HA and
VEGF may act as fibrogenic and angiogenic factors.

It is known that angiogenesis is essential for organ
growth and repair after liver disease. The disturbance of
balance between liver fibrogenesis and angiogenesis can
lead to several diseases, including the onset of cancer. Itis
known that chronic hepatitis C is one of the main causes of
the development of hepatic angiogenesis.

The study by Toson et al¥ was validated in patients
with chronic hepatitis C. The area under the curve (AUC) of
HA to differentiate patients with significant fibrosis from those
with non-significant fibrosis was 0.941 and of VEGF was
0.911. HA showed specificity of 94% and sensitivity of 85%,
positive predictive value of 92% and negative predictive
value of 89%. Moreover, for VEGF, the values were 91% of
specificity, 78% of sensitivity, positive predictive value of
88% and negative predictive value of 83%.

AST to platelet ratio index (APRI)

This method uses two simple laboratory parameters,
aspartate aminotransferase (AST) and platelet count. This
rate is calculated as follows: APRI = (AST/upper limit x 100)/
platelet count. As fibrosis progresses, portal hypertension,
splenic sequestration and increased injury of platelets
occurs, conferring a decrease in their levels. In addition, liver
fibrosis is associated with decreased production of
thrombopoietin, performed by hepatocytes. Furthermore,
AST increases in liver fibrosis, since its clearance becomes
reduced and its release by mitochondria increases due to
hepatic injury, as reported by Shin et al.®®

A differential of the study by Kruger et al.®)in the year
2011 consists in the fact that the referred study was validated
in patients whose liver disease is NAFLD, including its
progress, such as NASH, which can evolve to fibrosis. Itis
usually validated in patients with chronic hepatitis C. As liver
fibrosis progressed, APRI increased. In the group without
fibrosis and with mild fibrosis, APRI presented a value of
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0.7, whereas in the advanced fibrosis group the value
increased to 1.54.

This method was also validated by Chang et al.?”) In
this study, APRI was compared with another non-invasive
method, the transient elastography (imaging method, which
is not the focus of this review), that measures liver rigidity,
attributing higher rigidity to fibrosis progression. Although
the elastography proved being better than the blood test,
the values found for APRI were promising.

In this study, patients with diverse chronic liver
diseases were selected, such as: carriers of viral hepatitis;
NASH; autoimmune hepatitis; primary biliary cirrhosis and
elevated transaminases. It also included a group with
unknown liver disease and undergoing liver surgery and
one group of patients with cirrhosis waiting for resection of
the carcinoma. APRI >1.50 was able to identify the
presence/absence of significant fibrosis in 59.1% of the
patients. This was the cut point chosen as optimal.
Similarly, APRI >2.00 was able to identify the presence of
cirrhosis in 80.9% of the patients.

It should be noticed that the accuracy of APRI can be
affected by conditions such as hemolysis, cholestasis, and
elevated transaminase levels.

AST to platelet ratio index (APRI)

This method uses two simple laboratory parameters,
aspartate aminotransferase (AST) and platelet count. This
rate is calculated as follows: APRI = (AST/upper limit x 100)/
platelet count. As fibrosis progresses, portal hypertension,
splenic sequestration and increased injury of platelets
occurs, conferring a decrease in their levels. In addition, liver
fibrosis is associated with decreased production of
thrombopoietin, performed by hepatocytes. Furthermore,
AST increases in liver fibrosis, since its clearance becomes
reduced and its release by mitochondria increases due to
hepatic injury, as reported by Shin et al.®

A differential of the study by Kruger et al.® in the year
2011 consists in the fact that the referred study was validated
in patients whose liver disease is NAFLD, including its
progress, such as NASH, which can evolve to fibrosis. Itis
usually validated in patients with chronic hepatitis C. As liver
fibrosis progressed, APRI increased. In the group without
fibrosis and with mild fibrosis, APRI presented a value of
0.7, whereas in the advanced fibrosis group the value
increased to 1.54.

This method was also validated by Chang et al.?”) In
this study, APRI was compared with another non-invasive
method, the transient elastography (imaging method, which
is not the focus of this review), that measures liver rigidity,
attributing higher rigidity to fibrosis progression. Although
the elastography proved being better than the blood test,
the values found for APRI were promising.

RBAC. 2019;51(4):268-76

In this study, patients with diverse chronic liver diseases
were selected, such as: carriers of viral hepatitis; NASH;
autoimmune hepatitis; primary biliary cirrhosis and elevated
transaminases. It also included a group with unknown liver
disease and undergoing liver surgery and one group of
patients with cirrhosis waiting for resection of the carcino-
ma. APRI>1.50 was able to identify the presence/absence
of significant fibrosis in 59.1% of the patients. This was the
cut point chosen as optimal. Similarly, APRI >2.00 was able
to identify the presence of cirrhosis in 80.9% of the patients.

It should be noticed that the accuracy of APRI can be
affected by conditions such as hemolysis, cholestasis, and
elevated transaminase levels.

FIB-4

The study of Lin et al.® evaluated APRI and FIB-4
separately and compared their accuracies. APRI has been
already describe in this article. FIB-4 is an easily calculated
index and includes AST, platelet count, age, and alanine
aminotransferase (ALT). The method for calculating FIB-4
is shown below: FIB-4 = age (in years) xAST (U /L) / (platelet
count (109 /L) x[ALT (U /L) 1/2]. This parameter has been
validated in patients with chronic hepatitis B. The evaluation
of said markers in patients carrying this disease is very
important, because at least prior to the year of its publication,
there were little data on the applicability of APRI and FIB-4
on these patients. For APRI an area under the receiver
operating characteristics (AUROC) of 0.704 (in significant
fibrosis) were shown. For FIB-4, the AUROC was 0.769.
Comparing the accuracy of these two methods for cirrhosis,
better results were found in the detection of cirrhosis than in
significant fibrosis (AUROC of 0.706 in APRI and 0.869 in
FIB-4). FIB-4 may have shown better results than APRI in
both significant fibrosis and cirrhosis because it involves
additional parameters related to liver fibrosis, such as age
and ALT levels.

Coopscore

In the study by Taibi et al.,(" this method has been
validated in patients with chronic hepatitis C, comprising five
parameters: alpha-2-macroglobulin, apolipoprotein-A1, AST,
collagen IV and osteoprotegerin (OPG). The calculation model
of the score is as follows: Coopscore = 1/(1 + exp (-) - 1.856
+1.216 x InA2M (ng/L) + 0.007 x C-IV (ng/L) - 1.047 x
ApoA1/L) + 0.451 x In OPG (pg/L) + 0.005 x AST (IU/L) +
0.005 x age + 0.231 xsex (M =1, F =0))).

Alpha-2-macrogolobulin is capable of inactivating
various proteinases, inhibiting fibrolytic activity. In fibrotic
liver, the increase of alpha-2-macroglobulin, with consequent
inhibition of MMP and decrease of fibrosis degradation,
favors the maintenance of this process, according to Ho et
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al.® In the case of apolipoprotein A1, Naveau et al.('"9
describes that this analyte is present at lower levels in liver
fibrosis. It is explained by the fact that apolipoprotein A1
attaches to extracellular matrix, in addition to decreasing the
transcription of its RNA. Collagen IV has high levels in fibrosis,
as well as OPG, a protein that regulates bone mass (altered
during liver disease). Through an algorithm that combines the
parameters presented previously, Coopscore was created.

The differential of the study by Taibi et al.» was the
validation of Coopscore in patients coinfected with HBV and
HIV. ltis estimated that 5% to 10% of patients infected with
HIV are also infected with HBV. Since HIV accelerates the
consequences caused by HBV (progression from fibrosis
to cirrhosis and increased incidence of HCC), the prognosis
is poor.

The results showed that Coopscore increases as
fibrosis levels increase. Furthermore, Obuchowski's
calculation revealed that the diagnostic performance of
Coopscore was higher (0.774), compared to other patented
tests, such as Fibrometer (0.668), Hepascore (0.690) and
Zeng score (0.704, P <0.05), although they did not show
differences between Coopscore and Fibrotest (0.734, P =
0.17). Despite this method has been shown promissory, it
should be clarified that in certain cases, OPG levels may be
altered, as in HIV infections associated with atherosclerosis
and during bone remodeling, which could modify the results
of Coopscore. In addition, the use of some antiretrovirals,
so-called d-drugs (dideoxynucleotide analogues) and
selective protease inhibitors are some other factors that may
affect the levels of OPG and collagen IV.

Hepascore

This method consists of an algorithm that combines
alpha-2 macroglobulin, hyaluronic acid, TIMP-1 and MMP-2.
All these molecules are closely involved in the
pathophysiology of liver fibrosis (their involvement in the
pathophysiology of liver fibrosis has been reported in
previous paragraphs). In addition to analytes, this method
includes the age and sex of the patient as variables.

In this study, performed by Adams et al.,"" an AUC of
0.820 was obtained for detection of significant fibrosis. For
advanced fibrosis, the value was 0.903 and for cirrhosis 0.891
in the test validation group. Also, the raise in Hepascore values
were proportional to increased fibrosis levels.

Various tests

Lackner et al.(® analyzed the accuracy of AST/ALT,
cirrhosis discriminant score (CDS), age/plateletindex (AP),
Pohl score, APRI and platelet counts. The methods for
obtaining some of these parameters are described below.
The others were further explained previously.
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CDS is obtained as follows: platelet count (x10%L),
AST/ALT rate, and international normalized rate (INR). From
the individual obtained values, the sum is made to obtain
the final scores of CDS (Table 2).

The AP is the sum of the scores obtained in age and
platelet counts (Table 3).

Table 2 - How CDS is calculated. Source: Lackner et al.('?

Platelet (109/L) AST/ALT INR
>340=0 >17=0 <11=0
280-339 =1 1,2-17=1 1,1-14=1
220-279=2 06-119=2 >14=2
160 -219=3 <0,6=3

100-159 =4

40-99=5

<40=6

Table 3 - How AP is obtained. Source:Lackner et al.('?
Platelets (109/L)

Age (years)

<30=0 >2225=0
30-39=1 200-224=1
40-49=2 175-199 = 2
50-59=3 150-174=3
60-69=14 125-149=4
>70=5 <125=5

In Pohl score: it is positive when AST / ALT ratio >1
and platelet count <150 x 109 /L.

Liver fibrosis showed weak correlation values with ALT
(M =0.58), INR (M =0.58), AST/ALT (M = 0.25) and CDS
(M 0.46), while it was moderately related with AST (M 0.52),
platelet count (M 0.48), AP index (M 0.52) and APRI (M 0.61).
Subsequently, AUROC of platelet count, AP index and APRI
were created. Among these, APRI presented the best
prediction for fibrosis in the F3-F6 stages, of significant
fibrosis (AUROC of 0.80) (according to the Ishak score). In
the F5-F6 stages of cirrhosis, the best diagnostic power was
given by the AP index (AUROC of 0.91).

The methods below are more related to experimental
diagnosis.

Plasma free choline

The study by Imajo et al."®validated this method in
patients with NASH. In animal models of NASH, researchers
use mice with methionine and choline deficiency. Mice
maintained on this diet are characterized by macrovesicular
steatosis, hepatocellular death, inflammation, oxidative
stress and fibrosis. These findings are similar to those seen
in humans with NASH.
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Choline deficiency appears to be associated with the
mechanism responsible for the development of the
pathogenesis, but this has not yet been fully elucidated. What
is known is that choline is essential for the functioning of
cells. Most of it is absorbed by small intestine and
metabolized in liver. In addition, it is a precursor of
phosphatidylcholine - the major component of very low
density lipoprotein (VLDL). However, in this study, the finding
was different from the animal models. In it, plasma choline
levels have been shown to increase in NASH cases,
compared with simple steatosis. One hypothesis that
attempts to explain this controversial fact is that microsomal
triglyceride transfer protein (MTTP) has reduced activity in
NASH, and in fact this has been shown in previous studies.
Therefore, free choline levels are increased in plasma.

Choline deficiency appears to be associated with the
mechanism responsible for the development of the
pathogenesis, but this has not been fully elucidated yet. Itis
known that choline is essential for the functioning of cells.
Most of itis absorbed by the small intestine and metabolized
in the liver. In addition, it is a precursor of phosphatidylcholine
- the major component of very low density lipoprotein (VLDL).
However, in this study, the finding was different from the ani-
mal models, because plasma choline levels appeared to
increase in NASH cases, compared to simple steatosis. One
hypothesis that attempts to explain this controversial fact is
that microsomal triglyceride transfer protein (MTTP) has
reduced activity in NASH, and in fact this has been
elucidated in previous studies. As consequence, an increase
in plasma free choline levels occurs.

Plasma free choline levels in NASH patients
demonstrated to be significantly higher when compared to
healthy patients (mean, 0.16 mg/dL, ranging from 0.10 to
0.25 mg/dL and a mean of 0.09 mg/dL, ranging from 0.07 to
0.12 mg/dL, respectively). Plasma free choline levels were
also positively correlated with the degree of steatosis and
fibrosis, but not with lobular inflammation and balloonization
of hepatocytes (histological features present in NASH).
Moreover, this variable does not change between different
ages, genders, body mass indexes, levels of cholesterol,
triacylglycerols, hyaluronic acid or presence/absence of
obesity, diabetes, dyslipidemia or hypertension - which ends
up being advantageous. On the other hand, its disadvantage
is the specificity for patients with NAFLD and its progression
(including NASH), since it has been shown that said analyte
does not increase in other chronic liver diseases.

Serum N-glycomic markers
Along with plasma cells, hepatocytes are major
sources of serum glycoproteins, since the liver is involved in

clearance of proteins with aberrant glycosylation. Therefore,
it is assumed that hepatic disorders may cause alterations
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in serum glycoprotein profile. Based on this idea, a study by
Qu et al.,(" has been conducted. Participants with HBV were
divided in two groups: one with mild fibrosis and another
with advanced fibrosis. Through DNA sequencer-aided
fluorophore assisted carbohydrate electrophoresis
technique (DSA-FACE), serum glycoproteins of these
patients were separated and characterized by different peak
patterns.

This technique is used to diagnose cirrhosis and
hepatocellular carcinoma through the emerging of specific
peak patterns. In cirrhosis, peak 7 is elevated while 8 is
decreased, compared with healthy patients. Thus, the log
derived from these peaks log(peak 7/peak 8) can distinguish
cirrhotic patients. The intention was to discover some
specific pattern to differentiate levels of fibrosis.

Results showed that peaks 1, 2, 3, 4 and 10 were
significantly elevated, whereas 5, 8 and 11 decreased in
advanced fibrosis when compared with the mild fibrosis
group. Several peaks were obtained, so it was necessary
to identify those that would be the best to fit fibrosis levels.
Then, various receiver operating characteristic (ROC) cur-
ves were used to determine the role of different peaks. In
this study, the best result was log(peak 2/peak 8). From this
result, specificities, sensitivities, positive and negative
predictive values and accuracy of different liver fibrosis
stages were compared. Using log(peak2/peak8), good
predictors were obtained for advanced fibrosis, but not for
early and moderate stages.

Combinations of log(peak 2/peak 8) with biochemical
methods already known were made, such as pro-collagen
type lll propeptide (PIIINP), collagen IV, HA, laminin,
collagenases and inhibitors of collagenases. Among these,
HA showed best correlation with different stages of fibrosis,
although it did notimprove AUROC with log(peak 2/peak 8)
for diagnosis of significant, advanced fibrosis and cirrhosis.

Therefore, serum glycomic profile, although isolated,
can predict well the presence of liver fibrosis, being more
discriminant in significant fibrosis.

Serum connective tissue growth factor (CTGF)

CTGF is a member of the CYR61-CTGF-NOV 2
glycoprotein superfamily, a family of cysteine-rich
glycoproteins, which is related to the pathogenesis of liver
fibrosis. It is suggested that the referred protein is an
amplifier of TGF-p, a pro-fibrogenic cytokine. Although its
mechanism of action is not fully elucidated, it probably
strengthens the binding of TGF-1 to its receptor.

The study of Gressner et al.'™» showed that serum
concentrations of CTGF were significantly elevated in HBV
infected patients at the advanced fibrosis stage (stages 3
and 4, 36.9 + 19.7 ng/mL), cirrhosis (43.6 + 48, 5 ng/mL)
and hepatocellular carcinoma (38.5 ng/mL) than in control
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(17.7 £ 10.7 ng/mL). However, this method was not able to
discriminate well between healthy and fibrosis patients in
the most early to moderate stages (stages 1 and 2,20.3 +
8.8 ng/mL).

Wisteria floribunda agglutinin-positive Mac-2
binding protein (WFA+ - M2BP)

WFA + - M2BP protein has already been reported as
a glycobiomarker for liver fibrosis. It is secreted primarily by
hepatocytes. WFA + - M2BP mediates cell proliferation,
angiogenesis, and is also involved in the increase of cell
adhesion to extracellular matrix. Their serum levels increase
as fibrosis progresses. In the study by Ura et al., ('8 hepatitis
C was evaluated, wherein the identification of significant
fibrosis is crucial, since patients with fibrosis at this stage
have a higher chance of rapidly progressing to hepatocellular
carcinoma. Thus, if this stage of significant fibrosis is
reached, these individuals should be promptly medicated,
in order to suppress the progression of the disease. The
advantages of using this method are its liver specificity, high
diagnostic accuracy and good reproducibility. For ? F2
(Metavir score), WFA + - M2BP quantification revealed
sensitivity of 83.6, specificity of 73.6, positive predictive
value of 65.7 and negative predictive value of 88.2. For>F3,
sensitivity was 78.4, specificity 64.2, positive predictive value
42.6 and negative predictive value 89.7.

DISCUSSION

More than 50% of patients with cirrhosis die within the
first 17 years after diagnosis, mostly with hepatocellular car-
cinoma. Therefore, attenuation of the fibrogenic process is
important to decrease morbidity. Due to its invasive nature
and serious analytical limitations, histological evaluation is
not recommended for the purpose of diagnosis and
monitoring, according to Taibi et al.(V Additionally, the
prognosis is also important because, in hepatitis C cases,
e.g., the infection depends on the current fibrosis stage and
the progression rate of the disease (fibrogenic rate).
Therefore, the sooner the diagnosis is made, the better for
the clinician, being able to propose the treatment, and even
better for the patient, that would return to its activities without
great harm to its health. However, the course of chronic liver
disease can take decades to generate symptoms that
enable proper investigation and diagnosis. Thus, the patient
often receives diagnosis when in terminal phase and may
require liver transplantation. At a terminal stage, treatment
may not be effective.

Ideally, hepatic monitoring should be performed,
especially when the patientis exposed to risk factors, such
as excessive alcohol consumption, presence of hepatic
steatosis, etc. However, it is not feasible to perform biopsies
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at short intervals, since this method presents risks to the
patient because it is highly invasive, expensive, depends
on trained professionals to obtain a significant sample and
the method itself has disagreements, because the reading
is done by human beings, undergoing individual subjectivity.
In this sense, the development of non-invasive diagnostic
methods is of greatimportance. In addition, benefits of these
methods would also be seen during the monitoring of chronic
liver diseases, since they could dispense repeated biopsies
and consequent discomfort for the patient.

From the analyzed studies, it is noted that hepatitis C
is the chronic liver disease widely chosen for study of
diagnostic methods. However, it is important to note that
fibrosis is a common consequence of dozens of liver
diseases. Privileging a disease in the study ends up
impairing the analysis of quality of these markers, after all,
not necessarily all analytes will present similar behaviors in
all situations.

Unlike other methods, which appeared only once in
the present study, APRI appeared three times. Probably, due
to platelets and AST being analytes commonly evaluated in
laboratory routine. Some of these studies validated the
method in NAFLD and hepatitis B. These are promising
ways to evaluate fibrosis arising from other liver diseases
besides hepatitis C. However, this method is more reliable
in cases where liver fibrosis is in advanced level (cirrhosis),
it may be useful in cases where advanced fibrosis is
confirmed, so a non-invasive method can be applied for
monitoring, since fibrotic patients are usually evaluated with
constancy.

FIB-4 is another very simple method to use. It takes in
account age, AST, ALT and platelet count. In addition, the
study by Lin et al.® showed that, in comparison with APRI,
FIB-4 can be more accurate, because it considers other
parameters than those in APRI. Homocysteine and VEGF
are analytes that also have their levels checked regularly in
clinical analysis laboratories, but not as often as AST, ALT,
and platelets. In the study by Polyzos et al.® it has been seen
that homocysteine levels are inversely related to fibrosis
progression. The disadvantage is that it is closely related to
the metabolic syndrome, so its use is only seen in cases
where fibrosis is related to NAFLD. The right decision would
be analyze it in other hepatic diseases, allowing possible
discoveries of correlation with other illness.

Other tests are more related to scientific research field.
We can cite N-glycomic markers, serum CTGF, free plas-
ma choline, and WFA + - M2BP. However, this represents a
start for the discovery of new and promising diagnoses of
liver fibrosis. It is worth noticing that none of the four prior
said tests proved to be precise for diagnosis of fibrosis at
earlier stages. Among them, choline has the advantages of
being stable in several secondary pathologies, although it
is only useful in cases where fibrosis comes from NAFLD.
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HA is a direct marker of liver fibrosis, that reflects its
metabolism. In the research conducted by Toson et al.® it
has been shown that HA is a good predictor of liver fibrosis.
In addition to direct markers, there are algorithms that can
use combinations of direct and indirect markers (indirect
ones reflect changes in liver function as a result of fibrosis)
and can be combined with patient variables such as sex
and age. This group includes Coopscore and Hepascore.
Both have their values directly related to progression of
fibrosis. In addition, Coopscore study had the differential of
being analyzed in patients HBV-HIV coinfected, opening
doors to works that could compare the accuracy of diagnostic
methods in mono and coinfected patients.

Itis possible to note that there is a variety of markers
studied in different liver diseases, which use several scales
for their classification. In addition, the groups of patients
analyzed were heterogeneous. This means that we must
always keep in mind that studies conducted in sites with
diverse incidence and prevalence of a particular chronic liver
disease may present changes in test sensitivity and
specificity.

The ideal marker should be able to accurately access
fibrosis severity with reliability, reproducibility and monitoring
of fibrosis. Also, it should be available in most, if not all,
hospitals.

CONCLUSION

The fact of a marker being validated in a specific
disease does not exclude the possibility of using it in other
chronic hepatic etiologies. In order to know which markers
can be used and in which diseases, studies that contemplate
a greater number of diseases (including concomitants) using
the same analyte or a set of them are necessary. With more
advanced research, summed to molecular biology, new
markers can be discovered, studied and, therefore, its
reference values applied to a range of chronic liver
diseases.

The research on non-invasive diagnostic and
monitoring methods for liver fibrosis that are cheaper and
easier to access in different regions of the world is notable.
Despite the efforts, there are many barriers to be faced, such
as the difficulty of standardization in different groups studied
and variations of the analytes in various chronic liver
diseases. However, the existence of the methods discussed
in this study is a path for a promising future in the non-invasive
diagnosis of fibrosis.

Resumo

Introducao: A fibrose hepatica é uma das consequéncias graves de
doengas hepaticas crénicas. Seu diagndstico precoce é de suma
importancia para uma tomada rapida de decisdo para tratamento e
progndstico. Seu diagnéstico e monitoramento costuma ser realizado
por biépsias hepaticas, método custoso, com grandes chances de
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complicagdes e interpretagdo de resultados de forma subjetiva.
Objetivos: A pesquisa para o desenvolvimento de métodos néo
invasivos é grande. O objetivo deste estudo é mostrar e avaliar alguns
desses métodos. Materiais e métodos: Foram analisados artigos de
validagéo em quatro bases de dados (Medline, Cochrane, LILACS e
SciELO). Os termos empregados foram: (liver fibrosis) AND (non invasive
diagnosis).Todos os trabalhos sucederam aos métodos inclusédo e
exclusdo. Resultados: Alguns métodos se mostraram promissores,
sendo grande parte utilizados no diagndstico mais tardio da fibrose
hepética. Discussao: Muitos métodos foram e estdo sendo validados,
alguns se mostrando promissores, embora necessitem de futuros
refinamentos em suas avaliagdes, como diversificagdo da populagao
estudada e avaliagdo em diversas doencas hepaticas crénicas.
Conclusées: Ainda existem muitas dificuldades para criagéo e
padronizagdo dos métodos analiticos. Todavia, a existéncia e a
validagado sdo passos importantes para um futuro favoravel no
diagndstico de fibrose.

Palavras-chave: Cirrose hepatica; hepatopatias; biopsia
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INTRODUGAO

Resumo

Adoenga de Alzheimer (DA) é uma das formas mais comuns de deméncia, sendo ela uma
patologia neurodegenerativa que acomete pessoas idosas de maneira irreversivel. O diag-
néstico precoce possibilitaria a realizagao de tratamentos que apresentassem melhores
resultados sobre a redugéo da severidade dos sintomas. Entretanto, isto € um grande
problema, pois os métodos ja consolidados de diagndstico sdo invasivos, como a andlise
do liquido cefalorraquidiano e a biépsia do cérebro. Este estudo buscou analisar biomar-
cadores sanguineos capazes de identificar a DA ainda em seu estéagio inicial. Realizou-se
uma revisao integrativa da literatura mediante busca de artigos indexados nas plataformas
eletrénicas de dados PubMed e SciELO com o descritor em inglés e portugués "Biomarker,
blood, alzheimer': Foram analisados artigos de 2013 a 2019, onde os principais tipos de
biomarcadores foram os que realizaram a andlise de proteinas especificas, microRNAs e
autoanticorpos, proporcionando assim bons resultados néo sé no diagnéstico como tam-
bém no custo beneficio, pois a eles confere a diferenciacéo das demais patologias para o
estado inicial da doenga de Alzheimer. Conclui-se que apesar dos resultados obtidos
terem sido positivos, ainda séo necessarios mais estudos a fim de aumentar a sensibilida-
de e especificidade na diferenciagédo da DA de outros tipos de deméncia.

Palavras-chave
Doenca de Alzheimer; biomarcadores; sangue

quatro primeiras causas mais frequentes de morte em pa-
ises desenvolvidos. Adoenca de Alzheimer é tida como tar-

A doenca de Alzheimer (DA) é considerada uma de-
méncia neurodegenerativa, e sua principal caracteristica é o
acumulo de placas amiloides extraneurais, além de emara-
nhados neurofibrilares intraneurais localizados em regides
do cérebro como o lobo temporal; os aciimulos dessas pla-
cas ja estdo descritos por cooperarem para um declinio
cognitivo progressivo.(*?No inicio da patologia, o paciente
apresenta um comprometimento da memoéria episoédica, e
com a evolugdo da mesma ocorre uma irregularidade da
memoria semantica, seguida de prejuizos em habilidades
visuoespaciais e fungdes executivas.®

O declinio cognitivo da meméria em pacientes porta-
dores da doenca de Alzheimer pode ser apontado como
um elemento de extrema importancia para o diagnéstico
diferencial entre o envelhecimento normal e o patolégico.®
A DA é a forma mais comum de deméncia, sendo uma das

dia e identificada pelos seus sintomas, que iniciam a partir
dos 65 anos de idade ou mais, tendo uma correspondén-
cia de 95% dos casos ja registrados.®

O envelhecimento da populagédo em decorréncia do
aumento da expectativa de vida é um fendmeno mundial,
que apresenta consequéncia direta no sistema de saide
publica, tendo como uma das principais consequéncias do
aumento desta parcela da populacdo o crescimento da
prevaléncia de deméncias, especialmente da DA.® Dessa
maneira, é de extrema importancia a identificacao de indi-
viduos que apresentem potenciais riscos de desenvolver
deméncia. Apesar de gerar discussdes, o diagnostico pre-
coce das deméncias possibilita uma possivel intervencao
terapéutica, melhorando dessa forma néo s6 a vida do por-
tador como também dos familiares, por meio, por exem-
plo, da reducéo de riscos de acidente, prolongando auto-
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nomia e, em alguns casos, retardando o inicio do processo
demencial.?”

Desta forma, o presente estudo reconhece a neces-
sidade de uma reviséo sobre o tema para avaliar e identifi-
car diferentes técnicas que utilizem biomarcadores sangui-
neos para o diagnostico da doenca de Alzheimer, com a
finalidade de estabelecer precocemente o diagnéstico uti-
lizando-se de métodos menos invasivos.

MATERIAL E METODOS

Foi realizada uma pesquisa bibliografica do tipo
integrativa, norteada pela seguinte questédo: "existem
biomarcadores sanguineos viaveis para diagnoéstico da do-
enca de Alzheimer?" O estudo tem um carater retrospecti-
vo e temporal, devido ao levantamento de dados ter sido
realizado no més de agosto de 2019 e ser referente aos
anos de 2013 a 2019. A pesquisa foi efetivada a partir das
bases de dados PubMed e SciELO, utilizando os descrito-
res: "Biomarcadores, Sangue, Diagnoéstico e Alzheimer",
em portugués e em inglés combinados da seguinte forma:
"blood-based biomarkers, alzheimer's, disease". A busca
e a selecdo dos artigos incluidos nesta revisado foram reali-
zadas por trés revisores de forma independente, com a par-
ticipagéo do quarto e quinto revisor quando n&o houve con-
senso.

Os critérios de inclusé@o adotados incluiram os seguin-
tes parametros: artigos que avaliaram os biomarcadores
sanguineos na doenca de Alzheimer e/ou em estudos
comparativos de declinio cognitivo com Alzheimer, artigos

Quadro 1 - Relagéo dos artigos utilizados no estudo com base nos critérios de inclusdo (12 Parte)

publicados nos anos de 2013 a 2019, artigos do tipo estu-
do clinico e escritos em portugués ou inglés. Ja os critérios
de excluséao incluiram: artigos que utilizaram os biomar-
cadores sanguineos somente em pacientes com declinio
cognitivo; artigos publicados ha mais de sete anos; artigos
em outras linguas; artigos que abordavam biomarcadores
em outros fluidos corporais, material obtido através de au-
topsia dos pacientes; artigos que avaliaram biomarcadores
somente com técnicas de diagnéstico porimagem, artigos
com nimero amostral de pacientes com DA menor que dez
e artigos do tipo reviséo, relato de caso e carta ao editor.

RESULTADOS

A pesquisa resultou em um total de 186 artigos utili-
zando os descritores "Blood-based biomarker's Alzheimer's
disease", com uso do filtro para ensaio clinico e artigos
dos ultimos sete anos, na base de dados PubMed. Contu-
do, na base de dados SciELO, utilizando-se dos mesmos
descritores, ndo resultou em nenhum artigo encontrado.

Dos 186 artigos, 161 foram excluidos por néo se en-
quadrarem nos critérios pré-estabelecidos. Desta forma,
foram selecionados 25 que se encontravam dentro dos cri-
térios de inclusdo estabelecidos. Os artigos foram entéo clas-
sificados com base no método dos testes nas seguintes
categorias: imunoensaios, com 13 artigos (52%); diagnésti-
co molecular, com oito artigos (32%), diagnéstico molecular
e imunoensaios associados com um artigo (4%); e outros
métodos com apenas trés artigos (12%). No Quadro 1 os
dados encontram-se resumidos para melhor visualizagao.

2018

Numero de
Categoria Autor (ano) Biomarcador Métodos pacientes Principais Resultados
com DA
1. Imunoensaio Burnham et al. Beta amiloide neocortical Imunoensaios - 74 Individuos com NAB elevado tiveram taxas
2016© (NAB) Luminex mais rapidas de declinio da meméria
Williams et al. Formas oligoméricas de ELISA 11 Correlagéo negativa com os niveis de
201719 B-amiloide (AB), tau e ultrassensivel TDP-43 e positivas com os niveis
TDP-43 oligoméricos de AB, indicando um aumento
nos processos neurodegenerativos com o
tempo na DA
Neergaard et al. Tau-A e Tau-C ELISA 232 Altos niveis de Tau-A e Tau- C (acima da

Nakamura et al. APP 669-711 / amiloide-f3 Imunoprecipitagéo 29 Os biomarcadores em conjunto mostraram
201812 (AB) 1-42 e AB 1-40/ sensibilidade de 96,7%, especificidade de
Ap 1-42 81,0% e precisao de 90,2%.
Palmqvist et al. Ap42, AB40, NFL, Imunoensaios 64 Ap42 e AB40 tiveram um AUC de 0,80
2019 neurofilamento de cadeia Elecsys (IC 95%, 0,77-0,83). Ao adicionar APOE,
pesada (NFH) e apoE a AUC aumentou significativamente para
0,85 (IC 95%, 0,82-0,88).
Wang et al. Oligémeros da proteina ELISA - MDS 24 A sensibilidade e especificidade da
201704 beta amiloides (Ap) (Sistema de detecgao de oligdmeros AB plasmaticos
Detecgao pela MDS da DA em relagdo aos controles
multimero) normais foram de 78,3% e 86,5%,

mediana) no sangue foram associados a
menor risco de deméncia e DA.

respectivamente.
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Quadro 1 - Relagao dos artigos utilizados no estudo com base nos critérios de inclusao (22 Parte)

Namero de
Categoria Autor (ano) Biomarcador Métodos pacientes Principais Resultados
com DA
1. Imunoensaio Tatebe et al, p-tau181 Imunoensaio 20 Os niveis plasmaticos de p-tau181 foram
201709 significativamente maiores nos pacientes
com DA do que naqueles nos controles.
Mohd Hasni et al. CXCL -1, IFN-y, IL -1, Imunoensaio - 39 CXCL-10 e IL-13 mostraram um alto nivel
201719 IL-6, IL-10, IL-12, multiplex/ de precisao diagnéstica, sensibilidade e
IL-13, IL -8, CXCL -10, Masterlex especificidade de 100%
MCP-1 e MIP -1a
Uchida et al. C3, C4, TTR, apoE, Imunoensaios - 48 TTR e apoA1 diminuiram gradualmente
201547 apoA1 e MIP-4. multiplex durante a progressao do declinio cognitivo
CCL e DA. C3 diminuiu durante os
estagios iniciais do declinio cognitivo.
Villarreal et al. FABP, B2M, PPY, CA-125, Biomarcador 28 Niveis mais baixos de IL-18 e niveis mais
201619 PCR, sVCAM, THPO, multiplex - Meso elevados de 1309 foram encontrados em
A2M, TNF-y, TN-C, IL-5, Scale Discovery pacientes com DA.
IL-6, IL-7, IL-10, IL- 18, 1309,
FVII, TARC, SAA, sICAM,
eotaxina 3, adinoponectina,
IL-1 e MIP-1
Wiest et al. acetilcolina a7 (NAChR a7)  Western blot 40 A expressao relativa de nAChRa7 e
201919 e caveolin-1 (CAV-1) CAV-1 foi significativamente maior nas
plaquetas DA do que no controle saudavel.
Perrotte et al. ApoD e ApoJ Immunoblot 74 Os niveis de ApoJ (clusterina) foram
20199 mais altos significativamente em DA em
comparagao ao grupo saudavel com
AUC de 0,8804. Ja ApoD nao apresentou
diferenca entre os grupos.
Corlier et al. Endossomas aumentados Imunocitoquimica e 48 A porcentagem de células contendo
2015@9 em células mononucleares microscopia endossomas aumentados foi
confocal. significativamente maior no grupo DA
em comparagao com os controles.
Mattsson et al. NFL ELISA 180 NFL plasmatico elevado correlacionou-se
2017@ ultrassensivel com a cognigdo deficiente, atrofia
relacionada a DA e com hipometabolismo
cerebral.
2. Diagnéstico Yilmaz et al. hsa-miR-9-5p, hsa-miR-29a- PCR em tempo 172 Reducgéo na expressao de hsa-miR-106a-
molecular 2016® 3p, hsa-miR-106a-5p, hsa -  real 5p com especificidade de 93% e
miR-106b-5p, hsa-miR-107, sensibilidade de 68% em relagédo a
hsa-miR-125a-3p e suscetibilidade a DA
hsa-miR-125b-5p
DeMarshall et al.  Painel de autoanticorpos Microarrays 50 50 autoanticorpos com sensibilidade e
2016® especificidade de 100,0%.
Fotuhi et al. IncRNA do BACE1-AS PCR em tempo 45 Néo foram observadas diferengas
2019@ real significativas entre os niveis de
BACE1-AS nos pacientes com DA e
nos controles.
Sim et al. Isotipos IgM e IgG Microarrays 19 A combinacéo de cinco isotipos principais
2019@ peptideos mostrou altos valores de AUC
para IgM regulada (0,945), IgG regulada
(0,892), 1gG regulada (0,862) e IgM
regulada (0,961).
Wang et al. miR-103 e miR-107 PCR em tempo 120 O miR-103 foi menor nos pacientes com
2019@n real DA em comparagéo aos controles
saudaveis (P<0,001) com sensibilidade
de 80% e a especificidade de 84,2%, ja
o miR-107 apresentou sensibilidade de
77,5% e a especificidade de 59,2%.
Keller et al. 508 miRNAs NGS 103 146 miRNAs desregulados a um nivel de
2016@® significancia de 0,05. Com 68 miRNAs, a

sobreposigéao foi significativa (P=0,0003).
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Quadro 1 - Relagao dos artigos utilizados no estudo com base nos critérios de incluséo (32 parte)
Numero de
Categoria Autor (ano) Biomarcador Métodos pacientes Principais Resultados
com DA
2. Diagnéstico Guo et al. hsa-miR-26a-5p, hsa-miR- NSG 19 Entre os 9 miRNAs, o hsa-miR-22-3p
molecular 2017 181c-3p, hsa-miR-126-5p, apresenta a melhor sensibilidade (81,8%)
hsa-miR-22-3p, hsa-miR- e especificidade (70,9%).
148b-5p, hsa-miR-106b-3p,
hsa-miR-6119-5p, hsa-miR-
1246 e hsa-miR-660-5p
Wiest et al. miR-26b, miR-199a, PCR em tempo 40 Nao foram observadas diferengas para
201919 miR-335 real a expressdo de miR-26b, miR-199a
e miR-335 em relagao aos controles
saudaveis.
Yang et al. miR-135a, - 193b e - 384 PCR em tempo 107 Expressdo de miR-135a, -193b e -384
201960 real exossdmicos no soro apresentaram
diferenca significativa entre os pacientes
com DA e controles saudaveis.
Long et al. ECH1, NHLRC2, HOXB?7, Support Vector 173 Sensibilidade promissora (> 87%),
201669 FN1, ERBB2 e SLC6A13 Machine Forward especificidade (> 91%) e precisdo
Selection (SVMFS) (> 89%)
Varady et al. GLUT1 (SLC2A1), ABCA1, Citometria de fluxo 40 Expresséo significativamente maior do
201562 ABCB6, ABCG2, INSR e transportador de GLUT1 e do receptor
PMCA4b de insulina (INSR).
Zuliani et al. Hidroperoxidos, acido Espectrofotometria 90 O modelo multivariado produziu uma
2018 Urico, RAP, TH, area sob a curva (AUC) de 0,808 para a
homocisteina,FeOx total, discriminagéo entre pacientes controles
AOPP, paraoxonase e e DA tardia, com especificidade e
arilesterase. sensibilidade de 64% e 79%,
respectivamente.

Siglas: Doenga de Alzheimer (DA); transactive response (TAR) DNA binding protein (TDP-43); Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA); neurofilamentos |
leves (NFL) proteina Tau (p-tau); interleucina (IL); Interferon-gama (IFN-y); proteina quimiotatica de monécitos (MCP-1); macroéfagos-1alfa (MIP-10.); complemento
C3 (C3); complemento C4 (C4); apolipoproteina E (apoE), apolipoproteina A1 (apoA1); transtirretina (TTR); proteina inflamatéria de macroéfagos - 4 (MIP-4);
Comprometimento cognitivo leve (CCL); MicroRNAs (miRNAs);transportador de glicose 1 (ou GLUT1);Sequenciamento de Nova Geragao (NGS), determinagao de
produtos de proteinas de oxidagao avangadas (AOPP), tiois (TH), poder antioxidante residual (RAP), atividade total de ferroxidase (FeOx total)

Todos os artigos selecionados séao do tipo estudo cli-
nico, sendo, destes, 12% publicados em 2015, 24% em
2016, 24% em 2017, 12% em 2018 e 28% em 2019. A
maioria dos estudos utilizou proteinas como biomarcadores
sanguineos, ja os demais utilizaram o acido ribonucleico —
RNA, endossoma, marcadores relacionados ao estresse
oxidativo e anticorpos.

Na avaliacdo dos estudos, observamos que todas as
técnicas utilizadas se mostraram relevantes para uso no
diagnostico de DA e na diferenciacdo de outras patologias
neurodegenerativas. Entretanto, nem todos os artigos atri-
buiram a especificidade e sensibilidade dos biomarcadores
utilizados.

DISCUSSAO

Os métodos de diagnésticos de DA utilizados atual-
mente na pratica clinica apresentam baixa especificidade
ou alto custo financeiro, o que dificulta o diagnéstico pre-
coce e diferencial em relacdo a outras patologias neurol6-
gicas. Desta forma, avaliar e/ou validar possiveis biomar-
cadores sanguineos para o diagnéstico da doenga de

280

Alzheimer, utilizando como base proteinas, microRNA ou
autoanticorpos, pode proporcionar um excelente custo be-
neficio.® Neste artigo foram feitas consideragées clinico-
laboratoriais sobre a viabilidade dos biomarcadores rela-
cionados ao sangue e métodos diagnésticos nas secdes
seguintes do presente artigo.

Categoria 1: Imunoensaios

Burnham et al.® avaliaram o perfil proteico do sangue
em individuos que ja apresentavam identificagdo para alta
ou baixa carga beta-amiloide neocortical, com objetivo de
quantificar esses marcadores por um periodo correspon-
dente a 54 meses para facilitar a identificagéo de progres-
sdo para a DA. Para isso foi necessario gerar o perfil san-
guineo de um total de 585 pessoas saudaveis, para o con-
trole, com a participagéo de 74 pacientes com comprome-
timento cognitivo leve. Esse perfil ndo apenas forneceu uma
aproximacao do aumento da carga beta-amiloide neocorti-
cal (NAB) como se associou a um declinio cognitivo e pro-
vavel progresséo da doenca. Além disso, os autores tam-
bém identificaram individuos com riscos de progresséo da
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DA no periodo prodrémico e estagios pré-clinicos. Tais re-
sultados colaboraram com a possibilidade de NAB ser uti-
lizado como um biomarcador em futuro préximo.

Além da carga de NAB, as formas oligoméricas de
B-amiloide (ApB), tau e TDP-43 desempenham papéis im-
portantes na doenca de Alzheimer e, portanto, sdo consi-
derados biomarcadores promissores. Desta forma, verifi-
cou-se que todas as amostras apresentaram niveis eleva-
dos de proteina variante no plasma em relagédo ao controle,
embora com diferentes perfis de biomarcadores individu-
ais. Em seguida, ao ser analisado um conjunto de amos-
tras longitudinais, foi observado que as amostras pré-CCL
foram caracterizadas por altos niveis de TDP-43; ja as
amostras de pacientes com comprometimento cognitivo
leve (CCL) apresentavam altos niveis de A} e amostras de
pacientes com DA por altos niveis de Ap e tau. Correla-
¢Oes bivariadas mostraram uma correlagdo negativa com
os niveis de TDP-43 e correlagdes positivas com os niveis
cumulativos de Ap, indicando um aumento nos processos
neurodegenerativos com o tempo na DA. A deteccéo de
variantes proteicas relacionadas a doenca ndo apenas
pode selecionar prontamente casos de DA, mas também
acompanhar a sua progresséo e tornar-se um promissor
biomarcador na fase pré-sintomatica.("?

A uutilidade prognéstica de Tau-A e Tau-C foi avaliada
em um grande estudo prospectivo, que demonstrou que
ambos os biomarcadores, em particular o Tau-C, foram
associados a deméncia, onde os seus altos niveis apre-
sentavam menor risco incidente de deméncia e DA.") Ja
outro estudo verificou a capacidade da proteina precurso-
ra de B-amiloide (APP,,, .,,) e suas formas oligoméricas
B-amiloide (AB, ,,, AB, ,, € AB,,,) de prever um status posi-
tivo individual de cérebro com deposi¢do amiloide, nos
quais estes biomarcadores em conjunto mostraram alto de-
sempenho com elevada area sob a curva (AUC) no conjun-
to de dados (96,7%). Esses resultados demonstram o seu
potencial de utilizagdo clinica na previsao do nivel de carga
cerebral de B-amiloide individual.('?

O estudo de Palmqyist et al.® também analisou o
status AP, especificamente os subtipos AB,, e AB,,, onde
obteve um valor de AUC de 0,80. Entretanto, ao adicionar
na analise a apolipoproteina E (apoE), a AUC aumentou
significativamente para 0,85. Aanalise realizada por Wang
et al."¥ também observou indices maiores dos niveis
plasmaticos de oligdbmeros A3 em pacientes com DA do
qgue em individuos controle normais, através do sistema de
deteccé@o multimero (SDM). Asensibilidade e especificidade
da deteccéo plasmatica de oligbmeros Ap da DA em rela-
¢éo ao controle foi de 78,3% e 86,5%, respectivamente. Ja
a AUC dos oligdmeros Ap foi de 0,844, o que nao foi signi-
ficativamente diferente da AUC de outros biomarcadores
(p=0,250). Desta forma, os niveis plasmaticos de oligdmeros
ApB podem, por meio de diferentes técnicas, ser um
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biomarcador simples, ndo invasivo e acessivel para avaliar
a deposicdo amiloide cerebral relacionada a DA.

A quantificacdo da tau plasmatica fosforilada na
treonina 181 (p-tau181) foi investigada para um possivel
papel no diagnoéstico da DA, o qual se verificou, no primei-
ro coorte composto, que os niveis plasmaticos de p-tau181
foram significativamente maiores nos pacientes com DA
(0,171 + 0,166 pg/mL) do que aqueles nos controles
(0,0405 + 0,0756 pg/mL, p=0,0039). A porcentagem dos
individuos cujos niveis de plasma p-tau181 excederam o
valor de coorte foi significativamente maior no grupo DA
(60%) em comparagé@o com o grupo controle (16,7%). No
segundo coorte composto por vinte pacientes com sindrome
de Down (SD) e 22 controles pareados por idade, as con-
centragdes plasmaticas de p-tau181 foram significativamente
maiores no grupo SD (0,767 + 1,26 pg/mL, p =0,0313). No
terceiro coorte composto por oito pacientes com DA e trés
com outras doengas neurolégicas, os niveis plasmaticos
de p-tau181 correlacionaram-se significativamente com os
do p-tau181 no liquido cefalorraquidiano (LCR). Tais da-
dos sugerem que o nivel plasmatico de p-tau181 é um
biomarcador sanguineo promissor para o diagnéstico da
patologia cerebral da DA.("%

Os mediadores inflamatoérios tém apresentado gran-
de potencial como biomarcadores em relacéo a deteccéao
e monitoracdo da DA, uma vez que, no inicio da inflama-
cdo, as células da glia (micréglia e astrocitos) servem
como primeira linha de defesa em lesdes do cérebro, acu-
mulando-se durante a neuroinflamacéo, fortemente asso-
ciada a excessiva agregacao de beta-amiloide. Na DA,
essa ativacao da microglia e astrécitos pode levar a libe-
racdo de mediadores proé-inflamatérios, incluindo citocinas,
fatores de complemento, espécies reativas de oxigénio e
produtos neurotoxicos, que podem potencialmente aumen-
tar os danos neuronais e acelerar a progresséao da pato-
logia.(®)

Por esse motivo, tem-se a hipétese de que proteinas
sequestradoras possuem potencial clinico para a avalia-
céo de riscos do CCL e para o diagnéstico precoce de
DA. Sendo assim, foram analisados biomarcadores atra-
vés de proteinas envolvidas no sequestro de p-amiloide,
sendo estas Apo A1, C3 e TTR, onde se verificou, através
de um coorte longitudinal e transversal, uma combinacéao
da Apo A1, C3 e TTR, alcangando uma AUC de 0,89, com
sensibilidade de 91% e especificidade de 80% na CCL
em relacdo a controles saudaveis. Nos resultados obtidos
na comparacao da DA versus controle foi revelado que a
apo A1 teve a AUC de 0,76, com sensibilidade de 74%,
especificidade de 71% (p< 0,0001) e TTR com um AUC de
0,76, com sensibilidade 74%, especificidade de 69%
(p<0,0001), demonstrando-se como uma importante ferra-
menta para a avaliagdo dos estagios precoces do com-
prometimento cognitivo e DA.('"
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Além do exposto, pesquisadores da Malasia avalia-
ram, a partir das caracteristicas dos mediadores associa-
dos a neuroinflamacéo, um perfil de 12 citocinas classifi-
cadas como classicas (IL-1p, IL-6, IL-12, IFN-y, TNF-o e
IL-10) e ndo classicas (Cxcl-1, IL-8, CXCL-10, MCP-1,
MIP-1a e IL-13). Foi constatado um aumento significativo
nas concentragdes de IL-13, IL-6, IL-12 e IFN-y nos pacien-
tes com DA em relacdo ao controle, assim como das
citocinas pro-inflamatérias CXCL-10, MCP-1 e MIP-1a.
Além disso, foi demonstrado uma correlagéo significativa
entre a pontuacdo do mini exame do estado mental
(MMSE), com o aumento da CXCL-10 e diminuicédo da
IL-13, associados com a progressao da DA, com 100% de
sensibilidade e especificidade para DA, o que demonstra
sua capacidade como um promissor biomarcador sangui-
neo da doenga de Alzheimer.("®)

Ainterleucina 18 (IL18) vem sendo descrita como pro-
vavel mediador de processos patogénicos cerebrais e
ativador da micréglia envolvida em fungdes neuroendo-
crinas e neuroimunes. A1309, por sua vez, apresenta um
aumento de tauopatia em modelos experimentais, além
de esta glicoproteina ser encontrada elevada no LCR de
individuos portadores de DA. Um estudo prop6s exami-
nar tais substancias como provaveis marcadores indivi-
duais no sangue, sendo revelado que as proteinas IL-18,
no grupo com DA, apresentaram niveis baixos (p=0,001),
quando comparados aos controles (p=0,009) e ao CCL
(p=0,014); entretanto, a 1309 apresentou niveis mais ele-
vados em pacientes com DA e no CCL do que os apre-
sentados no grupo controle.("®

Desta maneira observa-se que muitos marcadores
plasmaticos de inflamacgéo foram identificados para apoi-
ar o diagnéstico de DA. Com base nessa caracteristica,
Wiest et al.'® resolveram avaliar as particularidades das
plaquetas como modelo de biomarcador. Os pesquisado-
res observaram que os niveis de expressao proteica de
nAChRa7 e CAV-1, em relacdo ao controle saudavel, fo-
ram significativamente maiores nas plaquetas de pacien-
tes com DA. Tal resultado apresenta destaque pois ambas
as proteinas sé@o expressas em células neuronais e nas
plaquetas. A analise morfométrica, por sua vez, revelou que,
no grupo de pacientes com DA, as plaquetas eram maio-
res e tinham um contorno mais uniforme do que em contro-
les saudaveis.

Do ponto de vista metabdlico, o estresse oxidativo
desempenha um papel fundamental na fisiopatologia da
doenca de Alzheimer (DA). Neste aspecto surge entédo a
necessidade de se observarem alguns marcadores redox
periféricos e suas relagdes com os escores de testes
cognitivos complementares. Os resultados observados, em
um estudo com esse objetivo, demostraram que a proteina
plasmatica carbonila e os niveis de ApodJ foram negativa-
mente associados aos escores clinicos de pacientes com
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DA, apesar de nédo terem sido observadas alteragées nos
niveis de ApoD entre os grupos estudados.®®

Estudos post-mortem de cérebros com a DA revela-
ram o aumento de endossomos. A partir desse fato, inves-
tigadores resolveram analisar o aumento dessa organela
nas células mononucleares do sangue periférico, como um
possivel biomarcador. No estudo foram verificados 71 indi-
viduos, sendo 48 com DA e 23 controles saudaveis. Cons-
tataram-se variagées morfolégicas no compartimento
endossomal de fibroblastos, um aumento importante no
percentual celular de individuos com DA em relagédo aos
controles, ainda que no estéagio inicial da patologia. Entre-
tanto, mais estudos sdo necessarios para relacionar as
quantidades de placas amiloides, com curso de tempo da
doenca e as alteragdes endossomais, para poder verificar
sua possibilidade de utilizagdo como um biomarcador san-
guineo.®"

Os neurofilamentos leves (NFL) plasmaticos estdao
associados ao diagnostico de DA e as caracteristicas
cognitivas, bioquimicas e de imagem da doenca. Este acha-
do pode implicar uma potencial utilidade para o NFL
plasmatico como um biomarcador néo invasivo na DA. Uma
pesquisa em 193 controles cognitivamente saudaveis, 197
pacientes com comprometimento cognitivo leve e 180 pa-
cientes com DA obteve o NFL plasmatico aumentado em
pacientes com CCL (média de 42,8 ng/L), DA (média de
51,0 ng/L) e em comparacdo com o controle (média de
34,7 ng/L), (p<0,001), soma-se a este fato a alta acuracia
diagnostica observada para pacientes com DA versus con-
troles (area sob a curva de 0,87). O NFL plasmatico eleva-
do correlacionou-se também com a baixa cognigéo e atrofia
relacionada a DA (no inicio e longitudinalmente) e com
hipometabolismo cerebral (longitudinalmente).??

Categoria 2: Diagnostico molecular

DeMarshall et al.® afirmam que é necessario urgen-
temente definir biomarcadores com capacidade de identi-
ficar de maneira precisa, e a partir dai realizar o diagnésti-
co da doenca de Alzheimer. Os autoanticorpos estéo pre-
sentes em abundancia no soro humano, tendo sido anterior-
mente demonstrado que sdo biomarcadores da doenca de
maneira especifica, com capacidade em diagnosticar com
precisdo estagios leve a moderado da DA e também da
doencga de Parkinson.

Nos resultados obtidos através de microarrays, na
utilizacéo de um pequeno painel de biomarcadores de auto-
anticorpos (Ab42, tau e tau fosforilado), verificou-se que este
pode ser usado para distinguir portadores de CCL associ-
ado a DA, de controles por idade e com correspondéncia
de género com precisdo de 100%. Tal perfil de autoanti-
corpos individuais foi resultante para o training set, pois os
pacientes com CCL foram comparados com os controles
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usando-se software de analise prospector e reverificados
com preditores significativos usando-se random forest,
Além disso os individuos com CCL foram diferenciados
daqueles com DA moderada com alta exatid&o.)

Os peptideos AP sdo produzidos via clivagem proteo-
litica da proteina precursora de AB (APP) pela enzima de
clivagem beta-amiloide 1 (BACE1). Com base nessa ca-
racteristica, pesquisadores resolveram analisar os niveis
de circulagdo de RNAs nao codificadores longos (IncRNAs)
do BACE1-AS como possiveis biomarcadores para DA.
Os resultados demostraram que o nivel de BACE1-AS era
mais baixo no subgrupo pré-DA (sensibilidade de 75% e
100% de especificidade), mas era alto em pessoas com
DA em comparacgdo com os controles saudaveis (sensibili-
dade de 68% e especificidade de 100%), destacando seu
potencial como biomarcador para o desenvolvimento de
DA.@%

Embora os autoanticorpos tenham sido estudados
como potenciais novos marcadores plasmaticos da DA, a
maioria dos estudos se concentrou em anticorpos especi-
ficos como marcadores AP e proteina tau. Entretanto, um
estudo resolveu avaliar por microarray 29.240 peptideos
aleatérios para identificar epitopos de ligacao associados
aos anticorpos isotipicos IgG e IgM. Os achados mais
satisfatérios deram-se pela combinacgéo de cinco princi-
pais peptideos que demonstraram altos valores de AUC
para IgM regulada (0,945), IgG regulada (0,892), IgG regu-
lada (0,862) e IgM regulada (0,961). Além disso, analises
posteriores revelaram que apenas dez peptideos estavam
regulados positivamente a DA (p < 0,001). Estes resulta-
dos sugerem que os peptideos selecionados podem ser
utilizados como biomarcadores da progressao da DA.)

Os micros RNA's sdo moléculas abundantes no san-
gue, por isso sao fortes candidatos como biomarcadores
ndo s6 para DA, mas também para outras patologias.®
Yilmaz et al.®avaliaram a expressdo de microRNA em san-
gue total por uma reacdo em cadeia da polimerase em tem-
po real (QPCR), com amostras de 281 pessoas, sendo,
destas, 172 portadores de DA e 109 controles saudaveis.
Descobriram que houve uma diminuicdo na expresséo de
sangue: hsa-miR-9-5p, hsa-miR-106a-5p, hsa-miR-106b-5p
e hsa-miR-107 foram significativamente relacionados a um
aumento do risco de DA (p < 0,05). Ja Wang et al.?” obser-
varam que o miR-103 foi mais adequado que o miR-107 para
servir como um biomarcador para a susceptibilidade dimi-
nuida a DA, assim como foram correlacionados negativa-
mente com comprometimento cognitivo em pacientes com
DA.

Em contrapartida, a expressdo de Hsa-miR-125b-5p
ndo obteve diferenca significativa entre pacientes e con-
troles (P > 0,05). Dos sete miRNAs cuja expresséo foi ana-
lisada em sangue total, quatro foram significativamente
associados com a DA. AHsa-miR-106a-5p apresentou uma
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variavel preditora de 93% especificidade e 68% de sensi-
bilidade.®

Keller et al.?®realizaram a validacdo de 49 casos de
DA e 55 controles, além de vinte pacientes com compro-
metimento cognitivo leve (CCL) e noventa com esclerose
multipla (EM) incluidos como controle, e foram utilizados para
os perfis de miRNA associados a bioestatistica, através
de ensaio de coorte por reagdao em RT-gPCR, nos quais
ocorreu a deteccdo de 580 miRNA's no sangue; na valida-
cédo desses miRNA's, 146 encontraram-se desregulados
em auto nivel, com 0,05 de significancia em comparacao
com os controles. Os autores acreditam que os miRNA's
descobertos sdo especificos para DA.

Foi relatado uma nova assinatura de 9-miRNA (hsa-
miR-26a-5p, hsa-miR-181c-3p, hsa-miR-126-5p, hsa-miR-
22-3p, hsa-miR-148b-5p, hsa-miR-106b-3p, hsa-miR-
6119-5p, hsa-miR-1246 e hsa-miR-660-5p) que podem ser
utilizados como biomarcadores para a deteccdo de DA,
usando o sequenciamento de nova geracao (NGS) e sen-
do validados por reagdo em cadeia da polimerase quanti-
tativa em tempo real (QRT-PCR). Todos os pacientes com
DA foram divididos em trés grupos (leve, moderado e se-
vero) baseados no Mini Exame do Estado Mental (MEEM).
Essa pesquisa indica que a expressao anormal de miRNAs
séricos ocorre em diferentes estagios da DA. Entre os
9-miRNAs analisados, o hsa-miR-22-3p apresentou a me-
Ihor sensibilidade (81,8%) e especificidade (70,9%).?® Em
contrapartida, Wiest et al.,(' ao analisarem a expressao
dos miRNA (miR-26b, miR-199a e miR-335) em plaquetas,
ndo observaram diferengas na expressdo em relacédo a
pacientes controle saudaveis.

Yang et al.C? avaliaram os niveis de expressédo dos
miR-135a, -193b e -384 exossémicos usando RT-qgPCR.
Os resultados indicaram que o nivel exoss6mico de miR-
135a aumentou significativamente no grupo DA em com-
paragdo com o grupo controle (p <0,05). Além disso, a ex-
presséao do miR-193b foi reduzida no grupo DA (DA versus
controle, p<0,01). Esses resultados demonstraram que os
niveis de expressdo de miR-135a e -193b exoss6micos
apresentaram diferenca significativa entre os pacientes
com DA e controles saudaveis.

Os estudos anteriormente citados apresentaram boa
especificidade e sensibilidade e sado de facil reproducéao.
Os dados sugerem que os miRNAs séricos poderiam ser
usados como biomarcadores para melhorar o diagnéstico
da DA, particularmente no estagio inicial, e para classificar
seus estagios clinicos.

Categoria 3: Outros métodos
A identificacdo do perfil de 18 proteinas plasmaticas

demonstrou uma grande possibilidade na sua utilizacao
para classificar pacientes com DA com alta especificidade
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em relacdo a individuos saudaveis. Através da utilizacao
da bioinformatica foi descoberto que a maioria dessas 18
proteinas era relevante para os niveis de proteina tau e LCR.
Para estabelecer uma linearidade entre as amostras, o
painel utilizado incluiu as proteinas ECH1, NHLRC2,
HOXB7, FN1, ERBB2, e SLC6A13, sendo utilizado o mé-
todo SVM (Support Vector Machine). Os resultados encon-
traram uma promissora sensibilidade (>87%), especifi-
cidade (>91%) e acuracia (>89%) para tais proteinas.®"

Varady et al.®? desenvolveram um método rapido e
confiavel — baseado em analise por citometria de fluxo —
de anticorpos para medi¢ao de varias proteinas de mem-
brana de eritrocitos (RBC) a partir de uma gota de sangue.
Foi documentada que a expressédo em proteinas de mem-
brana de RBC, especialmente as transportadoras de GLUT
1 e o receptor de insulina (INSR), sdo significativamente
mais elevados em pessoas doentes, como gota e diabe-
tes, em idades emparelhadas com individuos saudaveis.
As diferencas observadas podem refletir alteracdes meta-
bélicas a longo prazo, relevantes para o desenvolvimento
da doenca de Alzheimer. Apesar dos biomarcadores ba-
seados no sangue serem uma boa opcéo para o diagnos-
tico precoce e mais acessiveis, este, em especifico, ainda
necessita de estudos para geragéo de protocolos de mai-
or sensibilidade e especificidade.

Zuliani et al.®®buscaram identificar uma combinagao
de marcadores de stafus redox que pudessem auxiliar no
diagnéstico da DA. Para alcancgar tal objetivo, utilizaram um
painel que incluiu indices de danos oxidativos (hidropero-
xidos) e de defesa antioxidante, ndo enzimaticos (acido
urico, tidis e aqueles que contribuem para o poder anti-
oxidante residual-RAP) e enzimaticos (arilesterase). Os
resultados demostraram que RAP e arilesterase foram
menores em DA em comparacdo aos controles, os tiois
também mostraram uma tendéncia semelhante (p <0,05),
enquanto que os niveis de acido urico e homocisteina au-
mentaram na DA em comparagéao aos controles (p <0,01).
O modelo de painel produziu uma area de 0,808 para a dis-
criminacé@o entre pacientes controles e DA, com espe-
cificidade e sensibilidade de 64% e 79%, respectivamente.

CONCLUSAO

Os estudos aqui compilados demonstram que, muito
em breve, biomarcadores sanguineos poderao ser utiliza-
dos no diagnostico diferencial da doenga de Alzheimer, uma
vez que os resultados obtidos tém sido de grande relevan-
cia quando se trata de diferenciagcé@o entre a DA de outros
tipos de doencgas neurodegenerativas. Todavia, apesar dos
resultados positivos encontrados nos artigos analisados, séo
necessarios novos estudos que busquem elevar ainda mais
o grau de sensibilidade e especificidade para fornecer de
maneira precoce um diagnostico diferenciado e mais preci-
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s0, para posteriormente estabelecer o tratamento mais ade-
quado visando uma melhor qualidade de vida ao paciente.

Abstract

Alzheimer's disease (AD) is one of the most common forms of dementia,
being a neurodegenerative disorder that irreversibly affects older people.
Early diagnosis would enable the realization of treatments presenting
better results on reducing the severity of symptoms. However, this is a
major problem, since the already consolidated methods of diagnosis
are invasive, such as CSF analysis and brain biopsy. This study aimed
to analyze blood biomarkers capable of identifying AD even in its initial
stage. An integrative review of the literature was carried out by searching
indexed articles in electronic data platforms PubMed and SciELO with
the descriptorin English and Portuguese "Biomarker, blood, alzheimer":
Articles from 2013 to 2019 were analyzed, where the main types of
biomarkers were the ones that carried out the analysis of specific
proteins, microRNAs and autoantibodies. Thus providing good results
not only in the diagnosis, but also in the cost benefit, since they confer
the differentiation of the other pathologies to the initial state of
Alzheimer's disease. It has concluded that although the results obtained
were positive, further studies are needed in order to increase sensitivity
and specificity in the differentiation of AD from other types of dementia.

Keywords
Alzheimer disease; biomarkers; blood
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Resumo

Fungos sdo microrganismos que se desenvolvem em ambientes Umidos, produzindo, como
metabolito secundario, micotoxinas, que contaminam alimentos e trazem danos a saude.
As micotoxinas sdo metabdlicos produzidos por determinados géneros de fungos
filamentosos que acometem os produtos alimenticios e que, quando ingeridos, podem
causar disturbios ao organismo humano. Fungos se desenvolvem nos alimentos em qual-
quer fase do processo tendo condigdes favoraveis a eles, e uma vez que o alimento seja
acometido pelo fungo as micotoxinas podem permanecer no alimento apds a morte do
fungo que as produz. Logo se faz pensar nos produtos ofertados. Este estudo constitui-se
de uma revisdo da literatura especializada, enfatizando os danos que os alimentos com
micotoxinas podem causar ao organismo do ser humano. Para a coleta utilizaram-se o
banco de dados Medline e os sites National Libray of Medicine (PubMed) e Scientific
Eletronic Libray Online (SciELO), por meio das palavras-chave: fungos filamentosos;
micotoxinas; produtos alimenticios. Sabe se que hd um vasto nimero de micotoxinas,
mas visando ndo s6 a perda econdmica, mas também a saude, pesquisas vém se con-
centrando em algumas micotoxinas por apresentarem danos significativos ja comprova-
dos a saude humana e animal, sem se descartar a possibilidade de outras apresentarem
risco a salde humana.

Palavras-chave
Fungos; micotoxinas; histopatologia

INTRODUGAO

Biodegradadores naturais, os fungos sdo de sumaim-
porténcia para a humanidade ja que eles também contribu-
em com a industria alimenticia e farmacéutica hd muitos
anos, mas, em contrapartida, os fungos estéo ligados a per-
da econdmica, uma vez que podem acometer alimentos e
também causar doengas tanto no ser humano como nos
animais.!"?

Além dos fungos serem indesejaveis nos alimentos
por sua capacidade de deterioragao, alguns também po-
dem, através de seu metabolismo secundario, produzir
micotoxinas nocivas ao homem.® Estima-se que haja du-
zentas espécies flngicas produtoras de micotoxinas, sen-
do que trinta delas sdo micotoxicolégicas. Vale ressaltar
que algumas mesmas espécies podem produzir varia-
dos tipos de micotoxinas simultaneamente.® Entre os
principais géneros de fungos de maior interesse em re-
lacédo a micotoxinas estdo o Aspergillus, o Penicillium
e o Fusarium.® Os Aspergillus spp. pertencem a um

género de fungos filamentosos, sédo sapréfitos ubiquos e
secretam grande quantidade de metabdlicos, podendo
colonizar diversos lugares e materiais como solo e ali-
mentos.®

Embora seja possivel encontrar fungos produtores
de micotoxinas em varios substratos, aqueles com alto teor
de carboidratos sdo mais susceptiveis a contaminagéo.®
A ocorréncia de fungos toxigénicos e a produgéo de mico-
toxinas sdo dependentes de alguns fatores como: tipo de
substrato, temperatura e umidade.” Grande parte dos fun-
gos que se desenvolvem em alimentos produz micotoxinas
se o0 ambiente for favoravel, porém, algumas delas séo
mais estudadas em decorréncia de sua capacidade de
gerar doengas nos homens e animais.® Estudos mostram
que as micotoxinas, ja no passado, vinham levantando
questdes quanto a seu efeito toxico em humanos e ani-
mais, e nos dias atuais ja se sabe que o efeito cronico
de algumas delas é carcinogénico, podendo também in-
terferir na replicacdo do DNA: as aflatoxinas B1, B2, G1,
G2, patulina, ocratoxina A, citrina, esterigmatocistina,
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zearalenonas, tricotecenos, fumonisinas, entre outras.®
Estimado pela Organizacdo das Nag¢des Unidas para a
Alimentacgdo e a Agricultura (FAQO), anualmente, 25% da
producdo mundial de graos é acometida por mico-
toxinas.(" Organismos como fungos estdo sempre pre-
sentes nos graos, e, juntamente com os insetos, sdo os
principais causadores de perda de produtos armazena-
dos, uma vez que os insetos sdo disseminadores dos
esporos dos fungos."” De acordo com Toros,!'? estudos
mostram que a contaminag¢ao ndo acontece somente com
a ingestédo do produto contaminado, mas também com a
inalacao do ar contendo tal substancia, como, por exem-
plo, ambientes fechados.

Anteriormente, a qualidade dos alimentos era avalia-
da de forma individual, mas com o passar do tempo, com
ajuda da tecnologia, foram-se criando normas para se pa-
dronizar e garantir a qualidade dos alimentos desde a pro-
dugao até a mesa do consumidor final.("® Orgaos de diver-
sos paises tém estabelecido limites para micotoxinas bem
como medidas para colaborar com a prevencgao, reducao
ou eliminacdo dessas substancias na alimentacéo da po-
pulacdo.™ Com o avango em pesquisas sobre o assunto,
os 6rgaos responsaveis vao atualizando novos parametros.
No que diz respeito a legislacdo para micotoxinas no Bra-
sil, a resolucdo RDC n° 274 da Agéncia Nacional de Vigi-
lancia Sanitaria (Anvisa), que estabelece os limites maxi-
mos de micotoxinas em alimentos, fez uma nova atualiza-
¢do em 2011. Divulgar o assunto de forma clara a fim
que a populacdao em geral compreenda, daréd ao consumi-
dor final o direito de escolha com critérios se deve ou néo
adquirir o produto ofertado e logo saber cobrar dos érgaos
responsaveis cada vez mais rigor no que pode ou néo ser
comercializado.

Portanto, o objetivo deste estudo foi descrever uma
visdo geral sobre as micotoxinas enfatizando os danos que
os alimentos com micotoxinas podem causar ao organis-
mo do ser humano.

RESULTADOS E DISCUSSAO

MICOTOXINAS

A flatoxina é um metabdlico téxico derivado da
difuranocumarina e normalmente se refere aos quatro com-
postos do grupo bifuranocumarina, metabélico produzido
por Aspergillus flavus e parasiticus.®’ De acordo com Oli-
veira et al.,("® as aflatoxinas causam danos financeiros
significativos, além de acometer a saide humana devido
as suas propriedades carcinogénicas, teratogénicas e
mutagénicas.

Segundo Moreau et al.,!"® essa micotoxina é facilmen-
te absorvida, apés a ingestéao, pelo intestino delgado, prin-
cipalmente no duodeno, por difusdo passiva devido as suas
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moléculas serem relativamente de baixo peso molecular e
lipofilicas. As aflatoxinas seguem para o figado por meio
do suprimento sanguineo do sistema portal hepatico, acu-
mulam-se no figado devido a permeabilidade da membra-
na do hepatécito. A eliminagéo da aflatoxina do organismo
se da primeiramente pela bile, seguida pela urina, e tam-
bém, em menor quantidade, pelo leite no caso de lactante.('”

Trabalho realizado com amostras de granola de esta-
¢do, comercializadas a granel e também em embalagem
fechada, demonstra crescimento de alguns fungos e, entre
eles, o Aspergillus flavus. Segundo o autor, pequenas quan-
tidades desse fungo no alimento ja sdo o suficiente para
causar prejuizo a saide humana.®

De acordo com Souza D et al.,('® o arroz, produto po-
pular nas mesas brasileiras, € um substrato susceptivel a
contaminacédo por aflatoxinas entre outras micotoxinas,
porém cada vez mais medidas vém sendo aplicadas para
se diminuir esse téxico no produto. O amendoim é uma
leguminosa alvo do ataque fungico, porém, medidas como
evitar infestacdo de insetos nas plantas, controlar a umida-
de no armazenamento e selecionar os grdaos excluindo
aqueles com defeito sdo importantes para que se evite ou
diminua a contaminagéo.(™

Ocratoxina

A ocratoxina (OT) se divide em trés tipos: A, B e C,
sendo de composi¢des quimicas distintas. A OTA possui
uma molécula de cloro em sua composigéo, o que lhe da o
potencial téxico diferente da OTB, que ndo apresenta este
potencial, e da OTC, que é composta com um etil éter da
OTA, sendo assim téxica, porém com menos intensidade.??
Apresenta efeitos nefrotéxicos, sendo vinculada a nefro-
patia. A ocratoxina A é a mais frequente e a mais toxica,
apresentando efeitos nefrotéxicos, imunossupressores,
carcinogénicos e teratogénicos.?>%)

As ocratoxinas sdo produzidas por cepas de
Aspergillus spp. e Penicillium spp. Essas micotoxinas ge-
ralmente estdo presentes em cereais, café e pao,!'” des-
crita em 1965 como composto secundario do Aspergillus
ochraceu.?

Citrina

A produgdo de citrina esta associada ao género
Penicillium citrinum. Esta micotoxina tem grande afinida-
de por gréos de aveia (mofados), de centeio, de cevada,
de milho e de trigo, pdo mofado, arroz polido, entre outros
insumos. Experimentos usando animais de laboratério
mostraram que a citrina afeta os rins.?%

Até o momento, estudos mostram que a citrina n@o
acomete a salde humana levando-se em conta o pro-
cessamento industrial dos cereais. O risco efetivo séo os
animais domésticos, em especial os suinos, se assim in-
gerirem cereais contaminados.®
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Esterigmatocistina

Produzida por fungos do género A. versicolor, A.
nidulans e A. rugulosus, assim como outras ja citadas, a
esterigmatocistina é também hepatocarcinogénica e pode
produzir pelo menos oito compostos diferentes capazes
de inibir a sintese de DNA. Esse microrganismo tem como
preferéncia produtos como aveia, café e trigo.?%

Patulina

Trata se de uma micotoxina termo resistente pro-
duzida por numerosos fungos do género Penicillium
spp., como P. claviforme, P. expansum e P. patulum.(?®
Este género de fungo geralmente é encontrado em pro-
dutos armazenados.®® Segundo Oga et al.,(® a
Penicillium expansum ja vem sendo estudada desde
1941 por sua agao como antibiético, e atualmente tam-
bém por sua capacidade fitotéxica e carcinogénica. Pro-
duzida principalmente em frutos em deterioragéo, a
patulina se mantém estavel em condicao acidas e tem
sido encontrada em suco de maca. Estudos utilizando
camundongos mostra que esta micotoxina possui poder
cancerigeno, teratogénico e imunotoéxico.?” De acordo
com lamanaka et al.,®® estudos realizados mostraram que
a patulina tem afinidade por varios frutos, como também
por tubérculos, o que tornam-se necessarias medidas de
avaliacao para se determinarem valores seguros ao con-
sumo humano.

Tricotecenos

Sao mais de cem as micotoxinas pertencentes a esse
grupo e sua nhomenclatura se deve a sua estrutura quimi-
ca, composta de um anel com esqueleto tetraciclico 12,13-
epoxitricotecenos. Produzidas por diversos géneros de
fungos, entre eles o Fusarium e o Trichoderma, e, embo-
ra haja um vasto nimero desse composto na natureza, ndo
chega a dez o numero de interesse em relagé@o a conta-
minacao de alimentos. A toxidade dos tricotecenos esta
localizada principalmente no anel ep6xido, e essas mico-
toxinas tém o poder de inibir a sintese de proteinas de
DNA e RNA e acarretam efeitos imunossupressores e
hemorragicos.?%2"

Zearalenonas

Tendo como principal produtor o género Fusarium,
tém afinidade com o milho e seus derivados, e seus efeitos
tém sido descritos em animais de criagéo, principalmente
em suinos.("®

Relatam Franco et al.,® que a zearalenona se favore-
ce de grao armazenado, onde ha excesso de umidade, e
também de temperaturas alternadas, como dias quentes e
noites frias. De acordo com Gongalves et al.,?" entre as
principais micotoxinas relacionadas a satude humana, a
zearalenona ndo apresenta danos a saude humana, ja que

288

seus efeitos patogénicos tém se apresentado exclusiva-
mente em suinos na forma de impoténcia reprodutora. A
ZEN é uma micotoxina estrogénica nao esteroide, é co-
nhecida por provocar efeitos estrogénicos, incluindo
infertilidade, reducao dos niveis de testosterona do soro,
reducdo da incidéncia e gravidez, desenvolvimento pre-
coce das mamas, prolapso vaginal, atrofia testicular,
edema vulvar.

CONSIDERAGOES FINAIS

De acordo com o que foi mencionado anteriormen-
te, micotoxinas sdo metabolicos secundarios produzidos
por fungos filamentosos, tendo como maior preocupacao
os géneros Aspergillus sp., Penicillium sp. e Fusarium
sp., por trazer danos a salde humana de maneira direta e
indiretamente.

As micotoxinas nos alimentos, desde tempos remo-
tos, vém trazendo transtornos a economia como também
a saude humana e animal, porém, com o avango
tecnologico e a criagao e aplicagéo de normas quanto as
quantidades maximas de micotoxinas em cada alimento,
pode-se ter um maior controle destes agentes biol6gicos
nos insumos alimenticios. Sabe-se que ha um vasto nu-
mero de micotoxinas, porém, visando nédo sé a perda eco-
ndémica, mas também a saude, pesquisas vém se con-
centrando em algumas micotoxinas que apresentam da-
nos significativos ja comprovados a saude humana e ani-
mal, sem se descartar a possibilidade de outras apresen-
tarem também riscos a saide humana. E de extrema im-
portancia o cuidado com a alimentagéo e, principalmen-
te, a avaliacdo constante e minuciosa quanto a presenca
de micotoxinas.

Abstract

Fungi are microorganisms that grow in humid environments, producing,
as a secondary metabolite, mycotoxins that contaminate food and bring
harm to health. Metabolic mycotoxins are produced by certain genera
of filamentous fungi that affect food products and which when ingested
can cause disturbances to the human organism. Fungi develop in foods
at any stage of the process having favorable conditions for them, and
once the food is affected by the fungus the mycotoxins may remain in
the food after the death of the fungus that produces them. One soon
thinks about the products offered. This study is a review of the
specialized literature, emphasizing the damage that foods with
mycotoxins can cause to the human body. For collection it was used
the Medline database and the National Libray of Medicine (Pubmed)
and Scientific Electronic Libray Online (SciELO) websites, through the
keywords: filamentous fungi; mycotoxins; food products. It is known
that there is a large number of mycotoxins, but aiming not only economic
loss, but also health, research has focused on some mycotoxins due
to already proven significant damage to human and animal health,
without ruling out the possibility of others presenting risk to human
health.

Keywords
Fungi, mycotoxins, histopathology
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Atualizacdao em coccidioses intestinais: uma abordagem critica
Intestinal coccidia: a critical review
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INTRODUGAO

Resumo

Os coccidios intestinais compreendem um grupo de protozoarios emergentes e opor-
tunistas. As manifestagdes clinicas causadas podem variar desde diarreia autolimitada
até quadros crénicos associados a disturbios eletroliticos. Com a pandemia do HIV/
AIDS, essas infecgdes ganharam notoriedade devido ao quadro agressivo nesses pa-
cientes. Segundo dados da literatura, em pacientes HIV positivos foram encontradas
taxas de infecgdo média de 24%. Dentre os coccidios intestinais, Cryptosporidium sp.
possui maior destaque devido ao seu carater zoonético. Ha registros da recuperagéao
frequente de oocistos em cées e gatos, tendo sido encontrados em 100% dos animais
analisados em um hospital veterinario. Além disso, bovinos também podem atuar como
reservatérios, com prevaléncias no Brasil variando de 0,6% a 72,13%. Atualmente, ha
variadas técnicas para diagnéstico desses coccidios, desde métodos microscépicos
que apresentam limitagdes técnicas até moleculares com elevado custo associado.
Além da importancia médica, a prevaléncia de coccidioses intestinais é relevante como
um indicador do status socioeconémico de determinada populagéo e da intensidade
de transmisséo seja ela antroponética ou zoonética. Entretanto, ainda sdo necessari-
as melhorias no sentido de tornar mais acessiveis novas técnicas diagnédsticas, para
se detectarem com mais facilidade e confiabilidade os coccidios intestinais.

Palavras-chave
Diagnéstico; HIV; parasitos; interagdes hospedeiro-parasita

sd@o. Além disso, outro importante grupo de risco engloba
os individuos imunocomprometidos, tais como os pacien-

Os coccidios intestinais sdo importantes patégenos
por serem considerados protozoarios emergentes e opor-
tunistas, tendo sido descritos em sua maioria na década
de 80. Apesar de sua distribuicdo cosmopolita, sendo im-
portantes causas de morbidade e mortalidade em todo o
mundo, as coccidioses intestinais ganham maior notorie-
dade em paises em desenvolvimento, onde comumente sé@o
consideradas um grave problema de saide publica. Aim-
portancia que elas assumem nesses paises esta relacio-
nada a deficiéncia de saneamento, falta de acesso a agua
potavel e sistemas de saude ineficientes.”

As criangas comumente sdo bastante atingidas por
enteroparasitoses em geral, seja por ainda apresentarem
um sistema imunolégico em desenvolvimento ou pela mai-
or facilidade de entrar em contato com as vias de transmis-

tes com HIV/AIDS, transplantados, leucémicos ou em tra-
tamento quimioterapico. Nesses individuos, os sintomas
das coccidioses intestinais sdo mais severos e a mortali-
dade torna-se mais elevada.?

Mesmo com o aumento da frequéncia dessas doen-
¢as, o numero de estudos acerca do problema é pequeno
e, em algumas regides do Brasil, inexistente. Consequen-
temente, as andlises comparativo-epidemioldgicas séo pre-
judicadas, interferindo significativamente na adogéo de po-
liticas publicas.”” Desse modo, o objetivo deste trabalho
foi realizar uma atualizacéo bibliografica a fim de se ter um
panorama sobre as coccidioses intestinais, com destaque
para sua ocorréncia no Brasil, os métodos empregados e
a andlise critica do carater oportunista e zoonético das in-
feccgdes.
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DESENVOLVIMENTO

Os coccidios intestinais compreendem um grupo de
protozoarios pertencentes ao filo Apicomplexa, possuindo
estruturas apicais que auxiliam na invaséo da célula hos-
pedeira. Esses parasitos podem ser encontrados em vari-
as espécies de aves e outros animais como bovinos, sui-
nos, equinos, etc. Entretanto, algumas espécies séo capa-
zes de parasitar o organismo humano, especificamente
células epiteliais do intestino.®

As manifestacdes clinicas causadas por esses proto-
zoarios variam desde diarreia autolimitada, dor abdomi-
nal, dor de cabeca e febre em individuos imunocompetentes
a morbidades decorrentes dessas parasitoses, dentre as
quais podem ser citadas altera¢des intestinais que geral-
mente culminam na sindrome da ma absorgéao e, conse-
quentemente, podem causar desnutricdo, perda de peso,
anemia, diminui¢do no crescimento e retardo cognitivo na
populacéao afetada. Entretanto, em imunocomprometidos,
pode ocorrer diarreia crénica associada a disturbios eletro-
liticos, podendo levar a morte do hospedeiro.*

Além da importancia médica, a prevaléncia de infec-
¢Oes por parasitos intestinais também se traduz como um
relevante indicador do status socioeconémico de uma de-
terminada populagéo e, na maioria das vezes, esta associa-
da a diversos fatores como condi¢des sanitarias inadequa-
das, consumo de agua e de alimentos contaminados por
material fecal, fatores socioculturais, contato com animais,
idade do hospedeiro e do tipo de parasito infectante.®

O Cryptosporidium parvum, coccideo descrito inici-
almente em camundongos, ganhou notoriedade nas déca-
das de 1970 e 1980 por ser considerado causa de doen-
cas diarreicas em animais e humanos. Posteriormente, a
criptosporidiose surgiu em todo o mundo como uma causa
comum de infeccao grave e potencialmente fatal em imuno-
comprometidos.®

Até recentemente, acreditava-se que as infecgdes hu-
manas eram causadas apenas pela espécie Cryptospo-
ridium parvum, porém, com o avango de métodos de geno-
tipagem, um nimero crescente de espécies e genétipos
foi reconhecido como patégenos humanos, embora com
baixa prevaléncia. A classificagdo taxondmica do
Cryptosporidium parvum tem sido modificada a partir da
analise filogenética do gene codificador do RNA riboss6-
mico 18S em diferentes isolados. Atualmente, 29 espéci-
es de Cryptosporidium foram reconhecidas e mais de 17
ja foram relatadas em humanos. Destas, o Cryptosporidium
hominis e o C. parvum sao as espécies mais comuns,
seguidas pelo C. meleagridis, C. suis e C. felis. O encon-
tro de tais espécies em humanos geralmente esta asso-
ciado ao contato com animais ou contaminacao hidrica/
alimentar, evidenciando o risco de transmissdo zoonoética
destes patogenos.®

RBAC. 2019;51(4):290-5

O ciclo de vida dos coccidios intestinais completa-se
dentro de um Unico hospedeiro (monoxénico). Ele envolve
seis estagios de desenvolvimento (excistacdo, merogonia,
gametogonia, fertilizagéo, formacédo da parede do cisto e
esporogonia), o que caracteriza o ciclo dos coccidios intes-
tinais. Os oocistos de parede delgada de Cryptosporidium
sp. acabam por se romper ainda no organismo do hospe-
deiro, liberando esporozoitos que invadem novas células.
Esse processo possibilita a autoinfecgdo nesse tipo de
parasitismo."

Apesar de apresentarem as mesmas vias de trans-
missé@o se comparados a Cryptosporidium sp. (alimentos
ou fonte de agua contaminados), Cyclospora cayetanensis
e Cystoisospora belli possuem o homem como Unico hos-
pedeiro e reservatorio. Isso faz com que as taxas de trans-
misséo desses parasitos sejam menores, se comparadas
as do Cryptosporidium, uma vez que este Ultimo é capaz
de infectar diversas espécies de animais como bovinos,
cées e gatos, tornando-os disseminadores do parasito no
ambiente.®

O Cyclospora cayetanensis foi descrito pela primei-
ravez em 1979 como um agente causador de infeccdo em
humanos.® Outra grande diferenca entre o Cryptosporidium
e as demais espécies aqui relatadas (Cyclospora
cayetanensis e Cystoisospora belli) € que os oocistos des-
tes uUltimos, ao serem eliminados nas fezes, se encontram
em estado ndo esporulado. Considerando que o tempo de
permanéncia do oocisto no ambiente é de fundamental
importancia para a esporulagcdo do mesmo, autoinfeccdes
ou transmissao direta (pessoa a pessoa) raramente ocor-
rem, tornando a ingestdo de dgua e/ou alimentos contami-
nados a principal forma de transmisséo dessas infecgdes.”

Embora no género Cystoisospora haja centenas de
espécies descritas como causadoras de infecgdes em
mamiferos, a espécie Cystoisospora belli é a mais impor-
tante clinicamente para o ser humano.("

Carater oportunista

Infecgdes oportunistas sdo consideradas comuns em
pacientes com HIV/AIDS e estdo relacionadas a alta
morbidade nessa populag¢ado. O Virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV) induz um estado imunodeficiente tornando o
individuo vulneravel e favorecendo a infecgédo por entero-
parasitas. Vale ressaltar que esses parasitos ndo sao con-
siderados oportunistas apenas nesses individuos, mas tam-
bém em imunocomprometidos em geral, como transplan-
tados, leucémicos e em pacientes em tratamento quimio-
terapico.

A coinfecgéo do HIV com infec¢des parasitarias pos-
sui grande importancia, uma vez que, nestas circunstanci-
as, ocorre o recrudescimento da deterioragcéo do sistema
imunolégico do individuo. Segundo Barcelos et al.,(” em um
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estudo que avaliou a prevaléncia de parasitoses intestinais
em pacientes portadores do HIV/AIDS atendidos no Servi-
¢o de Atendimento Especializado de Jatai, Goias, paci-
entes com HIV/AIDS tém 11,42 vezes mais chances de
desenvolver infecgbes parasitarias do que individuos sau-
daveis.

Com a pandemia do HIV/AIDS, muitos parasitas in-
testinais, antes considerados infecc6es esporadicas ou
zoonoticas, benignas ou assintomaticas em individuos
imunocompetentes, de forma oportunista tornaram-se
agressivos, causando doencas debilitantes nesses paci-
entes. Dentre os sintomas apresentados, os quadros de
diarreia cronica sdo os mais significativos. Desta forma,
percebe-se que ainfecgdo pelo HIV predispde o individuo
a infeccdo/doenca por varios parasitas intestinais, sendo
Cryptosporidium parvum, Cystoisospora belli, Cyclospora
cayetanensis e microsporidios intestinais os mais relata-
dos como oportunistas e causadores de diarreia cronica
nesses pacientes.("

Em sua revisao de literatura, Collinet-Adler e Ward('?
confirmaram que o Cryptosporidium sp. é prevalente em
todo o mundo, apresentando taxas diferentes de acordo
com o desenvolvimento socioecondmico de cada pais. A
infeccao varia de 0,26%-22% (média de 2,2%) em indivi-
duos imunocompetentes sintomaticos e de 6%-70% (mé-
dia de 14%) em imunocomprometidos em paises desen-
volvidos. J4 em paises em desenvolvimento, as taxas vari-
am de 1,4% a 40,9% (média de 6,1%) em imunocom-
petentes sintomaticos e de 8,7% a 48% (média de 24%)
em imunocomprometidos. Em pacientes HIV positivos, ta-
xas entre 6%-70% (média de 14%) foram encontradas em
paises desenvolvidos versus 8,7%-48% (média de 24%)
em paises em desenvolvimento.

Carater zoonético

Os sinais clinicos da criptosporidiose em cédes e ga-
tos podem variar desde a auséncia de sintomas até a ocor-
réncia de gastrenterites; esses ultimos geralmente séo pou-
co frequentes e estdo associados a condigdes de estresse
e imunossupresséo.(™® Lallo e Bondan,'¥ ao analisarem
amostras fecais de caes de um Hospital Veterinario de Sao
Paulo, entre 2003 e 2004, observaram uma prevaléncia de
Cryptosporidium parvum de 9,5% na populagéo canina es-
tudada. Na cidade de Lages, Santa Catarina, Marques et
al."® encontraram 10% dos cées avaliados eliminando
oocistos de Cryptosporidium spp. Esses trabalhos utiliza-
ram técnicas especificas para detecgéo de cocideos (como
coloracao de esfregacos), além de métodos imunolégicos e
moleculares, atribuindo confiabilidade aos resultados encon-
trados. Esse resultado tem grande importancia em termos
de saude publica, pois evidencia a circulagao de tais espé-
cies nessa cidade e o seu potencial zoonético, uma vez que
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essas espécies ja foram descritas em amostras fecais de
adultos, criangas e em pacientes HIV positivos.®

O Cryptosporidium sp. é considerado uma das cau-
sas mais comuns de diarreia em bezerros de 4 a 30 dias,
tornando o gado um importante reservatorio e possibilitan-
do a contaminag¢do do ambiente com oocistos de espéci-
es zoondticas. Santin et al.("® relataram que a maior preva-
Iéncia de infec¢édo (45,8%) ocorre em bezerros com até 2
semanas de idade e que a infecgé@o se deve a contamina-
¢ao de pastos, estabulos, reservatérios de agua ou pelos
proprios animais.

Diagnéstico

O diagnéstico dos coccidios intestinais se baseia na
identificacdo de oocistos desses protozoarios presentes
nas fezes do individuo. Devido a eliminacgéo diaria irregu-
lar dessas formas evolutivas, é altamente recomendado que
a amostra fecal passe por processos de concentragéo (cen-
trifugo-concentracao ou flutuacédo) antes da realizagédo dos
esfregacos fecais. Além disso, recomenda-se a combina-
¢éo entre as técnicas de concentracéo e coloragdo. Assim,
coloragdes como de Ziehl-Neelsen!'” e suas variagdes tam-
bém séo frequentemente utilizadas e se baseiam na pro-
priedade alcool-acido resisténcia desses protozoarios.

Os métodos de concentracgao e coloragao utilizados
na identificacédo de coccidios apresentam variagdes na
capacidade de deteccdo. Foi o que Pacheco et al.? de-
monstraram em seu estudo quando foram comparadas trés
técnicas de coloragao (Ziehl-Nelsen modificado, safranina
e auramina) e dois métodos de concentracéo (sedimenta-
¢ao por centrifugacao e formalina-acetato de etila). No es-
tudo em questéo, concluiu-se que a coloragdo de auramina
mostrou a melhor qualidade para deteccao microscépica
de Cryptosporidium spp., no entanto, esta mesma colora-
cao apresentou qualidade inferior na deteccédo de
Cystoisospora belli, se comparada com Ziehl-Nelsen mo-
dificado e safranina. Segundo os autores, isso ocorreu de-
vido a irregularidade da captagao de fluorocromo pela po-
pulacéo de oocistos de Cystoisospora belli, o que aumen-
tou a dificuldade da visualizagdo microscépica do parasita
e sugeriu que os coccidios intestinais mais frequentes em
humanos requerem o uso de variadas técnicas para a
deteccdo adequada de todos eles.

Embora seja frequente o uso da técnica microscopi-
ca narotina laboratorial, a mesma apresenta diversas limi-
tacdes porrequerer a execugao de procedimentos de con-
centracdo; requerer um microscopista experiente na detec-
¢ao de parasitas; demandar maior tempo para realizagéao
da analise; conter artefatos na amostra. Além disso, avali-
ando-se os dados supracitados da literatura, foi possivel
observar uma grande variagdo na performance dessas téc-
nicas, o que evidencia a necessidade de uma maior padro-
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nizacdo das mesmas no intuito de aumentar a reprodu-
tibilidade dos resultados.

Diversos testes baseados em principios imunolégicos
foram desenvolvidos para analise em amostras fecais. O
ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) oferece
uma alternativa diagnoéstica em substituicdo a microscopia,
pois independe da identificacédo morfologica de oocistos
por detectarem antigenos do parasito em questdo. Almuno-
fluorescéncia Direta utiliza um anticorpo monoclonal contra
proteinas especificas presentes na parede do oocisto do
parasito. Esses testes apresentam vantagens, pois séo
bastante sensiveis e especificos, de facil execugéo e po-
dem permitir o processamento de mais de uma amostra
em curto periodo de tempo.(®

O diagnéstico rapido pode ser realizado por testes
imunocromatograficos, que sé@o considerados faceis de
executar e interpretar. Segundo Van den Bossche et al.,('®
eles podem se tornar uma importante ferramenta diag-
nostica quando o laboratério ndo dispde de profissionais
qualificados. Entretanto, apesar da maior eficiéncia diag-
néstica, no Brasil essas técnicas ainda nao sdo rotineiras
por serem mais onerosas.

Os métodos moleculares constituem um grupo de
novas técnicas baseadas no reconhecimento molecular de
um alvo especifico do patégeno. Esses métodos contri-
buem com informacdes além das oferecidas pela micros-
copia, pois sdo capazes de distinguir espécies e/ou
genotipos. Assim, técnicas como a reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) e suas variantes possuem grande im-
portancia para investigacdo de surtos, epidemiologia,
taxonomia, avaliacdo da carga parasitaria e estudos de
fatores de risco.® Entretanto, sua aplicagédo requer o uso
de equipamentos modernos e necessita de alta compe-
téncia técnica, tornando o custo mais elevado. Conse-
quentemente, o seu uso no diagnoéstico de rotina ainda é
limitado, ficando restrito apenas no ambito das pesqui-
sas cientificas.®®

Ocorréncia no Brasil

O primeiro trabalho registrando a ocorréncia de crip-
tosporidiose no Brasil, em humanos, foi realizado em 1985
e estava relacionado com pacientes com sintomatologia
diarreica que ndo necessariamente apresentavam imuno-
deficiéncia.?" Posteriormente, o parasito tornou-se foco de
pesquisas como ameaca aos individuos com HIV/AIDS,
reconhecendo-se sua importancia para a saude publica.

Com o objetivo de estudar a ocorréncia de infecgdes
parasitarias intestinais em pacientes portadores do HIV,
Silva et al.?? submeteram dois grupos de individuos (100
pacientes com HIV/AIDS e 85 individuos clinicamente sau-
daveis) a exame coproparasitolégico, onde se verificou que
parasitas intestinais foram detectados em 27% dos paci-
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entes com HIV/AIDS e em 17,6% dos individuos clinica-
mente saudaveis. Dentre os parasitas mais frequentes no
grupo de portadores do HIV/AIDS, se encontravam
Cystoisospora belli (7%) e Cryptosporidium sp. (4%).

Em varias regides do mundo tem se observado um pico
de incidéncia de criptosporidiose em criangas imuno-
competentes, particularmente na faixa etaria de 0-5 anos®
e, no Brasil, as prevaléncias encontradas justificam esses
relatos. Em Porto Alegre, Rio Grande do Sul, um estudo re-
trospectivo revelou 20,0% de infecgéo por Cryptosporidium
sp. em lactentes de 0 a 24 meses que apresentavam
diarreia persistente.® Ja em Maringa, no Parana, Moitinho
et al.® verificaram que o Cryptosporidium sp. foi o segun-
do agente parasitario mais frequente em amostras de fe-
zes diarreicas de criangas, com idade entre 12 a 24 me-
ses. Até o momento, a maior prevaléncia de infecgao por
Cryptosporidium sp. ja registrada no Brasil foi observada
na cidade de Criciima, Santa Catarina, quando esse pa-
rasito foi o mais frequente (85,1%) dentre outros isolados
a partir de amostras fecais de criangas com idade entre 0
e 5anos.®)

Apesar da infecg¢ao por Cryptosporidium estar asso-
ciada a episodios diarreicos persistentes, Carneiro et al.,?®
ao analisarem amostras de fezes néo diarreicas de crian-
cas entre 0 a 5 anos, encontraram 2,73% (5/183) de
positividade para oocistos de Cryptosporidium parvum.
Esses achados permitem supor que a eliminacédo de
oocistos ndo se encerra com o fim do quadro diarreico e,
além disso, as criangas assintomaticas passam a atuar
como importantes disseminadoras da doenca.

Ao se analisarem os trabalhos na literatura, é possi-
vel observar a existéncia de diferencgas significativas entre
as frequéncias de Cryptosporidium sp. encontradas. Isso
pode ocorrer por varios fatores, como grau de desenvolvi-
mento em cada regido, caracteristicas das diferentes po-
pulagdes e metodologias empregadas no processamento
das amostras. Gomes et al.,?” ao compararem técnicas
moleculares com os métodos imunolégicos e parasitolé-
gicos para a deteccé@o de oocistos de Cryptosporidium,
observaram que o método molecular possibilitou o encon-
tro de amostras positivas que haviam sido classificadas
como negativas pelas outras técnicas. Isto corrobora a su-
gestdo de alguns estudos de que a prevaléncia é subesti-
mada e que essas taxas provavelmente serdo maiores caso
técnicas moleculares sejam utilizadas para a deteccéo.

Se comparado com o Cryptosporidium, poucos es-
tudos abordam a infec¢éo causada por Cystoisospora belli
e Cyclospora cayetanensis. Esses protozoarios raramen-
te causam infec¢do em individuos imunocompetentes, no
entanto, sdo considerados como uma das principais cau-
sas de diarreia em individuos portadores do HIV/AIDS. No
Brasil, a prevaléncia de cistoisosporose entre pacientes
infectados pelo HIV varia de 4,4% a 18%.??
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O carater oportunista dessa infecgéo foi demonstra-
do no estudo de Assis et al.?®® quando oocistos de
Cystoisospora belli foram encontrados em 6,7% (5/59) das
amostras fecais de pacientes HIV positivos, apresentando
frequéncia maior entre pacientes com sindrome diarreica
e contagem de linfécitos T CD4+ < 200 células/mm?3.

O primeiro surto de diarreia associado a Cyclospora
notificado e investigado no Brasil ocorreu no ano 2000, na
cidade de General Salgado, Sao Paulo.® Entretanto, de-
vido aos poucos casos e surtos relatados, a prevaléncia
da ciclosporiase no Brasil ainda é indeterminada.

CONCLUSOES

As coccidioses intestinais ainda constituem um gra-
ve problema de saude publica nos dias atuais. Tal situagéo
é observada, principalmente, em paises em desenvolvimen-
to onde os baixos niveis socioecondmicos e a falta de sa-
neamento contribuem para o desenvolvimento e propaga-
¢ao dos parasitas.

Apesar de os coccidios intestinais acometerem indi-
viduos de qualquer faixa etaria, p6de-se observar que, no
Brasil, ha uma alta prevaléncia dessas parasitoses em cri-
ancas saudaveis de 0 a 5 anos e em individuos imuno-
comprometidos. Por evoluir para formas mais graves da
doenca, percebe-se que as coccidioses devem ser consi-
deradas no diagnostico diferencial de criangas com doen-
ca diarreica, especialmente para as que frequentam cre-
ches, assim como faz-se necessaria uma vigilancia ativa
em pacientes portadores de HIV que envolva praticas de
seguranca alimentar.

Neste trabalho, observou-se uma maior riqueza de
dados referentes a criptosporidiose. Isso pode ser justifi-
cado pelo carater zoonético dessa parasitose e pela maior
prevaléncia. Além disso, ficou evidente que os estudos de
prevaléncia no Brasil sdo pontuais e se restringem a popu-
lacdo infantil e portadores do HIV, nédo existindo inquéritos
mais amplos que forneceriam a real amplitude das infec-
coes.

No Brasil, apesar de poucos estudos abordarem o
tema, espécies de Cryptosporidium com potencial zooné-
tico ja foram identificadas em diversos animais. Apesar do
Cryptosporidium sp. ser um agente causador de diarreia em
céaes e gatos, ja foi demonstrado que esses animais podem
ndo apresentar sintomas, dificultando o diagnéstico da do-
enca. Isso reforga a necessidade de se adotar uma aborda-
gem especifica para coccidios na rotina veterinaria.

Apesar do advento de diversas técnicas que aumen-
taram significativamente a sensibilidade e especificidade
dos métodos, o custo elevado impede a aplicagédo dessas
novas abordagens diagnoésticas na rotina laboratorial. As-
sim, maiores investimentos poderiam ser realizados nes-
se setor, além de ag¢des conjuntas de politicas governamen-
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tais com o auxilio da populacdo, uma vez que o controle e
diagnéstico precoce dessas parasitoses reduzem os im-
pactos econdmicos e os custos decorrentes de internagao/
tratamento de pacientes afetados.

Abstract

Intestinal coccidia comprise a group of emerging and opportunistic
protozoa. The manifestations caused may range from diarrhea to chronic
variables associated with electrolytic disturbances. With an HIV /AIDS
pandemic, these infections can be reported because of the aggressive
picture in patients. The data of the literature, in HIV positive patients
were 24 mm of average of 24%. Among the intestinal coccidia,
Cryptosporidium sp. is more prominent due to its zoonotic nature.
Recovery records of dogs and cats were found in 100% of treated
animals in a veterinary hospital. In addition, cattle may also act as
reservoirs, with prevalences in Brazil varying from 0.6% to 72.13%.
Currently, there are several methodologies for the diagnosis of these
coccidians, from the microscopic methods that present the main
techniques for the diagnosis of these coccidians. In addition to the
medical importance, the prevalence of intestinal coccidioses is relevant
as an indicator of the socioeconomic status of a given population and
the intensity of energy is an anthropopathic or zoonotic. However,
improvements are still needed to make new diagnostic techniques more
accessible, in order to detect intestinal coccidia more easily and reliably.
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Diagnosis; HIV; parasites; host-parasite interactions
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Resumo

O HIV é o virus da imunodeficiéncia adquirida, que leva o paciente a desenvolver a Sindrome
da Imunodeficiéncia adquirida —AIDS, a manifestagéao clinica avangada do virus. No periodo
de 2012 a 2016, houve um aumento nos diagnésticos entre as pessoas que séo portadoras
de HIV, assim como a ampliagéo do numero de pessoas em tratamento. A regido nordeste
do pais evidencia o maior nimero de novos casos, sendo, atualmente, a quinta causa de
morte entre adultos, principalmente entre mulheres de 15 a 49 anos de idade. Esse estudo
descritivo-retrospectivo, observacional, qualitativo, com base em levantamento de dados de
artigos em Portugués presentes nas plataformas Medline e SciELO, no periodo de janeiro
de 2016 a abril de 2018, tem como finalidade contribuir com a atualizagéo acerca do tema,
abordando sobre agente etiolégico, epidemiologia, fisiopatologia da doenca, perfil do
hemograma do paciente acometido com o virus e o tratamento.

Palavras-chave

Epidemiologia; AIDS; imunocomprometimento

INTRODUCAO

O HIV é o virus da imunodeficiéncia adquirida, a qual
é caracterizada pela replicacao viral com reducgéo dos linfo-
citos T CD4+. Faz parte do género Lentivirus e familia
Retroviridae. Além disso, acarreta alteragdes imunolégicas
e infeccdes oportunistas, levando o paciente a desenvolver
a Sindrome da Imunodeficiéncia adquirida—AIDS, que é a
manifestacgao clinica avancada do virus.("

Ainfeccgéao pelo virus HIV é considerada um problema
de saude publica devido ao crescente nimero de pessoas
infectadas por ano. Segundo o Ministério da Satde, no pe-
riodo de 2012 a 2016 houve um aumento tanto no nimero
de diagnéstico entre as pessoas que sao portadoras de
HIV como a ampliagdo do nimero de pessoas em trata-
mento.? Estima-se que, em 2016, aproximadamente 830
mil pessoas viviam com HIV no pais, dessas, apenas 694
mil diagnosticadas.®

O numero crescente de novos casos é mais evidenci-
ado na regido nordeste do pais, sendo menor nas regiées
sul e sudeste, sendo, atualmente, a quinta causa de morte
entre adultos, principalmente entre mulheres de 15 a 49
anos de idade."

Aterapia antirretroviral altamente ativa (TARV), assim
como os inibidores de protease, foram responsaveis pelo
aumento da sobrevida de pacientes soropositivos devido
a supresséao na replicacéao viral, melhorando a qualidade
de vida dos mesmos.® O Brasil foi o primeiro pais da Amé-
rica Latina a incorporar ao tratamento da AIDS, a partir de
janeiro de 2017, o medicamento Dolutegravir, que é consi-
derado atualmente o melhor medicamento para tratamento
do HIV. Recentemente, a Organizagao Mundial de Saude
(OMS) o reconheceu na Conferéncia Internacional de
AIDS.?

METODOLOGIA

Trata-se de um estudo descritivo-retrospectivo, com
base em levantamento de dados por meio de artigos em
Portugués presentes nas plataformas Biblioteca Nacional
de Medicina dos Estados Unidos da América (National
Library of Medicine — NLM) e SciELO no periodo de janei-
ro de 2016 a abril de 2018 com a finalidade de atualizar
dados referentes a tematica abordada, a partir dos seguin-
tes descritores: AIDS, HIV e sindrome da imunodeficiéncia
adquirida.
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2Discentes do curso de Farmécia da Faculdade Metropolitana de Fortaleza (Fametro) — Fortaleza-CE, Brasil.
SDocente do curso de Farmécia da Faculdade Metropolitana de Fortaleza (Fametro) — Fortaleza-CE, Brasil.

Instituicdo: Faculdade Metropolitana de Fortaleza (Fametro) — Fortaleza-CE, Brasil.

Recebido em 29/05/2018
Artigo aprovado em 09/08/2019
DOI: 10.21877/2448-3877.201900721

296

RBAC. 2019;51(4):296-9



Aspectos epidemiolégicos e clinicos de pacientes infectados por HIV

Foram incluidas publicagdes referentes a tematica que
estivessem de acordo com o periodo descrito, referentes
aos descritores supracitados e excluidos os periddicos que
nao estivessem em concordancia com o periodo e/ou tema-
tica abordada: agente etiolégico, epidemiologia, fisio-
patologia, diagnoéstico laboratorial, perfil de Hemograma,
tratamento e terapia antirretroviral.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Agente etiolégico

O HIV é o virus da imunodeficiéncia adquirida, a qual
é caracterizada pela replicagéo viral com redugéo dos linfo-
citos T CD4+. Faz parte do género Lentivirus e familia
Retroviridae. Além disso, acarreta alteragdes imunolégicas
e infecgdes oportunistas, levando o paciente a desenvolver
a Sindrome da Imunodeficiéncia adquirida —AIDS, que é a
manifestagao clinica avangada do virus.("

AAIDS foi descrita inicialmente em 1981, nos Esta-
dos Unidos, ap6s um grupo de pacientes jovens, homos-
sexuais, apresentarem um conjunto de sinais e sintomas
que foram relacionados a uma doenca ainda nao classifi-
cada, porém infecciosa e de carater transmissivel. Em
1982 foram notificados os primeiros casos de AIDS no
Brasil, inicialmente relacionados ao eixo Rio-Sao Paulo.
O Maranhao foi o primeiro estado a notificar casos relaci-
onados ao sexo masculino, e desde entdo observa-se um
expressivo nimero de casos nos homens em relagéo as
mulheres."

Epidemiologia

Estima-se que, em 2016, aproximadamente 830 mil
pessoas viviam com HIV no pais e, dessas, apenas 694
mil diagnosticadas.® O nimero crescente de novos ca-
sos é mais evidenciado na regido nordeste, sendo menor
nas regides sul e sudeste, sendo, atualmente, a quinta cau-
sa de morte entre adultos, principalmente entre mulheres
de 15 a 49 anos de idade.®® No Nordeste, a taxa de
deteccédo é de 11,7 casos para 100 mil habitantes, contra
a taxa da média nacional de 20,5 casos para 100 mil ha-
bitantes.®

A proporgao de pessoas vivendo com HIV diagnos-
ticadas aumentou em 18%, passando de 71% em 2012
para 84% em 2016. Nos primeiros seis meses de 2017,
o relatério aponta que quase 35 mil pessoas iniciaram
terapia antirretroviral (TARV). E das pessoas em trata-
mento com antirretroviral, com o minimo de seis meses,
em 2016, 91% atingiram supressao viral (carga viral
abaixo de 1.000 copias/mL), indicando sucesso no tra-
tamento. Essa proporgéo é 6% acima da observada em
2012 (85%).@
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Fisiopatologia; sinais e sintomas

Ainfecgéo pelo HIV cursa com um amplo espectro de
apresentacdes clinicas, desde a fase aguda até a fase avan-
cada da doenga. Em individuos néo tratados, estima-se que
o tempo médio entre o contagio e o aparecimento da do-
enca esteja em torno de dez anos.®

A infeccdo aguda pelo HIV ocorre nas primeiras se-
manas da infecgdo pelo virus quando este esta sendo re-
plicado intensivamente nos tecidos linfoides. Durante essa
fase, tem-se CV-HIV elevada e niveis decrescentes de
linfécitos, em especial os LT-CD4+, uma vez que estes sé@o
recrutados para a reproducéo viral. O individuo, nesse pe-
riodo, torna-se altamente infectante.®

Como em outras infecgdes virais agudas, a infecgao
pelo HIV é acompanhada por um conjunto de manifesta-
¢bes clinicas, denominado Sindrome Retroviral Aguda
(SRA). Os principais achados clinicos de SRA incluem fe-
bre, cefaleia, astenia, adenopatia, faringite, exantema e
mialgia. A SRA pode cursar com febre alta, sudorese e
linfadenomegalia, comprometendo principalmente as ca-
deias cervicais anterior e posterior, submandibular, occipital
e axilar. Podem ocorrer, ainda, esplenomegalia, letargia,
astenia, anorexia e depressao, além dos sintomas digesti-
VOs, como nauseas, vomitos, diarreia, perda de peso e ul-
ceras orais podem estar presentes.®

A SRA é autolimitada, e a maior parte dos sinais e
sintomas desaparece em trés a quatro semanas. Sendo
assim, muitas vezes os sinais e sintomas que a caracteri-
zam, por serem muito semelhantes aos de outras infecgdes
virais, sdo habitualmente atribuidos a outra etiologia, e a
infeccao pelo HIV comumente deixa de ser diagnosticada
nessa fase inicial ou aguda.” Na fase de laténcia clinica, o
exame fisico costuma ser normal, exceto pela linfadeno-
patia, que pode persistir apos a infeccao aguda. A medida
que a infecgdo progride, surgem sintomas constitucionais
(febre baixa, perda ponderal, sudorese noturna, fadiga),
diarreia crénica, cefaleia, alteracdes neurolégicas, infec-
¢bes bacterianas.®

O aparecimento de infec¢gdes oportunistas (I0) e neo-
plasias é definidor da AIDS. Entre as infec¢des oportunis-
tas, destacam-se: pneumocistose, neurotoxoplasmose, tu-
berculose pulmonar atipica ou disseminada, meningite
criptococica e retinite por citomegalovirus. As neoplasias
mais comuns sé@o sarcoma de Kaposi (SK), linfoma néo
Hodgkin e cancer de colo uterino em mulheres jovens. Nes-
sas situagdes, a contagem de LT-CD4+ situa-se abaixo de
200 cels/mm?, na maioria das vezes.®*

Diagnéstico laboratorial

Ap6s a descoberta do HIV, foram desenvolvidos
imunoensaios (IE) para o diagnéstico da infecgédo. Quatro
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geracdes de IE foram elaboradas. Essas geracées foram
definidas de acordo com a evolugdo das metodologias
empregadas.®

Primeira geragédo

E do tipo indireto, ou seja, a presenca de anticorpos
especificos é detectada por um conjugado constituido por
um anticorpo anti-lgG humano. E um ensaio pouco especifi-
co e menos sensivel do que os ensaios de geragdes seguin-
tes e ndo é utilizado na rotina diagnéstica dos laboratérios.®

Segunda geragéo

E do tipo indireto, utiliza antigenos recombinantes ou
peptideos sintéticos derivados de proteinas do HIV. Trans-
corre da existéncia de regides antigénicas em determina-
das proteinas do HIV (epitopos imunodominantes) que sé@o
alvos preferenciais da resposta imune humoral. E direta-
mente proporcional, quanto maior a quantidade de epito-
pos imunodominantes no ensaio mais sensivel esse ensaio
se torna.®

Terceira geragéo

Tem o formato "sanduiche" ou imunométrico. Esse
ensaio utiliza antigenos recombinantes ou peptideos sinté-
ticos na fase sélida e na forma de conjugado. Esse formato
permite a detecgédo simultanea de anticorpos anti-HIV IgM
e IgG. E um teste de maior especificidade, pois os antigenos
ligam-se apenas a valéncia livre do anticorpo que esta no
complexo imune (antigenos na fase sélida do ensaio e anti-
corpos da amostra).®

Quarta geragéo

Anuncia concomitantemente o antigeno p24 e anticor-
pos especificos anti-HIV. O componente de detecc¢éo do
anticorpo tem a forma de "sanduiche" e identifica todas as
classes de imunoglobulinas contra proteinas recombinantes
ou peptideos sintéticos derivados das glicoproteinas gp41
e gp120/160.®

Perfil do Hemograma

Em relacédo ao perfil hematolégico dos pacientes com
HIV podemos dizer que estédo presentes alteragcdées multi-
fatoriais que dependerdo da resposta imunolégica do pa-
ciente naquele momento. Observa-se, nos estudos, que a
anemia, com perfil microcitico e hipocrémico, e a leuco-
penia sdo as principais alteragcdes hematolégicas encon-
tradas em pessoas com infecgao pelo HIV, isso é devido a
inadequada producgéo decorrente da supressdao medular
pelo HIV. Além disso, a plaquetopenia esta presente em
40% desses pacientes.®

A anemia megaloblastica pode estar presente em
pacientes fazendo uso do medicamento zidovudina (AZT),
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devido a sua alta toxicidade, decorrente da reducgéo na
absorcao da cobalamina e acido félico.® A anemia esta
destacada nos achados da literatura em 60% a 80% dos
casos, mostrando como frequentemente esta associada
a pacientes com infecgdo pelo HIV.(Y Alguns farmacos
antirretrovirais, como a zidovudina e a lamivudina, podem
induzir agranulocitose e anemia nesses pacientes. A
interacdo com a sulfametoxazol-trimetoprim pode acarre-
tar anemia grave.®

CONSIDERAGOES FINAIS.

O avancgo em diagnéstico e tratamento de pacientes
infectados pelo HIV no Brasil, nos ultimos anos, é conside-
ravelmente positivo. Muito se tem avancado em ferramen-
tas que possibilitem o diagnostico e o acesso aos trata-
mentos antirretrovirais oferecidos pelo SUS (Sistema Uni-
co de Saude), que tem como objetivo manter uma boa sau-
de dos portadores da doenga, mesmo que este tratamento
nao seja propriamente a cura da mesma. A expectativa de
vida de um paciente dignosticado e em tratamento é maior
do que foi nas décadas anteriores (antes do supracitado
avanco), bem como a qualidade de vida dos mesmos tam-
bém é melhor.

Ainda observa-se nesta pesquisa a falta do diagnos-
tico conforme estimativa do Ministério da Saude, que afir-
ma: "Em 2016, aproximadamente 830 mil pessoas viviam
com HIV no pais, dessas, apenas 694 mil diagnosticadas".
Subentende-se que esse portador do virus néo esta em tra-
tamento e também n&o tem consciéncia de que pode estar
contaminando outras pessoas pelas vias ja conhecidas de
contaminacao (principalmente a sexual), o que pode justifi-
car o aumento dos casos durante todo o periodo que se
acompanha a epidemiologia do HIV no Brasil.

Somente quando todos os portadores tiverem pleno
acesso a informacao, diagnéstico e tratamento podere-
mos visualizar um avango que vai realmente em direcéo a
diminui¢cdo dos numeros de infectados. O néo portador
do HIV tem meios de se prevenir de uma provavel infec-
¢do, pela educacé@o em saude em campanhas que vemos
nas escolas e em periodos festivos na midia, como no car-
naval.

Abstract

O HIV is the virus of immunodeficient syndrome has the patient in
develop the syndrome of Imunodeficiency adquirida - AIDS, advanced
clinical manifestation of the virus. From 2012 to 2016, there was
an increase in diagnoses among people with HIV, as well as an
increase in the number of people being treated. The Northeast region
of the country shows the largest number of new cases, and is
currently a 5% cause of death among adults, among women aged 15
to 49 years. This descriptive, retrospective, observational, and
qualitative study, based on data collection with the presence of
Portuguese articles on the Medline and SciELO platforms from
January 2016 to April 2018 has as contribution to the update of the
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theme, addressing about etiological agent, epidemiology,
pathophysiology of the disease, blood cell profile of the patient
affected with the virus and treatment.
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INTRODUGAO

Resumo

Objetivo: Este estudo buscou analisar a presenga de anemia, definida como a redugéo
nos niveis de hemoglobina, e relaciona-la com a deficiéncia de ferritina sérica entre paci-
entes com idade igual ou superior a 15 anos, identificando possiveis casos de anemia
ferropriva. Métodos: Foi realizada a coleta de resultados laboratoriais de pacientes que
realizaram o exame de hemograma completo acompanhado da dosagem de ferritina no
Laboratério de Analises Clinicas do CESUPA durante o periodo de agosto de 2018 a junho
de 2019. Pacientes que realizaram ambos os exames e revelaram baixos niveis de
hemoglobina foram inclusos, obtendo-se assim uma amostra de 177 pacientes anémicos.
Resultados: Nos pacientes incluidos no estudo, constatou-se que a faixa etaria com
maior prevaléncia de anemia foi a de pacientes com idade entre 61 a 70 anos de idade,
representando 27,1% da amostra total. Classificando-se os tipos de anemia presente com
base em seus indices hematimétricos, notou-se maior frequéncia daquelas com perfil de
normocitose e normocromia (55,4%), seguida de microcitose e hipocromia (31,6%) e de
macrocitose com normocromia (2,3%). Entre os pacientes com perfil de microcitose e
hipocromia, 91,1% apresentaram anisocitose. Dos 177 pacientes anémicos, apenas 19
(10,7%) apresentaram valores baixos de ferritina, enquanto que os pacientes com niveis
normais de ferritina foram os mais frequentes (59,9%). Conclusao: O perfil hematimétrico
compativel com quadros de anemia ferropriva foi 0 segundo mais frequente neste estudo,
sendo o de normocitose e normocromia o mais frequente, assim corroborando com maior
parte das faixas etarias identificadas.

Palavras-chave
Anemia; hemoglobinas; ferritinas

hematolégicos que permitem classificar a anemia de acor-
do com os valores do volume corpuscular médio (VCM) e

A anemia é definida como uma condi¢do onde ha
diminuicdo da massa eritrocitaria acompanhada da redu-
¢do na concentracdo de hemoglobina. A redug¢édo nos ni-
veis de hemoglobina, por si, ndo define a anemia, pois é
um achado que pode ocorrer devido a processos fisiologi-
cos, como é observado a partir do segundo trimestre da
gestacdo, devido a hemodiluigdo. Apesar disto, devido a
praticidade, a concentragdo de hemoglobina é o parametro
laboratorial mais utilizado para definir a anemia.("

Além dos niveis reduzidos de hemoglobina, ocorrem
também alteragdes nos indices hematimétricos, parametros

da hemoglobina corpuscular média (HCM). Através do VCM
e HCM, a anemia pode ser classificada como microcitica e
hipocrémica quando apresentar redugao nos dois indices,
normocitica e normocrémica para anemias com VCM e
HCM na faixa de normalidade, e macrociticas e normo-
cromicas para casos onde ha elevag@o no VCM enquanto
que o HCM permanece normal.("?

Entre as causas de anemia, a deficiéncia de ferro é a
mais frequente das relacionadas com uma caréncia
nutricional, manifestando-se através da baixa nas reservas
de ferro, redugédo do ferro sérico, pouca saturacé@o de
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transferrina e diminuicdo do hematécrito, que repercutem
na forma de microcitose, hipocromia e anisocitose, com
consequente complicacgdes na distribuicéo de oxigénio pelo
organismo.®

O quadro ferroprivo € mais comum em criangas em
seus primeiros anos de vida e em mulheres em idade fér-
til, especialmente aquelas que estdo em periodo gesta-
cional. Para criangas, um dos fatores contribuintes para a
deficiéncia de ferro é o maior consumo do mineral pelo
organismo durante o desenvolvimento da estatura fisica,
pela sua baixa ingestédo e pelo consumo de leite ndo ma-
terno antes dos primeiros seis meses de vida. Em adul-
tos, a ferropenia é mais comumente associada com uma
dieta inadequada ou pelo uso de medicamentos que in-
terfiram na absorgéo de ferro, como pode ocorrer com
usuarios de inibidores da bomba de prétons a longo pra-
zo. Outros determinantes para o quadro incluem a ques-
tdo socioecondmica da populagédo; como exemplo, tem-
se a avaliacdo do saneamento basico para investigacao
de perdas cronicas de sangue causadas por parasitas
como Trichuris trichiura, Ancylostoma duodenale e
Necator americanus.“*®

O desenvolvimento da deficiéncia de ferro ocorre de
forma progressiva, podendo ser identificada em trés eta-
pas: deplecéo dos estoques de ferro, redugéo do ferro de
transporte e, por fim, a restricdo na produgédo de hemo-
globina. Inicialmente, ha reducdo nos niveis de ferritina
sérica, representando o estoque de ferro disponivel no or-
ganismo, enquanto que na proxima etapa ha diminuicao
do ferro sérico e aumento na capacidade total de ligacao
do ferro, com consequente redugcdo na saturacédo de
transferrina. A ultima fase da deficiéncia de ferro, conheci-
da como a anemia ferropriva, envolve todos os parametros
alterados nas etapas anteriores e, desta vez, ha também
restricdo na producdo de hemoglobina, revelando em
microscopia também células vermelhas com aspecto
microcitico e hipocrémico.?®

Entre os impactos causados pela deficiéncia de fer-
ro, é importante ressaltar que esses se apresentam tanto
na forma social quanto econémica, havendo reducéo na
capacidade cognitiva, fisica, dificuldades no aprendizado,
deficiéncia imunolégica, perda da capacidade ocupacional,
retardo no desenvolvimento psicomotor, entre outras alte-
racdes que causam diretamente o aumento na taxa de
mortalidade.®

A ferritina € uma proteina que representa de forma
precisa e confiavel as reservas de ferro presentes no orga-
nismo humano. Ela torna o ferro disponivel para atuar em
processos celulares e moleculares, além de também pro-
teger o organismo contra as agdes téxicas do ferro. Por se
tratar de uma proteina de fase aguda, alteragdes nos niveis
de ferritina também podem ser vistos em processos infla-
matérios, infecciosos e de carater maligno.®

RBAC. 2019;51(4):300-5

Para o diagnéstico precoce de anemia ferropriva, a
dosagem de ferritina plasmatica é essencial, mostrando-
se como o parametro mais preciso, sensivel e especifico
para se obter uma representacé@o dos niveis de ferro do
organismo, além de sua conveniéncia para mensuracao.
Niveis reduzidos de ferritina implicam o desenvolvimento
de um quadro de deficiéncia de ferro, enquanto que niveis
elevados sugerem um quadro de sobrecarga do mineral.®

A partir disso, a dosagem de ferritina sérica é ampla-
mente utilizada como alternativa para outros métodos de
quantificacao de ferro no organismo que envolvem proce-
dimentos invasivos ou sdo considerados de custo eleva-
do.® No Brasil, o diagnoéstico de anemia ferropriva é am-
plamente realizado pelo Sistema Unico de Satde através
da dosagem de hemoglobina associada com a dosagem
de ferritina. Serve como um importante parametro de ana-
lise para tratar e prevenir quadros de anemia ferropriva na
populacgéo, assim evitando as consequéncias oriundas da
deficiéncia de ferro.®"

Neste contexto, o presente trabalho teve como objeti-
Vo associar os valores de ferritina com a presenca de ane-
mia entre os pacientes atendidos no Laboratério de Anali-
ses Clinicas do Centro Universitario do Estado do Para
(LAC-CESUPA) durante o periodo de agosto de 2018 a
junho de 2019, verificando possiveis quadros de deficién-
cia de ferro com potencial desenvolvimento para uma ane-
mia ferropriva.

MATERIAL E METODOS

Foi realizada a coleta de resultados laboratoriais de
pacientes que haviam realizado exames do tipo hemograma
e dosagem de ferritina durante o periodo determinado de
agosto de 2018 a junho de 2019. No total, tiveram-se 479
exames laboratoriais coletados.

Para realizacdo da analise, foram inclusos os resulta-
dos de exames de pacientes com idade igual ou superior a
15 anos, de ambos os sexos, que realizaram o exame de
hemograma completo e a dosagem de ferritina. Foram ex-
cluidos da pesquisa os resultados laboratoriais de pacien-
tes com idade inferior a 15 anos, resultados de pacientes
gue ndo apresentavam anemia e resultados nos quais nao
apresentavam arealizacdo do exame de hemograma com-
pleto em conjunto com a dosagem de ferritina. Com base
nestes critérios, foram inclusos 177 laudos para o presen-
te estudo.

Para definicdo da presenca de anemia, foram adota-
dos como referéncia os valores de hemoglobina estabele-
cidos pelo Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para
Anemia por Deficiéncia de Ferro (PCDT-ADF), sendo con-
siderado anémicos pacientes do sexo masculino com ida-
de igual ou superior a 15 anos que apresentassem niveis
de hemoglobina inferiores a 13 g/dL e pacientes do sexo
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feminino com idade igual ou superior a 15 anos que apre-
sentassem valores de hemoglobina inferiores a 12 g/dL.("

Os valores de referéncia para a mensuragéo dos ni-
veis de ferritina também seguiram o PCDT-ADF, sendo con-
siderados normais valores entre 30 mcg/L a 200 mcg/L. A
aplicacado deste intervalo confere uma sensibilidade e
especificidade de 92% e 98%, respectivamente para a iden-
tificacado de pacientes com deficiéncia de ferro.

Dos resultados de exames inclusos nos estudos, fo-
ram adotados como variaveis a serem analisadas os se-
guintes dados: idade, sexo, hemoglobina sérica, VCM,
HCM, amplitude de distribuicdo dos eritrécitos (RDW) e
concentracao de ferritina sérica. Estes dados foram trans-
feridos para uma planilha do software Microsoft Excel ver-
sé@o 2013, onde foram organizados em tabelas. A analise
das variaveis foi realizada no mesmo software, fazendo-se
uso da estatistica descritiva (percentuais e médias).

Os dados analisados referem-se a exames realiza-
dos pelos pacientes de ambos os sexos, independente-
mente de qualquer diagnoéstico prévio. De modo geral, os
dados dos pacientes inclusos no estudo revelaram uma
média de idades igual a 58,76 anos.

Para os indices hematimétricos (VCM, HCM e
RDW), foram utilizados como referéncia os valores postu-
lados por Bain et al.®

Etica

Esta pesquisa foi realizada de acordo com as diretri-
zes e normas regulamentadoras de pesquisa envolvendo
seres humanos, tendo sido aprovada pelo Comité de Etica
em Pesquisa do CESUPA (CEP-CESUPA) sob o CAAE
12274318.0.0000.5169 e numero de parecer 3.426.176.
Todos os seus participantes, assim como o responsavel
pelo banco de dados assinaram o Termo de Compromisso
para Utilizagdo de Dados e Prontuarios. O sigilo dos paci-
entes participantes foi mantido.

RESULTADOS

Durante o periodo de Agosto de 2018 a Junho de
2019, o LAC-CESUPA realizou 293 hemogramas e dosa-
gens de ferritina em pacientes do sexo masculino e femini-
no com idade superior ou igual a 15 anos. Entre estes, 177
(60,4%) encontravam-se anémicos. Na Tabela 1, podem-
se observar as faixas etarias onde a presencga de anemia
foi encontrada com maior frequéncia.

Na Tabela 2, é revelada a classificagéo laboratorial
das anemias observadas nos pacientes atendidos com
base em seus indices hematimétricos que apresentassem
o mesmo valor de referéncia para ambos os sexos. Entre
os pacientes analisados, a anemia mais frequente foi a do
tipo normocitica e normocrémica, correspondendo a 55,4%
dos casos. Asegunda anemia mais frequente foi caracteri-
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zada como microcitica e hipocrémica, representando 31,6%
dos pacientes anémicos. A anemia macrocitica foi a clas-
sificacdo menos frequente, representando apenas 2,3%
dos pacientes.

Tabela 1 - Distribuicdo dos pacientes com anemia por faixa etaria.
Belém-PA - Agosto de 2018 a Junho de 2019

Idade (anos) Quantidade de pacientes (n, %)

15-20 9(5,1)

21-30 3(1,7)

31-40 13(7,3)
41 -50 27 (15,3)
51-60 32 (18,1)
61-70 48 (27,1)
71-80 26 (14,7)
81-90 17 (9,6)
91 - 100 2(1,1)

Fonte: Dados coletados de resultados laboratoriais

Tabela 2 - Perfil de anemias em relagdo aos seus indices
hematimétricos*. Belém/PA - Agosto de 2018 a Junho de 2019

Variaveis Quantidade de pacientes (n,%)
Microcitose e hipocromia 56 (31,6)
Normocitose e normocromia 98 (55,4)
Macrocitose e nhormocromia 4(2,3)
Microcitose e normocromia 17 (9,6)

Normocitose e hipocromia

Fonte: Dados coletados de resultados laboratoriais
* Os valores de referéncia adotados foram de 83 a 101 fL (fentolitros) para o
VCM e 27 a 32 pg (pictogramas) para o HCM.®

2(1,1)

A Figura 1 representa a relacdo em percentual dos
pacientes que apresentaram microcitose e hipocromia con-
forme os seus valores do RDW, classificando-os conforme
a presenca ou auséncia de anisocitose.

| | Sem
anisocitose,
8,9%

[ ] Com
anisocitose;
91,1%

Figura 1. Percentual de alterag6es no RDW em pacientes com
microcitose e hipocromia.

O valor de referéncia adotado para o RDW foi de 11,6 a 14,0. A
anisocitose definida como RDW superior a 14,0%.®
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ATabela 3 dispde a classificacdo dos pacientes con-
forme os valores encontrados em suas dosagens de ferritina,
classificando-os como baixos, normais e altos.

Tabela 3 - Distribuicdo de pacientes conforme seus niveis séricos
de ferritina*. Belém/PA - Agosto de 2018 a Junho de 2019

Quantidade de pacientes (n,%)

Ferritina baixa 19 (10,7)
Ferritina normal 106 (59,9)
Ferritina elevada 52 (29,4)

Total 177

Fonte: Dados coletados de resultados laboratoriais
*O valor de referéncia adotado para a dosagem de ferritina foi de 30 mcg/L a
200 mcg/L.!"

DISCUSSAO

Neste trabalho foram avaliados pardmetros hema-
tolégicos em conjunto com a dosagem de ferritina sérica
para verificar a presenca de anemia ferropriva, identifican-
do também outras anemias com base nos indices hema-
timétricos dos pacientes atendidos no LAC-CESUPA. Foi
encontrada uma frequéncia maior de anemia entre pacien-
tes com idade entre 61 a 70 anos de idade, equivalendo a
27,1% da amostra analisada. A anemia entre pacientes
desta faixa etaria esta associada a piora da qualidade de
saude entre esse grupo populacional, tornando-o mais vul-
neravel as consequéncias adversas associadas ao qua-
dro clinico em quest&o.®

Em concordancia com este relato, Agrawal et al.('9
revelaram uma alta taxa de prevaléncia de anemia entre
idosos, estando a deficiéncia de hemoglobina associada
com altas taxas de mortalidade e a um grande niumero de
comorbidades. A diversidade de comorbidades dificulta
definir a etiologia por tras das anemias entre pacientes de
idade avancada.

Em uma revisao bibliogréafica realizada por Milagres
etal." acerca da prevaléncia e etiologia de anemias entre
idosos, constatou-se que as causas de anemias entre ido-
sos envolvem principalmente deficiéncias nutricionais, ane-
mias de doencas crdnicas e anemias de causas desco-
nhecidas.

A avaliagdo dos indices hematimétricos daqueles in-
clusos na pesquisa revelou a presenga, em maior fre-
guéncia, de anemias com valores normais de VCM e HCM,
classificando-as como normociticas e normocrémicas, equi-
valendo a 55,4% dos resultados laboratoriais estudados.
O segundo perfil hematimétrico mais frequente foi o de re-
dugé@o no VCM e HCM, definindo a anemia como microcitica
e hipocrémica, apresentando uma frequéncia de 31,6%. A
anemia macrocitica, que apresenta valores elevados de
VCM e normais para o HCM, foi o tipo menos frequente
nesta pesquisa, representando apenas 2,3% dos pacien-
tes estudados.
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A reducgéo no volume de eritrécitos é diretamente re-
lacionada com a redugéo nos niveis de hemoglobina, pre-
judicando a formacéo adequada dos eritrécitos. A defici-
éncia de hemoglobina pode estar relacionada a diversos
fatores, tendo como exemplo as anemias carenciais, os
distarbios genéticos da hemoglobina, processos infeccio-
sos como a malaria, infestacdes por helmintos intestinais
e infecgdes cronicas."®)

De acordo com a literatura, as anemias normociticas
e normocrémicas apresentam como etiologia as doencas
cronicas, sendo esta a anemia mais frequente apés a ane-
mia ferropriva. Nas anemias de doencgas cronicas, ha alte-
racao no metabolismo do ferro em fungéo da retencéo do
mineral em estoque causada pela acéo de interleucinas pré-
inflamatoérias, como a interleucina-1 ou a interleucina-6, que
irdo agir em um peptideo conhecido como hepcidina, im-
pedindo a saida do ferro para o meio extracelular. No am-
bito laboratorial, a anemia por doenca cronica revela redu-
¢ao nos niveis de ferro sérico e na saturagéo de transferrina,
enquanto que o ferro em deposito estara com concentra-
¢ao aumentada.(™?

Infecgdes por microrganismos, inflamacdées e neopla-
sias sdo associagdes comuns com a anemia de doencas
cronicas. Em um estudo epidemiolégico recente, foi reve-
lado que entre 191 pacientes idosos hospitalizados, 70%
apresentavam anemia por doenca cronica. Setenta e um
por cento dos pacientes com esta anemia apresentavam
alguma forma de infec¢do aguda, 16% apresentavam in-
suficiéncia renal crénica, 12% tinham cancer e 16% apre-
sentavam alguma infecg¢éo cronica, como Ulcera de pres-
sdo ou alguma doenca inflamatoéria autoimune. Portanto,
nota-se uma elevada prevaléncia de anemia em pacien-
tes com idades avancadas, estando essa anemia princi-
palmente relacionada com outras morbidades presen-
tes.”

O segundo grupo de anemia com maior frequéncia
no LAC-CESUPA foi o de perfil hematimétrico com micro-
citose e hipocromia. Entre estas anemias, a causada pela
deficiéncia de ferro é a mais comum, embora também pos-
sam ser encontradas nas talassemias menores e na ane-
mia sideroblastica outras anemias que apresentem redu-
¢édono VCM e HCM. Em virtude disto, torna-se importante
a aplicacdo de testes especificos para a identificacéo cor-
reta da anemia.!""%

Associando o perfil hematolégico de pacientes com
a dosagem da ferritina, é possivel identificar a anemia
ferropriva em sua primeira fase de desenvolvimento, onde
apenas os niveis séricos de ferritina encontram-se altera-
dos. A queda nos valores de ferritina representa o eventual
esgotamento das reservas de ferro, que tem como conse-
guéncia a reducdo na concentracéo de ferro sérico e na
saturacéo de transferrina, enquanto que ha aumento nos
niveis de transferrina livre, caracteristicas da segunda fase
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da deficiéncia de ferro. A auséncia de tratamento na se-
gunda etapa garante a instalagdo da anemia.?

Além da ferritina, a interpretagdo de parametros con-
tidos no hemograma auxilia na diferenciacdo da anemia
ferropriva de outras anemias microciticas e hipocrémicas.
Idealmente, o discernimento entre estas anemias envolve
a aplicacéo de técnicas padronizadas, como a eletroforese,
aplicada no diagnéstico de hemoglobinopatias. Todavia,
estes procedimentos sdo mais caros e, as vezes, inacessi-
veis para uma parcela da populagéo. Diante disso, um es-
tudo recente buscou investigar a possibilidade de diferen-
ciar a anemia ferropriva das talassemias menores utilizan-
do o RDW contido na analise da série vermelha, revelando
resultados favoraveis ao uso desse indice hematimétrico
na diferenciagdo entre essas anemias.(™®

Investigando parametros hematolégicos para diferen-
ciar o traco beta-talassémico da anemia por deficiéncia de
ferro, Vehapoglu et al.("® demonstraram que a anemia ferro-
priva apresenta RDW maior quando comparado a doenga
genética, tendo uma média de 17.4 + 3.48 na anemia ferro-
priva, comparado a 16.76 + 1.83 na talassemia estudada.
Este dado corrobora com o postulado por Matos et al.,("®
que declaram que, em tracgos talassémicos, a distribuicao
da microcitose é de forma mais homogénea, enquanto que
na anemia ferropriva ocorre de maneira mais irregular, jus-
tificando assim os valores maiores de RDW encontrados
em pacientes com deficiéncia de ferro.

Com base no perfil dos pacientes estratificados de
acordo com os seus niveis de ferritina, foi possivel notar
que, dos 177 pacientes avaliados, 19 (10,7%) apresenta-
ram valores desse marcador abaixo dos valores de refe-
réncia, enquanto que mais da metade dos pacientes
(59,9%) apresentou valores normais para ferritina. Estes
dados estao préoximos daqueles encontrados por Boeira e
Cunha" na regiao de Bento Gongalves, onde os autores
constataram a presenca de valores normais de ferritina para
maior parte da amostra estudada, equivalendo a 76,9% do
sexo feminino e 45,9% do masculino.

As causas da grande quantidade de niveis de ferritina
ndo podem ser determinadas, porém, esse marcador é
sujeito a alteracdes em diversas situacdes patologicas,
sendo encontrado na literatura, como possiveis causas, a
sindrome metabdlica, disturbios hepaticos e alteragdes
genéticas no gene da cadeia leve de ferritina.('"19

Também foi notada, embora em menor frequéncia,
pacientes com anemia macrocitica e normocrémica, carac-
teristicas comuns para pacientes que apresentam defici-
éncia de vitamina B12 ou de folato. A determinacgéo preci-
sa da etiologia da anemia naqueles que apresentaram in-
dicadores de anemias megaloblasticas exigiria exames
que nao foram analisados neste estudo, portanto, néo foi
possivel determinar a causa da macrocitose entre os paci-
entes com VCM elevado."
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Embora tenha sido encontrado um baixo nimero de
pacientes com deficiéncia de ferritina quando comparado
a quantidade de pacientes com valores normais ou aumen-
tados, os resultados desse parametro podem ter sofrido
interferéncias analiticas, como a elevagéo nos niveis da
proteina de estoque devido a processos inflamatérios ou
infecciosos. Estudos revelam que, por este motivo, a dosa-
gem de ferritina ndo deve ser usada isoladamente para
avaliar o metabolismo do ferro, sendo recomendado o uso
em conjunto com outros exames, como saturacao de ferro,
capacidade total de ligacdo do ferro, receptores de trans-
ferrina, entre outros.?” Acredita-se também que a dosagem
de hemossiderina na medula éssea possa servir como um
potencial marcador de deple¢éo de ferro; todavia, por ser
um método invasivo, ndo é recomendado para triagem.?

CONCLUSAO

Nesta pesquisa foi constatado que o perfil hemati-
métrico caracteristico de anemia ferropriva foi o segundo
mais frequente entre as classificacdes de anemias estabe-
lecidas no estudo. Contrariamente, poucos pacientes apre-
sentaram deficiéncia de ferritina, assim mostrando as limi-
tacdes desse marcador. Logo, é evidenciada a necessida-
de da realizagdo de outros exames em conjunto com a do-
sagem de ferritina, como a saturagéo de ferro, receptores
de transferrina e capacidade total de ligacdo do ferro para
melhor avaliar o status do metal no organismo. Além do
perfil de microcitose e hipocromia, o mais frequente foi o
de normocitose e normocromia, compativel com a anemia
de doenca crdnica, uma deficiéncia de hemoglobina mais
comum entre homens e mulheres de idade avancada.
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Abstract

Objective: This study aimed to analyze the presence of anemia, being
evaluated by the reduced hemoglobin levels, and associate it with serum
ferritin deficiency among patients at 15 years old or greater, identifying
possible cases of iron-deficiency anemia. Methods: Exam results from
patients who did the complete blood count exam and the dosage of
ferritin levels at the Laboratory of Clinical Analyzes from CESUPA during
the interval of august 2018 to june 2019 were collected. Patients who
performed both tests and revealed low hemoglobin levels were included,
creating a sample of 177 anemic patients. Results: In the patients
included in this study, it was found that anemia was most prevalent
among patients with an age within the range of 61 to 70 years old,
representing 27,1% of the total sample. Classifying the types of anemia
present by use of the hematimetric paramaters, it was noted that those
with the profile of normocytic and normochromic were the most frequent
(55,4%), followed by the profile of microcytic and hypocromic anemia
(31,6%) and macrocytosis with normochromia (2,3%). Among the
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patients with microcytosis and hypochromia, 91,1% also had the
presence of anisocytosis. Of the 177 patients with anemia, only 19
(10,7%) showed low ferritin levels, while those with normal ferritin levels
were the most frequent (59,9%). Conclusion: The hematimetric profile
compatible with iron-deficiency anemia was the second most frequent
in this study, while the profile of microcytosis and hypochromia was the
most frequent one, thus corroborating with most of the identified age
groups.

Keywords
Anemia; hemoglobins; ferritins
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INTRODUGAO

Resumo

Objetivo: O objetivo desse estudo foi comparar resultados de exames colpocitolégicos
realizados em ambito nacional, na regido sudeste e em Minas Gerais com aqueles obtidos
no municipio de Governador Valadares (GV). Métodos: As informagdes sobre exames
colpocitolégicos, realizados nas quatro esferas, de janeiro/2006 a dezembro/2014, foram
obtidas na consulta ao Sistema de Informagao do Cancer do Colo do Utero — Siscolo.
Resultados: A taxa de exames alterados foi de 2,8%, 3,3%, 2,2% e 2,7% [Brasil, Sudeste,
Minas Gerais (MG) e GV, respectivamente]. Essa taxa foi significativamente mais alta em
GV quando comparada com MG e significativamente mais baixa que a da regido sudeste e
a do Brasil. As principais alteragdes, em todas as esferas, foram: atipias em células
escamosas de significado indeterminado possivelmente ndo neoplasicas, leséo intraepitelial
escamosa de baixo grau e leséo intraepitelial escamosa de alto grau. As taxas de incidén-
cia de cancer do colo do Utero foram: 27,03; 28,02; 16,99 e 23,16 casos por 100 mil habitan-
tes no pais, regiado sudeste, MG e GV, respectivamente. Governador Valadares apresentou
uma taxa significativamente mais alta apenas quando comparada com dados de Minas
Gerais. Conclusao: Concluindo, os exames realizados em GV mostram algumas diferen-
cas significativas em relacéo as outras esferas. E necessario implementar uma politica de
monitoramento interno da qualidade para aumentar a sensibilidade do exame, além de mai-
or investimento na educagéo continuada do profissional que faz a leitura das laminas

Palavras-chave
Colo do Utero; esfregaco vaginal; neoplasias

ectocérvice; os demais sdo adenocarcinomas que surgem
na camada colunar glandular da endocérvice.®

O cancer do colo uterino (CCU) tornou-se um grave
problema de saude publica mediante as suas elevadas ta-
xas de incidéncia e mortalidade na populagéo feminina, ocu-
pando a posicao de terceira neoplasia mais frequente nes-
ta populacgédo, atras apenas do cancer de mama e do color-
retal, sendo a quarta causa de morte de mulheres por can-
cer no Brasil.('?)

A infeccdo persistente por tipos oncogénicos de
Papilomavirus Humano (HPV), o qual é transmitido por via
sexual, é a causa da maioria absoluta dos canceres do colo
do utero (CCU). Grande parte desses canceres é de célu-
las escamosas e se origina na zona de transformacéao da

A prevencao se da pelo uso de preservativo e vaci-
nas. A cura vem através da detecgéo precoce por meio do
rastreamento e tratamento das lesées.®

As mulheres que estdo na faixa de cobertura do
rastreamento (25 a 64 anos) e que ja iniciaram a atividade
sexual sdo aconselhadas a fazer o exame preventivo pelo
menos uma vez ao ano, ou em periodo menor conforme
orientacdo médica. Este exame é eficiente para o diag-
nostico precoce de cancer uterino, indolor e de baixo cus-
to. O procedimento consiste na coleta de células do colo
uterino, por meio do raspado da ectocérvice com espatula
de Eyre e escova apropriada para a coleta de material do
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2Doutorado. Professor adjunto. Universidade Federal de Juiz de Fora— Campus Governador Valadares (UFJF Campus GV) — Governador Valadares-MG, Brasil.

Instituicdo: Universidade Federal de Juiz de Fora— Campus Governador Valadares (UFJF Campus GV) — Governador Valadares-MG, Brasil.

Conflitos de interesse: ndo ha conflitos de interesse.
Recebido em 10/12/2018

Artigo aprovado em 18/09/2019
DOI: 10.21877/2448-3877.201900806

306

RBAC. 2019;51(4):306-14



Analise comparativa dos resultados de exames colpocitolégicos realizados em Governador Valadares-MG

com aqueles realizados no pais, regido sudeste e Minas Gerais

canal endocervical. Quanto mais precoce for identificado o
cancer de colo do Utero estima-se maior indice de cura.®

Os elevados indices de incidéncia e mortalidade por
cancer do colo do Gtero no Brasil justificam aimplementacao
de a¢des nacionais voltadas para a prevengéo e o controle
do cancer; assim, em 1998, surgiu o Sistema de Informa-
¢oes e Controle do Cancer do Colo do Utero — Siscolo.®

A utilizacdo de um sistema informatizado para geren-
ciamento das informacgdes oriundas das unidades de sau-
de, o qual deve ser atualizado constantemente, é um dos
principais instrumentos que auxiliam a validagéo das acées
de um programa de controle de cancer. Assim, para apri-
morar o Sistema de Informagéo do Cancer do Colo do Ute-
ro (Siscolo), tanto na sua vertente tecnol6gica como em de-
corréncia da implantagéo da "Nomenclatura Brasileira para
Laudos Citopatolégicos Cervicais e Condutas Preconiza-
das", o Departamento de Informatica do SUS — DATASUS,
em parceria com o Instituto Nacional do Cancer (INCA),
criou um programa de entrada de dados que tem a funcao
de coletar e processar informacdes sobre pacientes e lau-
dos de exames, sendo capaz de fornecer dados para o
monitoramento externo da qualidade dos exames, informar
a qualidade dos laboratérios responsaveis pela leitura do
exame no municipio e possibilitar a qualquer cidaddo o
acesso a informacgdes estatisticas relacionadas aos exa-
mes citopatolégicos e anatomopatolégicos do colo do ute-
ro, bem como seu seguimento, a partir do acesso ao site
do DATASUS — Ministério da Saude, disseminando infor-
macdes para Gestdo e Controle Social do SUS, assim
como para apoio a pesquisa em saude.®

O objetivo do trabalho foi realizar um levantamento dos
resultados dos exames colpocitolégicos realizados em Go-
vernador Valadares a partir de dados obtidos do Siscolo e
contextualizar com os resultados obtidos no pais, naregido
sudeste e em Minas Gerais, a fim de determinar as taxas
de lesdes pré-malignas e malignas do colo uterino encon-
tradas em cada esfera.

MATERIAL E METODOS

Foirealizado um estudo retrospectivo, a partir de da-
dos obtidos do Siscolo, que pode ser acessado por meio
do endereco eletronico http://w3.datasus.gov.br/siscam/
index.php?area=0401. Buscaram-se informacdes sobre a
situag@o do municipio de Governador Valadares (GV), que
possui uma unidade territorial de 2.342,3 Km?, uma popu-
lacédo estimada de 279.885 habitantes, sendo 52,2% mu-
Iheres, indice de Desenvolvimento Humano Municipal - 2010
(IDHM 2010) de 0,727 e uma incidéncia de pobreza de
24 .64%, comparando os dados encontrados com aqueles
obtidos para o pais (populacdo estimada em 210.147.125
habitantes, sendo 51,0% mulheres), regido sudeste (popu-
lacédo estimada em 88.371.433, sendo 51,9% mulheres) e
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Minas Gerais (populagéo estimada em 21.168.791, sendo
52,9% mulheres).®

Foram verificados o quantitativo de exames colpocito-
l6gicos realizados, o percentual de exames considerados
insatisfatérios para avaliacdo oncotica, quantos estavam
dentro da normalidade, quantos foram inflamatérios ines-
pecificos ou especificos e quais os agentes mais relacio-
nados com estes ultimos. Verificaram-se também as taxas
das diferentes les6es precursoras do cancer do colo uterino
e as taxas de neoplasias malignas escamosas e glandula-
res, bem como o intervalo de tempo entre o Ultimo exame e
aquele imediatamente anterior em pacientes que tiveram
resultados com alteragbes cervicais e qual a faixa etaria
mais relacionada com estas alteragdes no ultimo exame.

Os resultados encontrados no municipio de GV foram
comparados com aqueles obtidos em ambito nacional, na
regiao sudeste e no estado de Minas Gerais. As analises
das taxas de prevaléncia de cancer e de suas lesdes pre-
cursoras foram realizadas por meio do programa estatisti-
co Bioestat 5.0 (Belém-PA, Brasil). A significancia estatis-
tica foi definida por um valor de P < 0,05.

RESULTADOS

No periodo avaliado foram realizados 86.184.602 exa-
mes em todo o Brasil, sendo 39.160.737 na regido sudes-
te, 10.693.694 em MG e 328.139 em GV. Foram insatisfa-
toérios para avaliagdo oncética 1,1%, 0,8%, 0,7% e 0,4%
deles, respectivamente, sendo o dessecamento da amos-
tra (mais de 75% do esfregaco) o principal motivo. O nu-
mero de exames insatisfatérios foi significativamente me-
nor em GV quando comparado com as demais esferas,
exceto em relagcdo ao nimero de exames dessecados
quando comparado com a regido sudeste. Foram consi-
derados dentro dos limites da normalidade no Brasil, re-
gido sudeste, MG e GV, 13.161.562 (15,3%), 5.007.739
(12,8%),2.887139 (27,0%) e 182.981 (55,8%) exames, res-
pectivamente, sendo esta taxa significativamente mais alta
em GV. Entre as alteragdes celulares benignas, a inflama-
cao foi a mais frequente nas quatro esferas, correspondendo
a 72,3%, 74,9%, 58,4% e 35,6% dos exames no Brasil,
Sudeste, MG e GV respectivamente, com taxa significati-
vamente menor em GV. A microbiota mais frequente nas
quatro esferas foi representada por lactobacilos, com taxa
significativamente mais alta em GV (Tabela 1).

Apresentaram-se alterados, nas esferas nacional, re-
gional, estadual e municipal, 2.390.373 (2,8%), 1.299.110
(3,3%), 237.490 (2,2%) e 8.846 (2,7%) exames, respecti-
vamente. Ataxa de exames alterados foi significativamen-
te mais alta em GV quando comparada com a taxa encon-
trada em MG, entretanto, foi significativamente mais baixa
quando comparada com dados nacionais e da regido su-
deste. As principais alteragdes nas quatro esferas foram:
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Tabela 1 - Exames colpocitolégicos realizados no periodo de janeiro de 2006 a dezembro de 2014

Exames insatisfatorios
Dessecamento em mais de 75% do esfregago
Material acelular / hipocelular
Sangue > 75% do esfregaco
Pi6citos > 75% do esfregaco
Intensa superposigéo celular

Alteracoes celulares benignas
Inflamagao
Atrofia com inflamagao
Metaplasia escamosa imatura
Reparagéo
Radiagao

Microbiota
Lactobacilos
Cocos
Gardnerella sp. | Mobiluncus sp.
Outros bacilos
Candida sp.

Trichomonas vaginalis
Virus do grupo Herpes
Actinomyces sp.
Chlamydia sp.

Alteracoes celulares
ASC-US
LSIL
ASC-H
HSIL
HSIL MI
Carcinoma escamoso invasor
AGC soe
AGC neo
Adenocarcinoma "in situ"
Adenocarcinoma invasor
Atipias origem indefinida sem outra especificagdo
Atipias origem indefinida, possivel neoplasia

GV (%/n)
0,331 (1086)
0,030 (100)
0,026 (84)
0,011 (36)
0,002 (7)

GV (%/n)
35,613 (116860)
6,627 (21747)
4,007 (13150)
0,033 (75)
0,006 (19)

GV (%/n)
59,363 (194792)
19,732 (64748)
14,131 (46370)
9,276 (30437)
X

0,879 (2883)
0,017 (56)
0,007 (23)
0,005 (16)

GV (%/n)
46,586 (4121)
32,715 (2894)
5,664 (501)
11,610 (1027)
0,995 (88)
0,791 (70)
0,882 (78)
0,362 (32)
0,350 (31)
0,068 (6)
0,102 (9)
0,000 (0)

MG (%/n)
0,456 (48772)*
0,093 (9999)*
0,062 (6666)*
0,050 (5351)*
0,016 (1674)*

MG (%/n)

58,419 (6247116)*
8,454 (904064)*
4,812 (514599)*
0,434 (46445)*
0,047 (4982)*

MG (%/n)

56,720 (6065465)*
19,071 (2039413)*
15,408 (1647638)*
18,416 (1969386)*
4,656 (497948)
1,179 (126073)*
0,013 (1369)*
0,034 (3658)*
0,017 (1772)*

MG (%/n)

43,204 (102606)*
35,324 (83892)*
6,123 (14541)*
9,584 (22762)*
0,925 (2196)*
0,629 (1493)*
3,356 (7970)
1,372 (3259)*
0,215 (511)*
0,136 (324)
0,215 (510)
0,199 (472)*

*

Sudeste (%/n)
0,349 (136824)
0,127 (49693)*
0,078 (30724)*
0,104 (40601)*
0,032 (12610)*
Sudeste (%/n)
74,938 (29346378)*
8,457 (3311712)*
5,914 (2316110)*
0,673 (263446)*
0,067 (26218)*
Sudeste (%/n)
48,272 (18903744)*
22,122 (8663008)*
14,013 (5487530)
18,605 (7285939)*
4,565 (1787707)
1,010 (395724)*
0,755 (295805)*
0,221 (86713)*
0,064 (25146)*
Sudeste (%/n)
50,373 (654405)*
29,157 (378782)*
6,214 (80727)*
7,787 (101159)*
0,707 (9179)
0,493 (6399)*
4,676 (60743)
0,980 (12738)*
0,133 (1725)*
0,352 (4574)*
0,306 (3982)*
0,189 (2454)*

*

Brasil (%/n)
0,526 (453389)*
0,168 (144729)*
0,122 (104984)*
0,168 (144883)*
0,044 (37897)*
Brasil (%/n)
72,303 (62313901)*
7,964 (6863765)*
5,401 (4654492)*
0,665 (572893)*
0,071 (60826)*
Brasil (%/n)
44,934 (38726359)*
28,629 (24673426)*
14,952 (12886632)*
24,342 (20978952)*
6,155 (5304545)
1,417 (1221649)*
0,355 (305974)*
0,111 (95809)*
0,063 (54344)*
Brasil (%/n)
45,844 (1095854)
30,917 (739041)
6,832 (163304)*
9,513 (227393)*
0,907 (21692)
0,714 (17060)
4,329 (103481)*
1,127 (26950)*
0,173 (4131)*
0,261 (6237)*
0,302 (7227)*
0,201 (4809)*

GV: Governador Valadares; MG: Minas Gerais; * P < 0,05 em relagdo a Governador Valadares; X: dado ndo disponivel no Sistema de Informagéo do Cancer do Colo
do Utero; ASC-US: Atipias em células escamosas de significado indeterminado possivelmente nao neoplasicas; LSIL: Lesao intraepitelial escamosa de baixo grau;
ASC-H: Atipias em células escamosas de significado indeterminado nao podendo excluir lesdo intraepitelial escamosa de alto grau; HSIL: Les&o intraepitelial escamosa
de alto grau; HSIL MI: Lesao intraepitelial de alto grau ndo podendo excluir microinvasdo; AGC soe: Atipias em células glandulares de significado indeterminado sem
outra especificagdo; AGC neo: Atipias em células glandulares de significado indeterminado, possivel neoplasia.

atipias em células escamosas de significado indeterminado
possivelmente ndo neoplasicas (ASC-US), leséo intraepite-
lial escamosa de baixo grau (LSIL) e lesdo intraepitelial
escamosa de alto grau (HSIL). O percentual de exames clas-
sificados como ASC (células escamosas atipicas), incluin-
do ASC-US e ASC-H (células escamosas atipicas de signi-
ficado indeterminado, ndo se pode afastar leséo de alto grau)
foide 1,4%,1,1%, 1,9% e 1,5% nas esferas municipal, esta-
dual, regional e nacional, respectivamente, considerando os
exames satisfatorios. Este percentual, em GV, foi significati-
vamente mais alto quando comparado com o encontrado em
MG e significativamente mais baixo quando comparado com
aregiao sudeste e o Brasil. Ja o percentual de ASC em rela-
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¢do aos exames alterados foi de 52,2%, 49,3%, 56,6% e
52,7%, considerando as esferas anteriores, respectivamen-
te, sendo este percentual significativamente mais alto em
relacdo a MG e significativamente mais baixo em relacao
aregiao sudeste. Arelacdo ASC/Lesdo intraepitelial esca-
mosa, incluindo as lesdes intraepiteliais escamosas de bai-
xo e alto grau, foide 1,2;1,1; 1,5 e 1,3, considerando GV,
MG, regiao sudeste e Brasil, respectivamente. O percentual
de exames compativeis com Lesao intraepitelial de alto
grau em relacdo ao total de exames satisfatérios foi de
0,31%, 0,21%, 0,26% e 0,27% em GV, MG, regido sudeste
e Brasil, respectivamente, sendo significativamente mais
alto em GV em relagdo as demais esferas.
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Foram encontrados 17.060 (0,7%), 6.399 (0,5%),
1.493 (0,6%) e 70 (0,8%) casos de carcinoma escamoso
invasor, sem diferenca significativa apenas entre GV e o
total do pais, e 6.237 (0,3%), 4.574 (0,3%), 324 (0,1%) e
seis (0,07%) casos de adenocarcinoma invasor, sem dife-
renca significativa apenas entre GV e MG, (nacional, regidao
sudeste, estadual e municipal respectivamente), afetando
principalmente mulheres acima de 64 anos nas esferas na-

cional, regional e estadual e entre 60 a 64 anos em GV
(Tabelas 1 e 2). Quando incluidas as les6es pré-neoplasicas,
o percentual de exames alterados foi maior na faixa etaria
de 12 a 14 anos naregido sudeste, MGe GVede 15a19
anos no Brasil (Tabela 2). Entretanto, no total, o nimero mais
alto de exames foi realizado por mulheres na faixa etéaria
de 30 a 34 anos em GV, MG e regiao sudeste e de 25 a 29
anos quando consideramos todo o pais (Tabela 2).

Tabela 2 - Quantidade de exames realizados, total de exames alterados e de neoplasias malignas, por faixa etaria, no

periodo de janeiro de 2006 a dezembro de 2014

Quantidade de exames realizados GV (%/n)

MG (%/n) Sudeste (%/n) Brasil (%/n)

Até 11 anos 0,02 (73)

12 a 14 anos 0,19 (627)

15 a 19 anos 4,73 (15517)

20 a 24 anos 10,22 (33567)

25a 29 anos 12,43 (40789)

30 a 34 anos 12,91 (42363)

35a 39 anos 12,27 (40269)

40 a 44 anos 11,62 (38147)

45 a 49 anos 10,46 (34309)

50 a 54 anos 8,63 (28319)

55 a 59 anos 6,67 (21891)

60 a 64 anos 4,41 (14463)

Acima de 64 anos 5,43 (17805)
Total de exames alterados GV (%/n)

Até 11 anos 2,74 (2)

12 a 14 anos 5,90 (37)

15a 19 anos 4,82 (748)

20 a 24 anos 3,59 (1204)

25a 29 anos 3,11 (1269)

30 a 34 anos 3,02 (1278)

35a 39 anos 2,66 (1070)

40 a 44 anos 2,43 (926)

45 a 49 anos 2,39 (820)

50 a 54 anos 1,78 (505)

55 a 59 anos 1,70 (373)

60 a 64 anos 1,58 (228)

Acima de 64 anos 2,17 (386)
Total de neoplasias malignas GV (%/n)

Até 11 anos 0,000 (0)

12 a 14 anos 0,000 (0)

15a 19 anos 0,013 (2)

20 a 24 anos 0,000 (0)

25 a 29 anos 0,007 (3)

30 a 34 anos 0,014 (6)

35 a 39 anos 0,010 (4)

40 a 44 anos 0,024 (9)

45 a 49 anos 0,006 (2)

50 a 54 anos 0,039 (11)

55 a 59 anos 0,028 (6)

60 a 64 anos 0,069 (10)

Acima de 64 anos 0,000 (0)

0,07 (7337)*
0,22 (23319) *
4,97 (531524)*
10,11 (1080934)*
12,29 (1314040)*
12,55 (1342246)*
11,86 (1268826)*
11,69 (1250570)
10,86 (1161042)*
9,20 (984299)*
6,85 (729963)*
4,38 (468132)
4,97 (531451)*

0,08 (32610)*
0,34 (132102)*
5,82 (2278162)*
10,33 (4046153)*
11,83 (4632462)*
11,88 (4652961)*
11,15 (4364766)*
10,40 (4073409)*
10,33 (4045687)*
8,93 (3497906)
6,75 (2645078)
5,12 (2003696)*
6,47 (2534989)"

0,11 (94346)*
0,38 (330522)*
6,05 (5216192)*
11,13 (9591809)*
12,81 (11037591)*
12,59 (10849771)*
11,58 (9984179)*
11,0 (9484863)*
9,95 (8577475)*
8,26 (7139336)*
6,17 (5318218)*
4,46 (3840938)
5,47 (4718155)

MG (%/n) Sudeste (%/n) Brasil (%/n)
2,29 (168) 2,46 (802) 1,63 (1540)
4,68 (1091) 5,75 (7602) 4,00 (13235)*

4,37 (23235)*
3,23 (34927)*
2,66 (34943)*
2,33 (31296)*
2,09 (26637)*
1,91 (23918)*
1,78 (20645)*
1,51 (14832)*
1,40 (10192)*
1,38 (6419)*

1,73 (9187)*

5,72 (130398)*
4,47 (180984)*
3,82 (176830)*
3,40 (158096)*
3,12 (136132)*
3,09 (125882)*
2,77 (102019)
2,36 (82615)*
2,07 (54655)*
2,64 (52903)*
3,16 (80190)*

4,31 (225031)*
3,43 (328746)*
3,04 (335659)
2,80 (303793)*
2,61 (260952)
2,51 (238108)
2,41 (206989)
2,13 (151861)*
1,94 (103442)*
2,32 (89255)*
2,79 (131755)*

MG (%/n) Sudeste (%/n) Brasil (%/n)
0,014 (1) 0,037 (12) 0,021 (20)
0,004 (1) 0,014 (19) 0,007 (23)
0,0009 (5) 0,015 (337) 0,008 (428)
0,001 (16) 0,013 (509)* 0,007 (687)
0,004 (51) 0,013 (595)* 0,009 (990)
0,006 (83) 0,016 (729) 0,014 (1478)
0,010 (131) 0,018 (794) 0,017 (1669)
0,013 (158) 0,023 (929) 0,022 (2104)
0,015 (171) 0,025 (1021)* 0,027 (2319)*
0,021 (212)* 0,029 (1025) 0,034 (2429)
0,028 (206) 0,039 (1028) 0,046 (2472)
0,049 (231) 0,058 (1156) 0,065 (2507)

0,104 (551)*

0,111 (2819)*

0,131 (6171)*

GV: Governador Valadares; MG: Minas Gerais; * p < 0,05 em relagdo a Governador Valadares;
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As taxas de incidéncia de cancer do colo do Utero
foram: 27,03; 28,02; 16,99 e 23,16 casos por 100 mil mu-
Iheres no pais, regido sudeste, MG e GV, respectivamente.
O municipio de GV apresentou uma taxa significativamen-
te mais alta apenas quando comparado com dados de MG.

Apesar de uma grande quantidade de mulheres ter
realizado exame prévio ha um periodo maior ou igual a qua-

tro anos, a maioria delas, nas quatro esferas, realizou exa-
me prévio ha um ano, inclusive aquelas com exames alte-
rados, os quais tiveram um tempo de realizagdo maior que
sessenta dias em 8,4%, 6,9% e 2,1% dos casos (Brasil,
Sudeste, Minas Gerais e Governador Valadares, respecti-
vamente), sendo esta taxa significativamente menor em GV.
(Tabela 3)

Tabela 3 - Exames colpocitolégicos com alteragdes, que tiveram tempo de realizagdo maior que 60 dias, no periodo de

janeiro de 2006 a dezembro de 2014

Alteracoes GV (%/n)
Exames alterados (total) 2,14 (189)
Carcinoma escamoso invasor 4,28 (3)
HSIL 3,60 (37)
HSIL MI 2,27 (2)
Adenocarcinoma invasor 0 (0)
Adenocarcinoma "in situ" 12,90 (4)

MG (%/n)
6,94 (16489)*
5,83 (87)
8,18 (1862)*
8,20 (181)
8,33 (27)
8,81 (45)

Sudeste (%/n) Brasil (%/n)
8,90 (115.658)* 8,36 (199783)*
6,20 (397) 5,71 (974)
9,14 (9242)* 8,40 (19097)*
9,17 (842) 8,25 (1790)
3,10 (142) 4,26 (266)
9,97 (172) 8,08 (334)

GV: Governador Valadares; MG: Minas Gerais; * p < 0,05 em relagdo a Governador Valadares;

DISCUSSAO

A adequabilidade da amostra esta, em grande par-
te, relacionada ao desempenho dos profissionais em re-
alizar a coleta. Portanto, é de suma importancia identifi-
car as principais causas relacionadas com as amostras
insatisfatorias, a fim de corrigir as falhas evidenciadas e,
consequentemente, aumentar o nUmero de laminas satis-
fatérias e a sensibilidade do exame.”” Em nosso estudo,
1,1% (Brasil), 0,8% (Sudeste), 0,7% (MG) e 0,4% (GV)
dos exames foram considerados insatisfatérios para ava-
liagdo oncética e o dessecamento da amostra foi o prin-
cipal motivo. Entretanto, estes nUmeros podem ser me-
Ihorados por meio do treinamento dos profissionais res-
ponsaveis pela coleta. Sabe-se que a preservacao da
qualidade das amostras esta diretamente relacionada
com a fixacdo adequada do esfregaco na lamina. Esta
deve serrealizada imediatamente ap6s a coleta de forma
a preservar as estruturas celulares e conservar os deta-
Ihes, evitando distor¢des, o aparecimento de artefatos e
a perda da afinidade tintorial.®) As amostras podem ser
fixadas com o alcool absoluto, ou alcool a 96%, por um
tempo minimo de 15 minutos ou um fixador de cobertura,
como Carbowax, que, ao secar, promove o aparecimento
de um fino filme protetor. Vale ressaltar que cada passo
para uma perfeita fixagdo minimiza quase que 90% das
chances de dessecamento.® Em estudo realizado por
Galvao et al., 0,92% dos resultados foram considerados
insatisfatérios para avaliagéo oncética, sendo a presen-
¢a de material acelular ou hipocelular (em menos de 10%
dos esfregacos) o principal motivo, seguido pelo desse-
camento de mais de 75% dos esfregacgos na lamina. No
trabalho de Amaral et al.,® 2,3% dos esfregagos mostra-
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ram-se insatisfatérios para avaliacdo oncotica, sendo a
maioria por dessecamento, seguido por piécitos em mais
de 75% dos esfregacos. O nimero de exames insatis-
fatérios encontrados em GV foi menor que o encontrado
nestes trabalhos e significativamente menor que aqueles
encontrados nas esferas nacional, regional e estadual, o
que sugere que o profissional coletor nesta cidade faz uma
coleta adequada.

As alteragdes celulares benignas séo caracterizadas
pela presenca de alteragdes celulares epiteliais, ocasio-
nadas pela acédo de agentes fisicos, os quais podem ser
radioativos, mecanicos ou térmicos; quimicos, como me-
dicamentos abrasivos ou causticos, quimioterapicos e aci-
dez vaginal sobre o epitélio glandular, além dos agentes
infecciosos.® Em nosso estudo, a inflamacao foi a altera-
¢do celular benigna mais frequente nas quatro esferas,
assim como observado no trabalho de Silva et al.,('® onde
a inflamacéo esteve presente em 86,3% dos esfregacos,
sendo também a principal alteragéo celular benigna. En-
tretanto, as taxas de alteracdes celulares benignas reati-
vas ou reparativas em GV foram significativamente me-
nores, o que pode ser justificado por uma taxa de exames
com resultados dentro da normalidade significativamente
mais alta quando comparada com as demais esferas.
Contudo, é importante que o laboratério monitore continu-
amente seus resultados, avaliando tanto o desempenho
global quanto individual de seus profissionais. Se houver
uma porcentagem alta ou baixa inexplicavel de um resul-
tado especifico, a avaliagédo de desempenho e a incluséo
do profissional em um programa de educacéo continuada
sdo obrigatérias.®

A composig¢do da microbiota do trato genital femini-
no nao é estatica, varia ciclicamente e de mulher para
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mulher, em resposta a fatores intrinsecos, como ciclo mens-
trual, alteracées hormonais, patologias e fatores extrin-
secos, como uso de contraceptivos, antimicrobianos, ativi-
dade sexual ou traumatismo."™ Em nosso estudo, a micro-
biota mais frequente nas quatro esferas foi representada
por lactobacilos (bacilos de Déderlein), com taxa significa-
tivamente mais alta em GV (59,36%). Os lactobacilos sédo
0s micro-organismos mais comuns da microbiota do trato
genital feminino na mulher em idade reprodutiva e séo im-
portantes para a manutencéo do equilibrio do ecossistema
vaginal. Sua presenca inibe a proliferacao de outros micro-
organismos patogénicos devido ao fato de produzirem aci-
do latico a partir da degradacao do glicogénio presente
nas células intermediarias do epitélio escamoso, o que
mantém o pH vaginal mais baixo e impede a ocorréncia de
diversas infec¢des. Entretanto, o aumento excessivo desta
microbiota lactobacilar pode levar a citélise intensa de cé-
lulas epiteliais escamosas, processo denominado vaginose
citolitica, o qual resulta em intensa lise celular com corri-
mento abundante, sem cheiro, e em esfregaco constituido
predominantemente por nicleos desnudados, fragmentos
de citoplasma e elevado nimero de lactobacilos, o que,
por muitas vezes, torna o esfregaco insatisfatério para ava-
liagdo oncética, sendo necessaria nova coleta.!""'? No tra-
balho de Neves et al.'? foram analisados 11.732 exames
citopatolégicos do colo uterino e, na avaliagdo microbio-
I6gica, os lactobacilos foram os micro-organismos mais fre-
quentes, sendo encontrados em 56,5% dos esfregacos. Ja
no trabalho de Silva et al.,("® os micro-organismos mais fre-
quentes no colo uterino foram os bacilos (52,8%), os cocos
(45,5%) e os Lactobacillus sp. (32,6%). No trabalho de
Sousa et al.,("¥ apés anadlise de 45.110 esfregacos, obser-
vou-se um predominio de cocos (60,7%), lactobacilos
(27,4%) e bacilos (6,5%), entre outros micro-organismos.
Em nosso estudo, ap6s os lactobacilos, os cocos foram os
micro-organismos mais frequentes nos esfregacos, segui-
dos por Gardnerella sp./ Mobiluncus sp., 0s quais s@o os
principais agentes da vaginose bacteriana, distarbio do
ecossistema vaginal de etiologia polimicrobiana, com pre-
dominio de anaer6bios e que se apresenta clinicamente
com corrimento bolhoso, banco-acinzentado, com odor de
peixe."

A vaginose bacteriana, a candidiase e a tricomoniase
representam cerca de 90% das desordens de origem in-
fecciosa do trato genital uterino e sdo consideradas fato-
res de risco para aquisi¢cao de outras infeccdes, entre elas,
o virus da imunodeficiéncia humana — HIV.("® Em nosso es-
tudo, nao foi possivel avaliar a taxa de esfregacos com
Candida sp. em GV, pois o Siscolo né@o disponibilizou este
dado, entretanto foi o quinto micro-organismo mais encon-
trado nas demais esferas. Ja o protozoario Trichomonas
vaginalis esteve presente em menos de 1% dos esfregacgos
em GV, nimero significativamente menor que o encontra-
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do nas demais esferas. No trabalho de Barcelos et al.("®
foram encontradas taxas de 21,3%, 9,3% e 2,0% para vagi-
nose bacteriana, Candida sp. e Trichomonas vaginalis,
respectivamente.

O rastreamento do cancer do colo do Utero baseia-se
na histéria natural da doenga e no reconhecimento de que
ela evolui a partir de lesdes precursoras, as quais podem
ser detectadas e tratadas adequadamente, impedindo a
progressao para o cancer.®) Em nosso estudo, consideran-
do apenas os exames satisfatorios, apresentaram-se alte-
rados, nas esferas nacional, regional, estadual e munici-
pal, 2.390.373 (2,8%), 1.299.110 (3,3%), 237.490 (2,2%) e
8.846 (2,7%) exames, respectivamente, sendo que, de acor-
do como o manual de gestdo da qualidade para laborato-
rio de citopatologia,® valores abaixo de 2,0% s&o consi-
derados muito baixos, de 2,0% e 2,9% sao considerados
baixos, de 3,0% a 10,0% séo considerados dentro do es-
perado e acima de 10,0% s&o considerados acima do es-
perado. Em paises onde o rastreamento foi bem-sucedido
na diminuicdo das taxas de incidéncia e mortalidade por
cancer do colo do uUtero, como Estados Unidos e Reino
Unido, o percentual de positividade foi de 6,8%"" e 6,4%,(®)
respectivamente. A baixa positividade pode indicar que
amostras alteradas nao estao sendo identificadas pelo la-
boratoério, acarretando exames falso-negativos, sendo ne-
cessario avaliar e intensificar o monitoramento interno de
qualidade.®

As principais alteragdes encontradas nas esferas
nacional, regional, estadual e municipal foram, respectiva-
mente: ASC-US, LSIL e HSIL, conforme a Tabela 1. No tra-
balho de Sousa et al.,("® realizado em Teresina-PlI, as prin-
cipais alteragdes foram ASC-US (59, 4%), LSIL (18,8%) e
ASC-H (13,6%). Ja no estudo de Aradjo et al.,("® realizado
em Goiania-GO, as principais alteragées foram LSIL
(33,6%), ASC-US (30,8%) e HSIL (19,6%).

O termo ASC (células escamosas atipicas) é empre-
gado para indicar a presenca de células escamosas com
anormalidades que nao preenchem os critérios habitual-
mente encontrados nos processos reativos, pré-neopla-
sicos ou neoplasicos e incluiASC-US e ASC-H.?9 Em nos-
so estudo, 1,4%, 1,1%, 1,9% e 1,5% dos exames satisfa-
torios, realizados respectivamente nas esferas municipal,
estadual, regional e nacional, foram classificados como
ASC. Espera-se que, no maximo, 4% a 5% de todos os
exames sejam classificados como ASC, pois percentuais
elevados sugerem problemas na amostra, no escrutinio
ou em ambos, muitas vezes apontando a necessidade de
treinamento junto aos profissionais do laboratério.® Além
disso, o aumento desse indice representa 6nus para a mu-
Iher e para a rede assistencial, pois acarreta a necessi-
dade de repeticdo do exame para melhor investigacao
diagnéstica ou o encaminhamento desnecessario a col-
poscopia das mulheres com resultado de ASC-H.® Com
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relacdo ao percentual de ASC em relagdo aos exames
alterados, recomenda-se que seja inferior a 60%.® Em
nosso trabalho, as taxas encontradas foram de 52,3%,
49,3%, 56,6% e 52,7% em GV, MG, regido sudeste e Bra-
sil, respectivamente. A razdo ASC/Lesao intraepitelial
escamosa, incluindo lesdes intraepiteliais escamosas de
baixo e alto grau ndo deve ser superior a 3. Em nosso
estudo, encontramos 1,2;1,1; 1,5 e 1,3, respectivamente,
para as esferas municipal, estadual, regional e nacional.
Laboratérios com razdo ASC/Leséao intraepitelial esca-
mosa muito alta necessitam determinar a causa desse
resultado, sendo necessario rever critérios citolégicos tan-
to de ASC quanto de SIL.®

As lesdOes intraepiteliais escamosas de alto grau
(HSIL) representam as lesdes verdadeiramente precurso-
ras do cancer do colo do Utero, ou seja, aquelas que apre-
sentam, efetivamente, potencial para progressao, tornan-
do sua deteccdo o objetivo primordial do exame preventivo
do cancer do colo do Utero.® Segundo o manual de gestao
da qualidade para laboratério de citopatologia, do Instituto
Nacional do Cancer, em trabalhos realizados nos Estados
Unidos, o percentual de HSIL foi de 0,5%, no Reino Unido
foi de 1,2% e na Noruega de 1,1%.® Em nosso estudo fo-
ram encontrados percentuais de 0,31%, 0,21%, 0,26% e
0,27% em GV, MG, regido sudeste e Brasil, respectivamen-
te. Este indicador mede a capacidade de deteccéo de le-
sbes precursoras. No Brasil, esse percentual encontra-se
abaixo do encontrado em paises onde o rastreamento foi
bem-sucedido na diminuicdo das taxas de incidéncia e
mortalidade por cancer do colo do utero, e o Ministério da
Saude estabeleceu o valor > 0,4% como sendo um valor
de referéncia, visto que alguns laboratérios publicos consi-
derados referéncia de qualidade para exames citopatolo-
gicos apresentaram percentuais de HSIL/total de exames
satisfatorios, em 2013, entre 0,4% e 1,4%.®

Os diagnésticos citopatolégicos de carcinoma esca-
moso invasor e adenocarcinoma invasor séo infrequentes,
segundo as diretrizes brasileiras para o rastreamento do
cancer do colo do ttero,® ocorrendo em 0,5% e em menos
de 0,3% dos exames alterados, respectivamente. Em nos-
so estudo foram encontrados 17.060 (0,7%), 6.399 (0,5%),
1.493 (0,6%) e 70 (0,8%) casos de carcinoma escamoso
invasor e 6.237 (0,3%), 4.574 (0,3%), 324 (0,1%) e 6
(0,07%) casos de adenocarcinoma invasor nas esferas
nacional, regional, estadual e municipal respectivamente,
afetando principalmente mulheres acima de 64 anos nas
trés primeiras esferas e entre 60 a 64 anos em GV. No tra-
balho de Guarisi et al.,?") as leses malignas foram detec-
tadas com maior frequéncia nas faixas etarias de 35 a 49
anos e 50 anos ou mais. Quando incluidas as lesdes pré-
neoplasicas, o percentual de exames alterados foi maior
na faixa etaria de 12 a 14 anos na regido sudeste, MG e
GV, e de 15 a 19 anos no Brasil, o que pode ser explicado
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pelo inicio da atividade sexual precoce e pelo uso de
contraceptivos orais, aumentando a exposi¢do ao risco de
infeccdo por HPV. Além disso, um percentual menor de
mulheres realiza o exame colpocitolégico nestas faixas de
idade mais jovens, uma vez que a recomendacéao do Mi-
nistério da Saude é que os exames sejam realizados em
mulheres assintomaticas na faixa etaria de 25 a 64 anos, o
que pode justificar um aumento nas taxas de lesdes pré-
malignas encontradas naquelas faixas etarias.” No traba-
Iho de Guarisi et al.,?" 69% dos diagnésticos de LSIL fo-
ram feitos em mulheres de até 35 anos de idade.

No Brasil, segundo a Estimativa de Incidéncia de
Cancer publicada pelo INCA para o biénio 2018-2019,%? a
taxa de incidéncia de cancer do colo do utero é de 15,43/
100 mil mulheres. Entretanto, estas taxas variam de acor-
do com as regides do pais, sendo de 25,62/100 mil na re-
gidao norte, 20,47/100 mil no Nordeste, 18,32/100 mil no
Centro-oeste, 14,07/100 mil no Sul e 9,97/100 mil no Su-
deste. Em MG, a taxa foi de 8,37/100 mil mulheres.®® Em
nosso estudo, no periodo avaliado, as taxas foram de 27,03,
28,02, 16,99 e 23,16 casos por 100 mil mulheres no pais,
regidao sudeste, MG e GV, respectivamente. Pode-se ob-
servar que as taxas publicadas pelo INCA na estimativa para
o biénio 2018-2019%? mostraram redugéo na incidéncia de
cancer quando comparadas com as taxas encontradas
durante o periodo avaliado em nosso estudo, o que pode
ser atribuido a implantagcéo e implementacéo de progra-
mas de prevencao e controle efetivos.®?

Segundo as diretrizes brasileiras para o rastreamento
do cancer do colo do utero, o exame deve ser realizado
anualmente em mulheres com idade entre 25 e 64 anos a
partir do inicio da atividade sexual, entretanto, apés dois
resultados consecutivos negativos, o exame deve ser reali-
zado a cada trés anos.” Em nosso estudo, uma grande
quantidade de mulheres realizou exame prévio em um peri-
odo maior ou igual a quatro anos, entretanto, a maioria de-
las, nas quatro esferas, realizou exame prévio ha um ano,
inclusive aquelas com exames alterados. No trabalho de
Andrade et al.,® em entrevista realizada com mulheres de
25 a 59 anos de Feira de Santana-BA, 71,2% referiram ter
feito o ultimo exame ha um ano ou menos do periodo da
entrevista.

O tempo de liberagdo do resultado é um importante
componente de qualidade do exame citopatolégico do colo
do utero, sendo recomendado no maximo trinta dias para
liberacdo, ndo havendo sentido de urgéncia para os resul-
tados por se tratar de um exame de rastreamento.® Em
nosso estudo, conforme mostra a Tabela 3, um percentual
significativo dos exames alterados teve tempo de realiza-
¢do maior que sessenta dias, sendo que em GV esse
percentual foi significativamente menor que nas demais
esferas. A demora em qualquer parte da linha de cuidado
leva a insatisfagdo a mulher, comprometendo o seguimen-
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Analise comparativa dos resultados de exames colpocitolégicos realizados em Governador Valadares-MG

com aqueles realizados no pais, regido sudeste e Minas Gerais

to e a qualidade das ag¢des. O atraso na liberagéo de um
resultado deve ser um imprevisto pontual e ndo um aborre-
cimento cotidiano e habitual.®

CONCLUSAO

Os exames realizados em Governador Valadares
mostram algumas diferencas significativas em relacédo as
outras esferas. Periodicamente, é importante treinar o pro-
fissional coletor a fim de diminuir as taxas de exames
insatisfatorios para avaliagcdo oncética, principalmente no
que diz respeito a fixacdo do material na lamina, mesmo
sendo observado que esse profissional trabalha de forma
adequada, e implementar uma politica de monitoramento
interno da qualidade com o objetivo de aumentar a sensi-
bilidade do exame, além de maiores investimentos na edu-
cacao continuada do profissional que faz a leitura das la-
minas. E preciso investir também em trabalhos que pro-
movam a orientagéo as mulheres quanto as praticas de
prevencéo e controle do cancer do colo do Utero e das
infeccdes sexualmente transmissiveis, principalmente as
mais jovens.

Abstract

Objective: Cervical cancer is one of the leading causes of cancer
death in women and can be prevented by the early detection of precur-
sorlesions by cytological techniques. The objective of this study was
to compare the results of colpocytological exams performed at national,
regional and state level with those obtained at Governador Valadares
(GV). Methods: Information was obtained on colpocytological exams
performed in the four spheres, from January / 2006 to December /
2014, from the Cervical Cancer Information System - Siscolo. Results:
The rate of altered exams was 2.8%, 3.3%, 2.2% and 2.7% [Brazil,
Southeast, Minas Gerais (MG) and GV, respectively]. This rate was
significantly higherin GV when compared to MG and significantly lower
than that in the Southeast and Brazil. The main injuries in all spheres
were: atypical squamous cells of undetermined significance, possibly
non-neoplastic, low grade squamous intraepithelial lesion and high grade
squamous intraepithelial lesion. The incidence rates of cervical cancer
were: 27.03; 28.02; 16.99 and 23.16 cases per 100,000 inhabitants in
the country, southeast region, MG and GV, respectively. GV showed a
significantly higher rate only when compared with MG data. Conclusion:
Concluding, the exams carried out in GV show some significant
differences in relation to the other spheres. It is necessary to implement
an internal quality monitoring policy to improve the quality of the exam,
besides greater investment in the continuing education of the
professional who does the scrutiny of the blades.
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Cervix; vaginal smear; nheoplasms
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INTRODUCAO

Resumo

Objetivo: Realizar uma analise histopatolégica e molecular em bidpsia de pele entre as
lesdes de dermatites de pacientes com suspeita de Leishmaniose Tegumentar Americana
(LTA) no hospital de referéncia do estado de Pernambuco entre o periodo de 2016 e 2017.
Métodos: Trata-se de um estudo descritivo observacional, no qual todos os pacientes
com lesdes clinicamente sugestivas para LTA incluidos no estudo foram submetidos a
coleta de bidpsia de pele das lesdes, as quais foram analisadas pela técnica histopatolégica
e PCR (Reac¢éo em Cadeia de Polimerase). Resultados: Foram analisadas 24 amostras
de bidpsia de pele de pacientes com suspeita clinica de LTA, por testes histopatolégicos
e confirmagéo pela PCR. As amostras foram caracterizadas pela busca do DNA de
Leishmania braziliensis através da PCR. Das 24 amostras estudadas, em nenhuma foi
encontrado DNA de L. braziliensis. Apenas em um caso foi detectada presenca de
amastigotas de Leishmania pela técnica histopatoldgica. Outros achados microscépicos
observados foram: dermatite granulomatosa (33,33%), ulcera crénica (20,83%), carcino-
ma basocelular (16,66%), Leishmaniose, dermatite plasmocitaria e inflamagao
granulomatosa (8,33%) e Hanseniase (4,16%). Conclusao: O diagndstico histopatolégico
detectou um caso de LTA, porém, a PCR nédo encontrou DNA do parasito. A analise
histopatolégica mostrou que as lesdes dermatotrépicas dos pacientes séo oriundas prin-
cipalmente de Ulceras, tumores de pele e hanseniase.

Palavras-chave
Leishmaniose cutanea; Leishmania braziliensis; PCR

braziliensise, e L. (Leishmania) mexicana.® A LTA apre-
senta-se em quatro continentes — Américas, Europa, Asia

Leishmanioses sdo zoonoses causadas pelo proto-
zoario da familia Trypanosomatidae do género Leishmania,
o qual possui varias formas clinicas diferentes, dependentes
da espécie. Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é
uma doenca parasitéaria, cronica, infecciosa e ndo contagi-
osa, " negligenciada com risco mundial de aproximadamen-
te 350 milhdes de individuos e uma incidéncia de dois mi-
Ihdées de novos casos por ano no mundo.

No Brasil, a LTA encontra-se presente em todos os
estados da federacgéo, onde 34% dos municipios pernam-
bucanos sdo endémicos para a doenga.® Nas Américas, a
LTA é causada principalmente por Leishmania (Viannia)

e Africa, totalizando 88 paises, com um registro anual de 1
milhdo a 1,5 milhdes de casos. A prevaléncia real da LTA
nas Américas é dificil de ser mensurada, principalmente por
ser uma doencga subdiagnosticada, com a ocorréncia de
diagnésticos incorretos, afecgcédo ndo aparente, variacdes
de resposta do hospedeiro e multiplicacdo de agentes
etiologicos envolvidos. Adistribuigcdo da LTAem todo o ter-
ritério brasileiro é resultado de diferentes condigdes eco-
l6gicas ou geograficas que favorecem de alguma forma a
ocorréncia dessa doencga.®

No Brasil, a LTA é endémica em todas as regides e
foram registrados no pais, no periodo de 1998 a 2008,
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aproximadamente 282 mil casos.® No periodo de 1995 a
2014, verificou-se uma média anual de 25.763 casos no-
vos registrados e coeficiente de detecgdo médio de 14,7
casos/100 mil habitantes.®

O diagnéstico da LTA, desde a Antiguidade, é um gran-
de desafio para equipes de saude, pois abrange aspectos
epidemiolégicos clinicos e laboratoriais, imunolégicos e
parasitolégicos.” O diagnéstico da LTA é rotineiramente ba-
seado em evidéncias clinicas, epidemiologicas, parasito-
lé6gicas e imunolégicas. No exame histopatol6gico direto
deve-se realizar a aspiracédo ou escarificagdo da borda in-
terna da ulcera, e, em forma de esfregaco, colocar a amos-
tra sobre uma lamina, fixando com metanol a 70% e logo
em seguida corado com solucdo de Wright ou Giemsa
leishman.®

O exame histopatol6gico direto pode ser confirmado
por meio da presenca de formas amastigotas no interior do
citoplasma de macrofagos na derme e também pelo estudo
imunohistoquimico ou por Reacgdo de Polimerase em Ca-
deia (PCR). Nos exames indiretos pode ser confirmado atra-
vés da reacao sorologica de imunofluorescéncia indireta
(RIFI), reacdo intradérmica de Montenegro e ensaio imuno-
enzimatico (ELISA).® O método mais utilizado para fins de
pesquisa para diagnosticar a LTA é o método molecular de
PCR por apresentar alta sensibilidade e especificidade, po-
rém, no diagnéstico de rotina, € menos utilizado pela equi-
pe de saude por ser dispendioso e necessitar de profissio-
nais habilitados.?”

Um estudo realizado por Vasconcelos et al,®® no muni-
cipio de Vicéncia, em Pernambuco, evidenciou que o diag-
néstico da LTA foi confirmado através do método clinico e
epidemiolégico, correspondendo a 207 casos (95,4%), e
apenas dez casos (4,6%) foram confirmados com exames
laboratoriais apropriados para diagnosticar a LTA. Verifi-
cou que 59,4% eram do sexo masculino e possuiam idade
menor de 12 anos.®

Esse trabalho teve como objetivo a analise histo-
patolégica e molecular em biépsia de pele entre as les6es
de dermatites de pacientes com suspeita de Leishmaniose
Tegumentar Americana (LTA) no hospital de referéncia do
estado de Pernambuco entre o periodo de 2016 e 2017.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo descritivo observacional, rea-
lizado no setor de dermatologia do Hospital das Clinicas
da Universidade Federal de Pernambuco HC/UFPE, Bra-
sil, com o objetivo de descrever as caracteristicas histo-
patolégicas e deteccdo molecular de LTA em biépsias de
pele de pacientes de um hospital de referéncia de
Pernambuco, Brasil. Pacientes com suspeita de LTA fo-
ram atendidos na Dermatologia HC/UFPE. Este estudo foi
realizado no periodo de janeiro de 2016 a dezembro de
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2017. Todos os pacientes incluidos no estudo eram adul-
tos e aceitaram participar do estudo por meio da assinatu-
ra no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido de for-
ma voluntaria. Os pacientes foram biopsiados e o diag-
nostico histopatolégico e molecular de LTA foi realizado.

As amostras de biopsia foram coletadas de 24 paci-
entes, e seus dados clinicos epidemiol6gicos foram cole-
tados através de prontuarios e amostras de bioépsias de
pele das lesées com suspeita de infec¢do por Leishmania
registrados pelo setor de Dermatologia do HC/UFPE. As
biépsias foram processadas e analisadas histopatologica-
mente no Laboratério do Servico de Dermatologia do Hos-
pital das Clinicas da UFPE e molecularmente no Labora-
toério de Doencas Transmissiveis do Departamento de
Parasitologia do IAM, Fiocruz.

Coleta de Biopsia da pele

Todas as lesdes cutaneas foram biopsiadas a partir
da borda da lesdo de cada paciente e armazenadas em
tubos cheios de formalina hermeticamente fechados. As
biépsias cutaneas foram retiradas por profissionais habili-
tados do setor de Dermatologia, com tamanho de 5 mm,
através de punch e mantidas em blocos de parafina, onde
uma parte foi cortada e corada por hematoxilina-eosina (HE)
e Giemsa, e outra parte foi colocada em microtubos
Eppendorf de 1,5 mL, acondicionadas em recipiente refri-
gerado e em seguida levadas ao IAM, Fiocruz, PE, ao De-
partamento de Parasitologia no Laboratério de Doencas
Transmissiveis (LDT) para andlise molecular.®

Teste histopatologico

Cortes histopatolégicos dos pacientes foram para-
finizados em blocos feitos na espessura de 5 um, proces-
sados e corados pela coloragdo de hematoxilina-eosina.®
A quantificagdo microscoépica dos patégenos e a andlise
das caracteristicas histopatolégicas das doencas foi dada
por meio da contagem de dez campos aleatérios no aumento
de 40x e 100x,® com o objetivo de avaliar o grau histolégico
e a presencga de granulos metacromaticos.

Outros corantes também foram utilizados para identi-
ficar elementos teciduais especificos nos casos em que a
suspeita de Leishmaniose foi descartada pelas provas histo-
patolégica e molecular. Os corantes usados para corar os
cortes das lesdes dos pacientes quando descartada a pos-
sibilidade de Leishmaniose foram Ziel Nilsen (ZN), acido
periédico de Schiff (PAS), Sirius red (SR) e formalina.

Teste molecular

Extracdo de DNA em material de biépsia parafinada.
Amostras de bidpsia de pele parafinada foram extraidas
com kit de extragdo da Promega ReliaPrep ™ Total Nucleic
Acid Purification Kit, (Promega, Brasil), seguindo as reco-
mendacdes do fabricante com algumas adaptacgdes.
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O material de biépsia de pele parafinado de cada pa-
ciente do hospital das clinicas foi submetido a extragcéo de
DNA seguindo os seguintes passos: as laminas parafinadas
com cortes de bidpsia foram aquecidas em bloco de aque-
cimento para o derretimento da parafina, em seguida o
material de biépsia foi removido cuidadosamente para um
tubo Eppendorf no qual foram adicionados 200 yL de tam-
pao de lise e 20 pyL de proteinase K (Cell Lusis Buffer -
CLD), agitando-se brevemente em um vortex por dez se-
gundos e, em seguida, incubados a 55°C por trés horas.
Apoés esse tempo foram adicionados 250 pL de Binding
Buffer (BBA) e agitados no vortex por dez segundos. O con-
teudo do tubo foi transferido para uma coluna do kit
RealiaPrep™ Binding Column e centrifugados por um minu-
to a 14.000 rpm. Removendo o sobrenadante do tubo de
coleta e colocando a coluna em um novo tubo, adicionaram-
se 500 pL de tampéo de lavagem (Column \Wash Solution -
CWD) na coluna e centrifugaram-se por trés minutos a
14.000 rpm, repetindo esse ultimo passo trés vezes. Em
seguida, a coluna foi transferida para um tubo de Eppendorf
1,5 mL. Adicionaram-se 50 yL-100 L de agua purificada
(Nuclease-free Water) na coluna e centrifugaram-se por um
minuto a 14.000 rpm. Descartou-se o ReliaPrep™ Binding
Column e guardou-se o eluido a -20°C ou -80°C até o
processamento.

Amplificacdo de DNA - PCR

APCR foirealizada com o kit da Qiagen TopTaq Master
Mix Kit de acordo com o fabricante. A amplificacdo do DNA
daregido espacgador interno transcrito 1 (ITS-1) foi realizada
com os primers LITSR 5-CTGGATCATTTCCGATG-3' e
L5.8S 5-TGATACCACTTATCGCCACTT-3". As condigbes de
ciclagem foram uma desnaturacao inicial de 95°C por trés
minutos e desnaturagao de 95°C por quarenta segundos; o
anelamento foi de 53°C a 45 segundos, extensédo 72°C de
um minuto e a extensao final foi de 72°C por seis minutos.
Um controle positivo foi usado com cepa de Leishmania
brasiliensis e, para o controle negativo, foram usados ape-
nas os reagentes da PCR e agua, sem adigdo do DNA.

O produto da amplificagdo foi submetido a eletro-
forese em gel de agarose a 2% e visualizado em espectro-
fotdmetro e digitalizado através do soffware L.PIX Loccus
Biothecnology (Thermofisher - USA), usando-se um marca-
dor de peso molecular de 100 bp (Invitrogen). Os dados dos
pacientes foram armazenados e analisados no banco de
dados de Excel versdo 2010, com os respectivos resulta-
dos para a comparacédo dos resultados imunolégico e
molecular.

Comité de Etica

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pes-
quisas envolvendo Seres Humanos (CEP/CCS/UFPE):
CAAE numero 51426415.0.0000.5208
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RESULTADOS

As lesdes cutaneas de 24 pacientes com suspeita de
LTA foram analisadas por métodos histopatologico e
molecular. Dos pacientes estudados, 58,33% eram do sexo
masculino e 41,66% do sexo feminino. A faixa etaria pre-
dominante foi de 33 a 78 anos, com média de 50,2 anos.

Do total de amostras de pacientes com suspeita clini-
ca para Leishmaniose, uma foi positiva pelo método histo-
patolégico, evidenciando dermatite granulomatosa sem
necrose com infiltrado inflamatério na derme profunda e
fibrose cicatricial de Ulcera crénica ativa (Figura 1). Porém,
nenhuma das amostras estudadas apresentou o DNA
Leishmania braziliensis pela técnica de PCR. Todas as
amostras tiveram resultados negativos (Figura 2). Os dados
obtidos na analise molecular foram correlacionados com o
laudo histopatolégico realizado nos referidos pacientes.

Figura 2. Amostra com resultado negativo.
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As caracteristicas histopatolégicas predominantes
observadas nas lesdées de LTA causadas por L. (V.)
braziliensis foram; intensa reacgao inflamatéria na derme
com combinacéo de padrdes de apresentacgéo linfo-histio-
citaria, linfoplasmocitaria e granulomatosa e presenca de
Ulceras, acantose, exocitose e espongiose na epiderme
(Tabela 1).

Alguns métodos de coloragdo ndo conseguiram evi-
denciar componentes teciduais pela técnica histolégica
usada no estudo.

Os cortes das lesdes foram caracterizados micros-
copicamente com base nas alteragdes histol6gicas encon-
tradas na epiderme e na derme. Foram avaliadas a inten-
sidade e a distribuigdo das reagdes inflamatérias na derme,

Tabela 1 - Resultados da andlise histopatoldgica e molecular dos pacientes estudados do HC-PE em 2016 e 2017 (Parte 1)

Data da Regiao Diagnéstico Diagnéstico Teste ITS-1
0
N*ID coleta Sexo ldade biopsiada clinico histopatologico realizados PCR
1 09/03/2016 M 40 Face Cbc ulcerado | Carcinoma basocelular Formalina Negativo
Ulcera traumatica | nodular ulcerado.
Leishmaniose tegumentar Margens cirurgicas livres
Leishmaniose | paracoco |
cec nasal
2 09/03/2016 M 38 Septo Leishmaniose | paracoco | Dermatite granulomatosa com HE/SR Negativo
nasal cec nasal plasmécitos. Recomenda-se
correlacionar com outros métodos
de pesquisas microbiolégicas
3 06/05/2016 M 39 M. Lateral Pioderma gangrenoso | Ulcera crénica ativa associada HE Negativo

esquerdo Leishmaniose tegumentar |
Insuficiéncia vascular |

cmu

12/07/201 M - Pele Leishmaniose tegumentar

19/07/2016 M 78  Antebraco Cbc ulcerado | cec |
direito Pioderma gangrenoso |

Leishmaniose |
tb cutanea

6 27/07/2016 F 38 Coxa

7 08/08/2016 F 4 Mid
cmu

8 20/09/2016 M 70

9 30/09/2016 M 42  Antebraco Leishmaniose |

direito esporotricose

10 24/10/2016 F 36 Perna Esporotricose |
direita Leishmaniose |

micobacteriose atipica |

tb cutanea

11 26/10/2016 F 90 Dorso

Ulcera
12 07/11/2016 M 71 Dorso Cec | Ulcera
superior
13 07/11/2016 M 81  Antebrago Leishmaniose |
direito esporotricose

14 03/05/2017 F 50 Coxa
direita mucosa

Leishmaniose cutanea |
direita Sifilis terciaria | sk

Vasculite leucocitoclastica |

Térax ant. Leishmaniose tegumentar |
cec | cbc ulcerado

Cbc ulcerado | cec |
Pioderma gangrenoso |

Leishmaniose cutanea

a proliferagdo de tecido de
granulagcdo. O quadro sugere
leséo de origem vascular

Leishmaniose cutédnea GIEMSA/HE/SR Negativo

Ulcera crénica com sinais de GIEMSA/HE
hemorragia antiga. Aus. de
neoplasia no material enviado.
Amostra com artefatos limitam
avaliagdo. Recomenda-se
nova bidpsia
Dermatite plasmocitaria superficial GIEMSA/HE/SR Negativo
e profunda associada a dano
vascular. Favorece sifilis

Negativo

Ulcera crénica sem sinais de GIEMSA/HE
especificidade
Carcinoma basocelular com
componente esclerodermiforme,

acomete até o subcutaneo

Negativo

Negativo

Inflamagao granulomatosa
supurativa associada a hiperplasia
pseudoepiteliomatosa. Favorece a

infecgéo fungica (micose
profunda ¢/ pas - negativo)

PAS (-) Negativo

Ulcera crénica ativa necrosante.  ZN(-)/PAS/HE/
O processo se estende até o tec. SR
celular subcutaneo, auséncia de
processo granulomatoso
baar negativo

Carcinoma basocelular

Negativo

HE/SR Negativo

Carcinoma basocelular ulcerado. HE/SR
Margem profunda e uma das

laterais comprometidas

Negativo

Dermatite granulomatosa ulcerada HE/PAS/SR
com estruturas intracelulares com

caracteristicas de /leishmania sp.

Negativo

Dermatite granulomatosa
supurativa com hiperplasia
peseudoepiteliomatosa

Negativo

N° ID - Identificagdo dos pacientes. HE - hematoxilina-Eosina. PAS - Acido Periédico de Schiff. ZN - Ziehl neelsen e SR- Sirius red.
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Tabela 1 - Resultados da andlise histopatolégica e molecular dos pacientes estudados do HC-PE em 2016 e 2017 (Parte 2)

Data da Regiao Diagnéstico Diagnéstico Teste ITS-1
o
N*ID coleta Sexo ldade biopsiada clinico histopatolégico realizados PCR
15 26/06/2017 M 48 Bracgo e. Cromomicose | Inflamagéo granulomatosa pupurativa PAS Negativo
esporotricose | assoc. a pseudoepiteliomatosa,
Leishmaniose | tb verrucosa vistos mo no pas
16 23/08/2017 M 55 Perna e.  Leishmaniose tegumentar Ulcera inespecifica sobre Negativo
fibrose cicatricial
17 25/08/2017 F 55 Antebrago Esporotricose | Dermatite granulomatosa supurativa. PAS Negativo
direito Leishmaniose O quadro favorece infecgéo flngica.
pesquisa p/ mo pela coloragéo de
pas negativa
18 15/09/2017 F 46 Bracgo e. Esporotricose | Dermatite granulomatosa PAS(-) Negativo
Leishmaniose | tb cutanea | supurativa. O quadro favorece
micobacteriose at. infecgéo fungica. Pesquisa de mo
pela coloragéo de pas negativo
19 15/09/2017 M 35 Perna e. Esporotricose | Dermatite granulomatosa. ZN(-)/ PAS(-)  Negativo
Leishmaniose | ectina Pesquisa de mo pelas coloragdes
gangrenoso de ZN e pas foram negativas
20 22/09/2017 F 43 3°QDDE Esporotricose | Dermatite granulomatosa supurativa. PAS(-) Negativo
Leishmaniose O quadro favorece infecgéo flungica.
Pesquisa de mo pela coloragao de
pas negativo
21 20/10/2017 F 44  Antebrago Esporotricose | Dermatite granulomatosa supurativa. Negativo
direito leishmaniose O quadro pode corresponder a
infecgéo fungica
22 20/10/2017 F 33 Dorso mao Esporotricose | Dermatite granulomatosa supurativa. Negativo
direita Leishmaniose O quadro pode corresponder a
infeccédo fungica
23 27/10/2017 M - Perna E. Leishmaniose | Hanseniase multibacilar em reagéo ZN Negativo
esporotricose tipo Il. ZN mostra inimeros bacilos
24 15/12/2017 M 33 Perna E. Leishmaniose Dermatite granulomatosa ulcerada. HE/SR Negativo

O quadro pode estar associado ao
da Leishmaniose. Nao foram vistos
microrganismos recomenda-se
relacionar com outros métodos

N° ID - Identificagdo dos pacientes. HE - hematoxilina-Eosina. PAS - Acido Periddico de Schiff. ZN - ziehl neelsen e SR- Sirius red.

a presenca de diferentes tipos celulares presentes no
infiltrado, a formacéao de granuloma e a carga parasitaria,
entre outros aspectos morfolégicos.

Foram evidenciados nos testes histopatoldgicos os
seguintes achados: Dermatite granulomatosa 33,33%, ul-
cera cronica 20,83%, carcinoma basocelular 16,66%,
Leishmaniose, Dermatite plasmocitaria e Inflamacéo granu-
lomatosa, 8,33% e Hanseniase 4,16%.

DISCUSSAO

No presente estudo, dos 24 participantes com hip6-
tese diagnéstica de LTA, 58,3% eram do sexo masculino
e 41,6% do sexo feminino, corroborando com um estudo
que teve predominancia do sexo masculino.® A predomi-
nancia do género masculino pode estar relacionada com
atividades em locais de risco, como agricultura, pecua-
ria, acampamentos e garimpo,®'® enquanto que as mu-
Iheres estdo, em geral, menos expostas a regides agrico-
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las e, na maior parte das vezes, ocupando ambientes do-
miciliares.("

A LTAno Brasil vem causando uma incidéncia signifi-
cativa, especialmente nas areas rurais. Isso ocorre por va-
rios fatores como moradias préximas as bordas de flores-
tas, ou até mesmo no seu interior. Asua gravidade aumen-
ta devido muitas vezes a incapacidade diagnéstica, a falta
de capacitagdo dos profissionais de salde e ao acesso
ao cuidado nas areas rurais.!"®

Nesta pesquisa, constatou-se que a predominancia
da faixa etéaria estudada foi entre 33 a 78 anos, com me-
diana de idade de 76 anos, e a média de idade foi de
50,2 anos. Esses resultados diferem de outras pesqui-
sas, nas quais foi verificada uma predominancia entre as
idades de 24 a 39 anos pelo pesquisador Rocha et al. ("%
e de 20 a 59 anos por Batista et al.(""

Em relacdo a PCR realizada em lesdes de 24 paci-
entes com suspeita diagnéstica de LTA, evidenciou-se que
24 amostras tiveram seus resultados negativos para LTA,
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e com o método histopatolégico apenas uma amostra teve
resultado positivo, assemelhando-se com o estudo de Tirelli
et al.,"™no Hospital Universitario, Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto da Universidade de Séao Paulo (FMRP-
USP), onde 437 pacientes atendidos entre 1980 e 2013
com suspeita de LTA participaram da pesquisa. Oitenta e
seis (19,7%) casos com hipotese clinica inicial de LTA apre-
sentaram um diagnéstico final diferente, revelando les6es
cutdneas e mucosas. Foram solicitadas amostras de 58
(67,4%) casos para serem analisadas através do PCR, mas
todas as amostras solicitadas foram negativas, ndo se iden-
tificando Leishmania nesses pacientes.(?

Essa controversa entre hip6tese diagnoéstica e o di-
agnostico final de LTA deve-se ao fato de que se trata de
uma doencga que apresenta lesdes na pele e mucosa, po-
dendo ser confundida com varios diagnésticos de doen-
¢as, apresentando sinais e sintomas semelhantes, especi-
almente doencgas infecciosas e granulomatosas inflamato-
rias, bem como canceres de pele ndo melanomas.('?

Foram evidenciados nos testes histopatolégicos
Dermatite granulomatosa 33,33%, Ulcera crénica 20,83%,
carcinoma basocelular 16,66%, Leishmaniose, Dermatite
plasmocitéria e Inflamagéo granulomatosa 8,33% e Hanse-
niase 4,16%. Algumas dessas evidéncias estdo presen-
tes no estudo realizado por Tirelli e Roselino,™ o qual
evidenciou processos inflamatoérios inespecificos nasais
(27%), etiologia neoplasica com 20% e, principalmente,
carcinoma basocelular e espinocelular. Etiologia variada
com 15%, incluindo Ulceras.("? Outro estudo realizado por
Morgado et al.!"® evidenciou que a Hanseniase pode apre-
sentar lesdes mucosas nos pacientes com a forma clinica
multibacilar da doenga.(™®

Acredita-se que os numeros de casos notificados ndo
traduzam a realidade de ocorréncias de LTA, pois muitos
pacientes demoram a procurar o sistema de salde, sendo
dificil o diagnéstico por parte do proprio sistema. Mesmo
com essas falhas é evidente o aumento de casos novos e
a sua intensidade ao acometer o homem.®

CONCLUSAO

Leishmaniose Tegumentar Americana é uma doen-
¢a que acomete o tecido do individuo. Diante disso, ela
pode ser facilmente confundida com outras lesdes de pele,
especialmente doencgas granulomatosas, inflamatoérias e
infecciosas, bem como tumores de pele. Portanto, vale
salientar a importancia de se diagnosticar criteriosamente
cada lesao de pele, principalmente em areas de risco para
LTA, como no Nordeste do Brasil.

Apenas um caso foi positivo pelo diagnéstico histo-
patolégico para LTA. Porém, a PCR n&o detectou DNA
do parasito. Esse resultado divergente pode ter ocorrido
devido areacao cruzada pelo método histopatologico. No
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entanto, a PCR é capaz de confirmar o diagnéstico de
Leishmaniose Tegumentar com alto grau de sensibilida-
de e especificidade nos casos em que a histopatologia é
compativel com o diagnéstico de Leishmaniose cutanea,
nao devendo ser excluido o exame histopatologico para o
desfecho do diagnéstico.
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Abstract

Objective: Accomplish a histopathological and molecular analysis in
skin biopsy between the dermatitis lesions of patients with suspected
American Cutaneous Leishmaniasis (ATL) at the Hospital of Reference
of the State of Pernambuco between the period of 2016 and 2017.
Methods: This is a descriptive, observational study in which all patients
with clinically suggestive lesions for ATL included in the study were
submitted to skin biopsy of the lesions and analyzed by the
histopathological technique and PCR (Polymerase Chain Reaction).
Results: Were analyzed 24 skin biopsy samples from patients with
clinical suspicion of ATL, by histopathological tests and confirmation
by PCR. Samples were characterized by the search of Leishmania
braziliensis DNA through PCR. Of the 24 samples studied, no DNA of
L. braziliensis was found. Only in one case was detected presence of
Leishmania amastigotes by histopathological technique. Other
microscopic findings were granulomatous dermatitis (33.33%), chronic
ulcer (20.83%), basal cell carcinoma (16.66%), Leishmaniasis,
plasmacytoma dermatitis and granulomatous inflammation (8.33%) and
leprosy, 16%). Conclusion: The histopathological diagnosis detected
a case of ATL, however, the PCR did not find DNA of the parasite. The
histopathological analysis showed that the dermatotropic lesions of
the patients come mainly from ulcers, skin tumors and leprosy.
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Leishmaniasis Cutaneous; Leishmania braziliensis; PCR

REFERENCIAS

1. Furusawa GP, Magno E, Borges F. Histéria da Medicina - colabora-
¢éao para o conhecimento do histérico da leishmaniose tegumentar
americana no Brasil: possiveis casos entre escravos na Vila de
Vassouras-RJ, nos anos 1820 a1880. Rev Patol Trop, v. 43, n. 1,
p. 7-25,2014.

2. Aradjo ARD. Fatores de risco associados a leishmaniose tegumentar
americana em area endémica do estado de Pernambuco, 2014.
Dissertagédo de Mestrado. [acesso em 19 de jun 2018] Disponivel
em https://repositorio.ufpe.br/handle/123456789/11467.

3. De Dominicis CN, Ferreira FR, de Oliveira Rabay FM, Mandelbaum
SH. Leishmaniose Tegumentar Americana: Uma Doenga Polimorfa.
Rev. Sociedade Portuguesa de Dermatologia e Venereologia,
2018;76(2):177-180. Acessivel em; https://revista.spdv.com.pt/
index.php/spdv/article/view/838.

4. Negrao GN,Ferreira MEMC. Consideragdes sobre a leishmaniose
tegumentar americana e sua expansao no territério brasileiro. Rev.
Percurso, 2014,6(1):147-168.

5. Leatte EP, Braga LDS, Rocha TN, Ciupa L, Skraba CM, Silveira
TGV, Silva RCR. Aspectos epidemiolégicos e laboratoriais da
leishmaniose tegumentar americana em uma regido endémica do
sul do brasil. Revista Uninga Review, 2014;19(1). Disponivel em:
<http://revista.uninga.br/index.php/uningareviews/article/view/1529.

RBAC. 2019;51(4):315-21



Leishmaniose Tegumentar Americana: uma analise histopatolégica e molecular em

lesdes de dermatites no estado de Pernambuco, Brasil

10.

1.

. Brasil. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude.

Departamento de Vigilancia das Doengas Transmissiveis. Manual
de vigilancia da leishmaniose tegumentar. Ministério da Saude,
2017.

. Garbin CAS, de Melo Belila N, Precinoti IB, Miyada S, Garbin AJi,

Martins RJ. Abordagem multiprofissional no diagnéstico de
leishmaniose: um relato de caso. Archives of Health Investigation.
2017,6(8):359-362 . DOI: http://dx.doi.org/10.21270/archi.v6i8.2090.

. Vasconcelos PP, Rocha FJS, De Araujo NJ. Ocorréncia e compor-

tamento sociodemografico de pacientes com leishmaniose
tegumentar americana em Vicéncia, Pernambuco, no periodo de
2007 a 2014. Semina: Ciéncias Biolégicas e da Saude, 2017; 38
(1):105-114. DOI: 10.5433/1679-0367.2017v38n1p105.

. Gontijo B, Carvalho MLR. Leishmaniose tegumentar americana.

Rev. Soc. Bras. Med. Trop. [Internet]. 2003 Jan;36(1):71-80. Aces-
sivel em: http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid
=50037-86822003000100011&Ing=en&nrm=iso.

Rocha TJM, Barbosa ACA, Santana EPC, Calheiros CML. Aspec-
tos epidemiolégicos de casos humanos confirmados de
leishmaniosis tegumentaria americana en el Estado de Alagoas,
Brasil. Rev Pan-Amaz Saude v.6 n.4 Ananindeua dez. 2015
[Internet]. 2015 Dez [citado 2018 Jun 20];6(4):49-54. Disponivel
em:< http://scielo.iec.gov.br/scielo.php?script= sci_arttext& pid=
S$2176-62232015000400007&Ing=pt.

Batista FMA, Machado FFOA, Silva JMO, Mittmann J, Barja PR,
Simioni AR. Leishmaniose: perfil epidemiolégico dos casos notifi-
cados no estado do Piaui entre 2007 e 2011. Revista Univap.
2014;20(35):44-55. DOI: http://dx.doi.org/10.18066/revunivap.
v20i35.180.

12. Tirelli F, Vernal S, Roselino AM. Final diagnosis of 86 cases included

13.

in differential diagnosis of American tegumentary leishmaniasis in
a Brazilian sample: a retrospective cross-sectional study. An. Bras.
Dermatol. [online], 2017;92(5):642-648. Acessivel em: http://
dx.doi.org/10.1590/abd1806-4841.20175794.

Morgado de Abreu MA, Roselino AM, Enokihara M, Nonogaki S,
Prestes-Carneiro LE, Weckx LL, et al. Mycobacterium leprae is
identified in the oral mucosa from paucibacillary and multibacillary
leprosy patients. Clin Microbiol Infect. 2014 Jan;20(1):59-64. doi:
10.1111/1469-0691.12190.

Correspondéncia

Maria Auzenir de Anastacio e Silva

Av. Prof. Moraes Rego, 1235 - Cidade Universitaria
50670-901 - Recife-PE, Brasil

RBAC. 2019;51(4):315-21

321



Artigo Original/Original Article

Prevaléncia de bactérias Gram-positivas em infeccao do trato

urinario

Prevalence of Gram-positive bacterias in urinary tract infection

Barbara Gomes de Castro’
Lourrany Sousa Pinto?
Renata Carneiro Ferreira Souto?

Resumo

Objetivo: Identificar a prevaléncia de bactérias patogénicas Gram-positivas causadoras de
ITU, analisando a faixa etaria e o género mais acometido. Métodos: Este estudo analisou
24.529 prontuarios de pacientes ambulatoriais, realizado no Laboratério Clinico da Pontificia
Universidade Catélica do Goias (LC/PUC Goias), no periodo de janeiro de 2011 a dezembro
de 2017. Foram incluidos neste estudo pacientes de ambos os géneros e de todas as
idades. Os dados foram coletados a partir do livro de registros de amostras especificas para
a segdo de microbiologia e selecionados os resultados de cultura positivos para bactérias
Gram-positivas. Resultados: Das 24.529 uroculturas analisadas, 21,2% (804) apresenta-
ram diagnoéstico positivo para ITU por bactérias Gram-positivas. Dentre estas, 85,0% eram
do género feminino, sendo que os estafilococos coagulase negativa foram os agentes
patogénicos de maior prevaléncia (57,8%). Conclusao: A infecgéo do trato urinario foi mais
frequente em mulheres na faixa etaria de 19 a 40 anos, apresentando os estafilococos
coagulase negativa os principais uropatdégenos associados a infecgdo, seguidos do
Staphylococcus aureus. A identificagcdo de bactérias Gram-positivas tem se mostrado de
extrema importancia, principalmente para o tratamento correto dos pacientes.

Palavras-chave

Sistema urinario; Staphylococcus; Infecgdes bacterianas

INTRODUGAO

Ainfeccéo do trato urinario (ITU) constitui umas das
patologias bacterianas mais frequentes, ficando atras so-
mente daquelas que acometem o trato respiratério." AITU
é responsavel por 80% das consultas na clinica médica,
sendo conceituada como a invasdo e multiplicacdo de
micro-organismos no tecido de qualquer estrutura do trato
urinario, desde a uretra até os rins.? Quando néo diagnos-
ticada e tratada corretamente, na maioria das vezes o paté-
geno pode ascender da uretra para a bexiga, pelve renal,
ureteres, rins ou até mesmo acometer a préstata e epidi-
dimo.®

Por via ascendente, a infeccéo é particularmente im-
portante para o género feminino, sendo os sitios mais co-
muns de acometimento a uretra e a bexiga. Isto ocorre prin-
cipalmente por fatores anatdmicos, como a menor exten-
sdo da uretra e maior proximidade entre vagina e anus. Ja
por via hematogénica, esta se mostra mais associada a
infecéo renal ocasionada principalmente, pela presenca de
cocos Gram-positivos.®

A incidéncia de ITU é maior em meninas em idade
pré-escolar e em mulheres sexualmente ativas, nas quais
esse indice se eleva principalmente durante a gestacéao,
pois ha um comprometimento imunolégico favorecendo a
infeccdo.® Ja emrelagédo ao género masculino pode ocor-
rer uma frequéncia em torno de 75% durante o primeiro
ano de vida.® Em idoso do sexo masculino ocorre cerca
de 10% de incidéncia de ITU, devido a algumas condi-
¢bes predisponentes como uropatias obstrutivas da proés-
tata.®

A maioria das ITU é ocasionada pela colonizacédo de
bacilos Gram-negativos pertencentes a familia Entero-
bacteriaceae, principalmente por Escherichia coli, que per-
tence a microbiota do intestino grosso e prepucio. Por essa
razao, as bactérias se deslocam e colonizam primeiramente
a genitalia externa e regido periureteral.(" A E. coli é o prin-
cipal micro-organismo associado a ITU, sendo responsa-
vel por cerca de 70% a 80% dos casos assintomaticos e
sintomaticos. Além desse agente, outras bactérias podem
estar associadas a ITU, como Klebsiella pneumoniae,
Enterococcus faecalis, Pseudomonas sp., Enterobacter
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sp., Proteus sp., Streptococcus sp. e Staphylococcus
aureus, sendo que estes também apresentam significancia
relevante para esta patologia.®

Dentre as bactérias Gram-positivas, aquelas da fa-
milia Micrococcaceae, principalmente os cocos, sdo paté-
genos isolados com maior frequéncia em amostras biol6-
gicas humanas. As infec¢c6es causadas por este grupo
bacteriano podem ocorrer a partir de multiplicagao local ou
sistémica, sendo que alguns micro-organismos apresen-
tam multiplicagdo em sitio localizado, exercendo acgdes
patogénicas por producgédo de exotoxinas e enzimas.® O prin-
cipal género pertencente a esta familia, o Staphylococcus, é
constituido por 33 espécies, sendo que 17 delas podem ser
isoladas de amostras biolégicas humanas. Segundo a ca-
pacidade de producdo da enzima coagulase, estes sao
classificados em dois grupos: coagulase positiva, cujo agen-
te de grande importancia é o S. aureus, e o grupo dos nédo
produtores, como o S. saprophyticus, o S. epidermidis, o
S. haemolyticus e o S. lugdunensis, denominados estafilo-
cocos coagulase negativa.”

Estas bactérias pertencentes a familia citada nao
apresentavam caracteristicas patogénicas até pouco tem-
po atras. No entanto, ao longo dos anos, tem se observa-
do uma maior incidéncia destes micro-organismos como
importantes agentes patogénicos associados a doencas
adquiridas em comunidades ou mesmo em ambientes
nosocomiais, principalmente em infec¢des do trato urinario,
osteomielite, endocardite e bacteremia.®

Ja o género Streptococcus, pertencente a familia
Streptococcaceae, sdo cocos Gram-positivos, dispostos
em cadeia, anaer6bios facultativos, produtores de acido
latico e oxidase negativa. Como método auxiliar de identi-
ficagdo pode ser empregada a prova da catalase, sendo
este um nédo produtor da enzima. A auséncia da producao
de catalase € uma importante forma de diferenciar este
género do Staphylococcus ja que o mesmo se mostra
catalase positivo.©

Um dos principais representantes dos estreptococos,
o S. agalactiae, € um agente considerado beta-hemolitico
gue apresenta como caracteristica a colonizacao do reto e
da vagina.® Este micro-organismo pode estar associado,
em gestantes que apresentem a colonizagéo por ele, a
ocorréncia de parto prematuro ou mesmo o6bito, por liberar
prostaglandinas, que antecipam o nascimento.® Sua in-
cidéncia é observada também em idosos e individuos
imunocomprometidos associada a alguma irregularidade
no trato urinério.® Sua forma assintomatica tem demostrado
o indice de 5% a 35% em mulheres gravidas, chegando
até a 70% em individuos que apresentam ser um portador
intermitente.®

Além destes agentes Gram-positivos, ainda se des-
tacam os Enterococcus, que sdo cocos que tendem a se
desenvolver aos pares ou em cadeias curtas, sendo
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anaerobios facultativos, porém, podem tolerar uma diversi-
dade de condi¢cées ambientais por apresentarem a carac-
teristica de crescer em temperatura de 10°C a 45°C, de se
desenvolver em cloreto de s6dio a 6,5% e em pH 9,6, além
da capacidade de hidrolisar sais biliares de 40%. A maio-
ria das espécies é responsavel por infecgdes complicadas,
pois frequentemente estes agentes patogénicos séo en-
contrados em tecidos moles e feridas. De modo geral, tém
a capacidade de, a partir da corrente sanguinea, se disse-
minar atingindo os tratos geniturinario, gastrointestinal ou
respiratorio.®

Diante desse cenario, este estudo teve como objeti-
vo principal analisar a prevaléncia de infec¢des do trato
urinario e os principais patégenos Gram-positivos associ-
ados a esta patologia, tendo sido isolados e identificados
a partir de amostras dos pacientes ambulatoriais do Labo-
ratério Clinico da Pontificia Universidade Catélica de Goias,
no periodo de 2011 a 2017.

MATERIAL E METODOS

Este foi um estudo descritivo retrospectivo, realizado
a partir da analise dos dados de 24.529 prontuarios de
pacientes ambulatoriais para a pesquisa de ITU, tendo sido
realizado no Laboratério Clinico da Pontificia Universida-
de Catoélica do Goias (LC/PUC Goias), no periodo de ja-
neiro de 2011 a dezembro de 2017. Os dados foram cole-
tados a partir do livro de registros de amostras especificas
para a secao de microbiologia. Foram incluidos neste es-
tudo pacientes de ambos os géneros, sem delimitacéo de
idade, que apresentaram positividade para infecgéo do trato
urinario associada a presenca de micro-organismos iden-
tificados como Gram-positivos. Ja os prontuarios incom-
pletos foram excluidos da pesquisa. Os critérios adotados
como positividade para ITU nas amostras analisadas fo-
ram: crescimento de colénias de um mesmo tipo, com con-
tagem bacteriana maior que 10 UFC/mL de urina e cresci-
mento satisfatério em agar manitol em temperatura de 37°C,
por periodo de 18 a 24 horas.

As amostras utilizadas foram de primeira urina da
manha, segundo jato, coletadas pelos pacientes e armaze-
nadas em frasco estéril. O material foi encaminhado ao setor
de microbiologia onde foram semeadas por varredura em
agar CLED (cystine lactose eletrolyte deficient). Além dis-
so, foi realizada analise por fita reativa para detecgao de
leucécitos e nitrito. Aquelas amostras que apresentaram
contagem de coldnias acima de 100.000 UFC/mL e cujo
Gram evidenciou a presencga de cocos Gram-positivos fo-
ram semeadas em agar manitol e sangue para investiga-
céo das espécies envolvidas. Em seguida foram submeti-
das a identificacdo e a anadlise de susceptibilidade aos
antimicrobianos por metodologia automatizada utilizando-
se o painel PC 41 (AutoScan, Dade Behring).
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Analise de dados

Os dados obtidos a partir dos prontuarios foram ana-
lisados utilizando-se o programa Excel, Microsoft Office
versao 365®.

Comité de Etica

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Pontificia Universidade Catélica de Goias
(CEP/PUC Goias), sob o parecer 235.276, data da relatoria
em 20 de margo de 2013.

RESULTADOS

Foram analisados 24.529 prontuarios dos pacien-
tes atendidos no LC/PUC Goias que realizaram urocultura
no periodo entre 2011 e 2017. Destes, 3.796 (15,5%) ti-
veram diagnéstico positivo para ITU, sendo que 2.992
(78,8%) foram ocasionadas por bactérias Gram-negati-
vas e 804 (21,2%) por Gram-positivas. Em relacao a ida-
de, esta variou entre 1 e 105 anos, sendo a média de 37,3
anos. Além disso, foi observada uma maior prevaléncia
de ITU em mulheres, sendo que 684 (85%) foram positi-
vas. (Figura 1)

M FEMININO [ MASCULINO

Figura 1. Prevaléncia de infecgéo do trato urinario segundo o género
dos pacientes atendidos no LC/PUC Goias, no periodo de 2011 a 2017.

Considerando a distribuigéo dos casos positivos de
ITU por idade e género, foi observada uma maior preva-
Iéncia de infeccdo em mulheres (311/804; IC 95%: 35,3-
42.,1) na faixa etaria de 19 a 40 anos de idade. Ja em
homens foi verificado um maior indice de ITU naqueles
com idade acima de 60 anos (46/804; IC 95%:4,2-7,6).
No entanto, estas frequéncias foram semelhantes para
ambos os géneros entre individuos com idade entre 1 e 5
anos (25/804; IC 95%: 2,1-4,6 versus 19/804; IC 95%: 1,4-
3,7). (Figura 2)

A variacao da prevaléncia de ITU por bactérias Gram-
positivas mostrou-se variavel dentro do periodo determi-
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nado para o estudo, onde a menor frequéncia observada
foi de 5,1% (41/804) no ano de 2016 e a maior, de 27,9%
(224/804) no ano de 2013. (Figura 3)
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Figura 2. Distribuicdo dos casos de ITU associados a presenca de
cocos Gram-positivos, poridade e género dos pacientes atendidos no
LC/PUC Goias.
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Figura 3. Frequéncia de ITU ocasionadas por bactérias Gram-positivas
em amostras de urina de pacientes atendidos no LC/PUC Goids, no
periodo entre 2011 e 2017.

Em relag@o aos micro-organismos isolados e identi-
ficados como agentes patogénicos provenientes das amos-
tras analisadas, em 57,8% (IC 95%: 54,3 - 61,2) foi consta-
tada a presenca de bactérias pertencentes ao grupo esta-
filococos coagulase negativa, seguida do S. aureus em
21,5% (IC 95%:18,7-24,5) das amostras em estudo. Den-
tre este grupo de bactérias consideradas estafilococos
coagulase negativa foram identificados os seguintes
micro-organismos: S. saprophyticus, S. epidermidis, S.
haemolyticus e S. lugdunensis.

Segundo a distribuicdo das prevaléncias de bactéri-
as Gram-positivas ao longo do periodo estudado foi obser-
vada uma diminui¢do na frequéncia daquelas considera-
das ndo produtoras de coagulase, cuja variagcéo foi de
63,3% (IC 95%: 51,0-74,2) em 2011 para 41,1% (IC 95%:
27,8-55,7) em 2017. Ja em relagdo ao Enterococcus spp.,
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foi verificado um aumento no indice de deteccdo deste
agente bacteriano, onde 3,0% das ITU, em 2011, foram
associadas ao micro-organismo e, em 2017, esta taxa foi

de 15,8% (IC 95%: 7,4-29,1). Entretanto, para o Streptococcus
agalactiae, sua frequéncia mostrou pouca variagao. (Ta-
bela 1).

Tabela 1 - Prevaléncia de bactérias Gram-positivas associadas a ITU, considerando o periodo e ano de estudo em
relagédo ao género bacteriano, isoladas a partir de amostras urinarias dos pacientes atendidos no LC/PUC Goias

2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 Total
Género N N N N N N N N
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
ECN! 45 128 136 70 43 22 21 465
(63,3) (62,7) (60,7) (52,2) (54,4) (53,6) (41,1) (57,8)
S. aureus? 10 43 47 30 20 11 12 173
(14) (21) (20,9) (22,3) (25,3) (26,8) (23,5) (21,5)
Streptococcus spp. 3 8 3 4 1 1 0 20
4.2 (4.2) (1.5 (3.2) (1.5 (2,6) ©) 2.5
S. agalactiae® 11 14 16 9 9 4 10 73
(15,5) (6,8) (7,1) (6,7) (11,3) 9,7) (19,6) 9,1)
Enterococcus spp. 2 11 22 21 6 3 8 73
3) (5,3) (9,8) (15,6) (7,5) (7,3) (15,8) 9,1)
Total 71 204 224 134 79 41 51 804
(8,8) (25,4) (27,9) (16,7) (9,8) (5,1) (6,3) (100)

'ECN: Estafilococos coagulase negativo (Staphylococcus saprophyticus, S. epidermidis, S. haemolyticus e

S. lugdunensis); 2Staphylococcus; 3Streptococcus

DISCUSSAO

Ao analisarmos os dados dos pacientes diagnosti-
cados laboratorialmente com ITU por bactérias Gram-po-
sitivas foi verificado que 85,0% (IC 95%: 82,3-87,4) eram
mulheres. Em estudos realizados por Salton e Maciel
(2017),"%no estado do Rio Grande do Sul, e por Rodrigues
e Barroso,(" na unidade local de Salde de Guarda, em
Portugal, ambos verificaram também uma maior prevaléncia
de ITU em mulheres, com 87,0% (IC 95%: 74,9-94,3) e
84,0% (IC 95%: 78,0-86,6), respectivamente. Estes acha-
dos foram estatisticamente semelhantes, o que corrobora
com a maior frequéncia dessa infecgdo em mulheres, po-
dendo assim este indice elevado estar relacionado as ca-
racteristicas anatdmicas femininas, onde a uretra se apre-
senta mais curta que a masculina, além da proximidade
entre uretra e anus, favorecendo a migracao de bactérias
presentes no intestino."”? Em estudo realizado por Sato et
al.,("™ identificou-se maior prevaléncia de ITU no género fe-
minino, sendo que essa infeccdo se mostrou vinte vezes
mais frequentemente em mulheres em relagéo ao género
masculino. Além disso, mulheres na faixa etaria de maior
destaque podem apresentar vida sexual ativa, favorecen-
do a ocorréncia de ITU.("™®

No que diz respeito a distribuicdo de ITU por faixa
etaria, no presente trabalho foi observado que a maior
frequéncia de casos de infec¢do ocorreu em mulheres com
idade entre 19 e 40 anos, cuja taxa foi de 38,8% (IC 95%:
35,3-42,1), o que se assemelha ao estudo de Dias et al.,
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onde 27,8% (IC: 95%; 23,7- 32,2) das mulheres em idade
de 26 a 38 anos apresentaram positividade para ITU,™ o
gue condiz com a literatura, onde mulheres nessa faixa etaria
sdo mais propicias a desenvolver este tipo de infec¢do.®

Ja emrelagéo ao género masculino foi verificada uma
prevaléncia de 5,7% (IC 95%: 4,2-7,6) dos casos de infec-
¢do urinaria naqueles com idade acima de 60 anos. No
entanto, ao se analisarem os elementos constituintes des-
se grupo etario com o estudo de Costa et al., foi observado
um indice muito mais elevado (36,9%; IC 95%: 32,9-41,0)
do que o observado em nosso grupo. Esta maior frequéncia
de ITU em homens nessa faixa etaria é descrita na literatu-
ra,®sendo que esta aponta alguns fatores que predispéem
o homem, em particular aqueles com idade acima de 60
anos, a desenvolver este tipo de infeccdo. Essa suscepti-
bilidade se deve a ocorréncia de hipertrofia prostatica be-
nigna ou mesmo ao cancer de prostata.(™®

Quanto a prevaléncia de ITU em criangas, naquelas
com idade entre 1 e 5 anos, foi verificada uma taxa de 3,1%
(IC 95%: 2,0-4,6) para meninos e 2,3% (IC 95%: 1,4-3,7)
para meninas, sendo que estes indices foram estatistica-
mente semelhantes entre estes dois grupos. Esta mesma
caracteristica de semelhangca entre meninos e meninas
nesta faixa etaria também foi observada em Campina Gran-
de (PB),® com taxas de 8,3% (IC 95%: 3,7-16,9) e 7,9%
(IC 95%: 7,1-10,7), respectivamente. Ao longo da vida, os
indices de ITU sdo maiores em mulheres, no entanto, nesta
faixa etéaria as frequéncias podem se sobrepor, pois a ocor-
réncia de anomalias anatémicas e funcionais diagnos-
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ticadas em meninos até os 5 anos podem favorecer uma
maior possibilidade de desenvolvimento de ITU neste gé-
nero.™ Ja na faixa etaria seguinte (6 a 18 anos), este indice
se torna maior em meninas (12,9%; IC 95%: 10,7-15,5) do
que em meninos (0,9%; IC 95%: 0,3-1,8). Esta maior
prevaléncia em meninas, segundo a literatura, pode estar
associada principalmente a alteragdes hormonais, que fa-
voreceriam a colonizacéo vaginal por bactérias patogénicas,
migracdo para area periuretral e possivel ascendéncia via
trato urinario, podendo levar ao desenvolvimento de ITU.(1®

Dentre o periodo de estudo foi observada uma maior
frequéncia de ITU por bactérias Gram-positivas no ano de
2013, cuja taxa foi de 27,9% (224 amostras). No entanto,
este maior indice mostrou-se proporcional quando se com-
para a quantidade de entrada de exames e o indice de ITU
diagnosticada em todos os periodos. Em 2017, o indice de
entrada de exames e positividade para ITU foram os me-
nores indices observados, provavelmente associados a di-
minuigdo de demanda do préprio laboratério clinico.

Considerando os principais agentes patogénicos
identificados no presente estudo, a maior prevaléncia de
ITU foi observada no grupo de bactérias classificadas como
estafilococos coagulase negativa (57,8%; IC 95%: 54,3-
61,2). Este indice se mostrou estatisticamente semelhante
ao observado por Almada et al.? que realizaram estudo
em laboratério privado do municipio de Santa Inés (MA),
cuja taxa encontrada foi de 41,4% (IC 95%: 27,3- 57,0).
Dados da literatura apontam que os estafilococos coagulase
negativa sdo um grupo de patégenos virulentos e comple-
xos e que nas Ultimas décadas tém demonstrado um au-
mento da sua frequéncia. Acredita-se que esta elevagéo
nos indices esteja relacionada a capacidade destes micro-
organismos em formar biofilmes, produzir enzimas, toxinas
e outras exoenzimas."”

Ja o S. aureus foi o segundo patégeno mais preva-
lente (21,1%; IC 95%: 18,7-24,5) nos pacientes do estudo,
sendo que este indice foi estatisticamente semelhante ao
descrito por Salton e Marciel (21,0%; IC 95%: 12,8- 35,3).10
O encontro do S. aureus como um importante agente de
ITU pode estar associado com a facilidade desta bactéria
ser encontrada na pele, fossas nasais, colonizando regido
perineal e trato urinario, estando associada principalmen-
te a ocorréncia de ITU em imunocomprometidos.(®

A ocorréncia de ITU associada a proliferagao de bac-
térias Gram-positivas neste sitio apresenta grande impor-
tancia visto que estes agentes, principalmente do género
Staphylococcus, vém apresentando resisténcia as penici-
linas como ampicilina, amoxicilina e carbenicilina. Esta re-
sisténcia conduziu a criacdo de penicilinas semissin-
téticas que proporcionam a droga uma acgé@o mais eficaz,
principalmente contra a enzima betalactamase. Ao longo
dos anos, novos agentes bacterianos resistentes tém
surgido, demonstrando a capacidade de adaptacgéo a pres-
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sdo seletiva deste género bacteriano frente aos antibiéti-
cos, principalmente as penicilinas.'")

Quanto ao Enterococcus sp., foi evidenciada uma
frequéncia de 9,1% (IC: 7,2-11,3). De acordo com o traba-
Iho desenvolvido em 2005 por Poletto e Reis,® a partir de
amostras de pacientes ambulatoriais no Laboratério de
Andlise da Saude da Universidade Catolica de Goias (LAS/
UCG), em Goiania, no periodo de junho de 2002 a agosto
de 2003, obteve-se resultado de 2,5% (IC 95%: 0,4-9,8).
Os resultados obtidos nestes estudos concordam com a
literatura, demonstrando que os Enterococcus sp. sdo res-
ponsaveis por uma pequena quantidade de infecgdes
geniturinarias diagnosticadas na comunidade."”Houve uma
discrepancia em relacgédo ao estudo de Oliveira et al.,("® re-
alizado no Laboratério de Anélises Clinicas em Sete
Alagoas (MG), que evidenciou uma prevaléncia de 36,4%
(IC 95%: 31,1-42,0) para o género Enterococcus. Essa
prevaléncia, segundo os autores, estad associada a varia-
¢ao regional.

Ja em relacéo ao Strepfococcus agalactiae, foi ob-
servada uma variagao entre os indices no periodo de estu-
do (6,7% a 19,6%), porém a média de identificacéo foi de
9,1% (IC 95%: 7,2-11,3). J& em estudo realizado por
Siqueira,® a taxa foi de 14,3% (IC 95%: 11,5-17,6); no en-
tanto, este foi um dado obtido a partir de amostras de mu-
Iheres gestantes. E importante destacar que o presente tra-
balho identificou o S. agalactiae em pacientes de todas as
faixas etarias e em ambos os géneros, o que limita a asso-
ciacao entre nossos achados e aqueles descritos na litera-
tura, exclusivamente em gestantes. Este € um agente
patogénico que pode causar danos importantes tanto na
gestante quanto no recém-nascido. Na gestante pode aco-
meter o trato urinario, causando ITU, endometrite ou mes-
mo bacteremia. A disseminacé@o do S. agalactiae pode
comprometer a gravidez, podendo levar a ocorréncia do
parto prematuro, quadros de meningite, pneumonia ou mes-
mo morte. Cerca de 75% dos casos de infecgdo precoce
ocorrem comumente na primeira semana de vida, normal-
mente antes das primeiras 72 horas de nascimento. J4 em
infecgOes tardias pode aparecer entre a 12 e a 42 semanas
de vida.?" Contudo, a pesquisa de S. agalactiae é de suma
importancia, pois quando diagnosticado precocemente e
tratado corretamente ndo compromete a evolugéo gesta-
cional, evitando o aborto e morte fetal intrauterina.??

CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo mostrou que a ITU foi mais frequen-
te em mulheres com idade entre 19 a 40 anos, tendo sido
causada principalmente por agentes patogénicos do gru-
po denominado estafilococos coagulase negativa. Estes
dados se mostraram semelhantes aos descritos na litera-
tura, reforcando assim a necessidade do diagnéstico cor-
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reto do agente bacteriano Gram-positivo associado a ITU,
diminuindo, desta forma, a possibilidade do surgimento de
cepas resistentes aos antimicrobianos de escolha para o
tratamento desta infecgéo, que, em sua maioria, é causa-
da por bactérias Gram-negativas.

Abstract

Objective: To identify the prevalence of Gram-positive pathogenic
bacteria that cause UTI, analyzing the age group and the most affected
genus. Methods: A retrospective study was cartied out, in which 24,529
records of outpatients were analyzed, performed at the Clinical
Laboratory of the Pontifical Catholic University of Goias (LC/PUC Goias)
from January 2011 to December 2017. Both genders and of all ages.
Data were collected from the log book of samples specific to the
microbiology section and selected the culture results positive for Gram
positive bacteria. Results: Of the 24,529 urocultures analyzed,
21,2%(804) presented a positive diagnosis for UTI for Gram positive
bacteria. Of these, 85.0% were female, and coagulase negative
staphylococci were the most prevalent pathogens (57.8%). Conclusion:
Urinary tract infection was more frequent in women aged of 19-40 years,
with coagulase-negative Staphylococcus being the main uropathogens
associated with infection, followed by Staphylococcus aureus. The
identification of Gram-positive bacteria has been show to be extremely
important, especially for the correct treatment of patients.
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Urinary tract; Staphylococcus; bacterial infections
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INTRODUGAO

Resumo

Objetivo: Tendo em vista a possibilidade de variagao na incidéncia e prevaléncia das
dermatofitoses de uma regido geografica para outra, e seu potencial zoonético, o presente
trabalho teve como objetivo fornecer dados a respeito da frequéncia de dermatofitoses em
caes na cidade de Chapec6-SC. Métodos: Avaliaram-se resultados de exames micoldgico
direto e cultura fungica de caninos, emitidos por um laboratério particular de andlises clini-
cas veterinarias na cidade de Chapecé, Santa Catarina. Os dados foram coletados do siste-
ma Multvet e analisados por meio do software IBM SPSS 22.0 através do calculo de frequéncia.
Resultados: No periodo compreendido foram solicitados 108 exames para micolégico dire-
to e 223 para cultura fungica. Destes, 81 laudos de micolégico direto (75%) e 159 laudos de
cultura fungica (71%) atendiam aos critérios de incluséo, sendo a maioria dos resultados
pertencentes a fémeas com idade entre 1 e 8 anos, sem raga definida (SRD); além disso
verificou-se que ndo houve diferenca significativa entre as solicitagdes dos exames por esta-
¢éo do ano. A respeito da espécie de dermatéfito isolado na cultura fingica, corroborando
com demais estudos, o Microsporum canis foi o mais frequente. Conclusao: Visto que as
dermatofitoses sdo consideradas doengas com potencial zoonético, e sua epidemiologia é
conhecida por mudar ao longo do tempo, os resultados desta pesquisa mostraram que tanto
o papel do médico veterinario quanto o do patologista clinico sdo de suma importancia para
o progndstico favoravel do paciente.

Palavras-chave
Epidemiologia; animais domésticos; dermatomicoses

artroconidios e contaminar o ambiente e os objetos a sua
volta, sendo considerados agentes zoonéticos importantes,

A dermatofitose é uma infeccdo fungica de tecidos
queratinizados nos quais os dermatéfitos degradam a
queratina presente nos pelos, pele e unhas por acdo das
queratinases.!” Suas espécies estao distribuidas nos gé-
neros Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton, po-
dendo ser categorizados de acordo com seu habitat em:
antropofilicos, zoofilicos e geofilicos." Sua prevaléncia é
maior em regides tropicais e subtropicais, pois a tempera-
tura e aumidade presentes nestes locais favorecem o seu
desenvolvimento."

Dentre as espécies citadas, cédes e gatos funcionam
como reservatorios de Microsporum spp. e Trichophyton
spp., visto que um animal infectado é capaz de espalhar

tendo em vista o seu contato mais estreito com os seres
humanos.?3

Estima-se que entre 20% e 75% de todos os animais
examinados na pratica clinica veterinaria apresentem en-
fermidades do sistema tegumentar. Devido a sua alta pre-
valéncia, a dermatofitose provoca sintomas como prurido,
lesdes e odores desagradaveis nos caes, sendo o princi-
pal motivo pelos quais muitos proprietarios buscam auxilio
veterinario.?

Sabendo que cerca de 15% de todos os quadros cli-
nicos de dermatofitoses humanas possuem origem zoon6-
tica, o diagnéstico laboratorial é extremamente importan-
te, e é realizado a partir do isolamento do fungo em meios

'Biomédica. Celer Faculdades. Biomédica em um Laboratério de Anélises Clinicas Veterindrias — Xaxim-SC, Brasil.
2Mestre em Farmécia pela Fundagéo Regional de Blumenau (FURB) — Blumenau-SC, Brasil.
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como agar Mycosel ou agar DTM (Dermatophyte Test
Medium), meios de cultura que possuem em sua composi-
¢ao nutrientes necessarios para o desenvolvimento do or-
ganismo, além de antibiéticos como cloranfenicol, ciclo-
heximida, gentamicina e clortetraciclina, os quais dificul-
tam o desenvolvimento de bactérias e fungos saprofitos.®

A identificagéo é feita pelas caracteristicas da col6-
nia, a pigmentacédo do verso e reverso, e, na morfologia
microscopica, com a verificacdo dos macroconidios e
microconidios.®

As caracteristicas macroscopicas que permitem
identificar o Microsporum canis séo: crescimento de seis
a dez dias, aspecto da colénia plana, aveludada, de colo-
racado branca com discreto relevo umbilicado e radiado,
reverso com coloragdo amarelo-liméo, que, ao difundir-
se pelo meio, pode tornar-se com coloragéo castanha.”
Ja o Microsporum gypseum possui crescimento rapido,
entre trés a cinco dias, aspecto da col6nia plana, com bor-
das irregulares e extremamente granular, semelhante a
areia de praia, a pigmentacao do verso é amarelo-casta-
nho e a do reverso é laranja a marrom.®” O Trichophyton
mentagrophytes possui coldnias planas, de coloragéao cre-
me, com superficie pulverulenta ou algodonosa quando
mantida em laboratério, e o reverso pode ser amarelo-
alaranjado, vinho ou castanho.”

Tendo em vista a possibilidade de variagéo na incidén-
cia e prevaléncia das dermatofitoses de uma regido geogra-
fica para outra, e seu potencial zoonético, o presente trabalho
tem como objetivo fornecer dados a respeito da frequéncia
de dermatofitoses em céaes na cidade de Chapecé-SC.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho é um estudo descritivo, de cara-
ter retrospectivo de resultados de exames de micolégico
direto e cultura fungica de caninos emitidos por um labora-
torio particular de analises clinicas veterinarias na cidade
de Chapeco6, Santa Catarina, no periodo de janeiro de 2016
a janeiro de 2018. Os dados foram coletados do sistema
Multvet e exportados para planilhas no Excel 2011 para pos-
terior analise.

Foram incluidos na pesquisa caninos com resultado
positivo e negativo para micologico direto e/ou cultura
fungica. Estabeleceram-se como critérios de exclusao ou-
tras espécies de animais, informagées incompletas como
idade, raca, sexo e outras espécies de fungos que nao fos-
sem dermatéfitos no respectivo laudo do exame de cultura
fungica.

Por se tratar de um laboratério particular, as amos-
tras ndo eram coletadas no préprio laboratério, mas sim
pelo veterinario solicitante do exame, o qual poderia ser
tanto de uma clinica veterinaria como de médicos veterina-
rios que atendiam em domicilios. Estes coletavam as amos-
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tras de pelo dos animais, acondicionavam em um frasco
estéril, devidamente identificado, e enviavam ao laborato-
rio juntamente com a requisi¢éo do exame.

As técnicas empregadas pelo laboratoério para o exa-
me micologico direto incluiam KOH 20% deixados em con-
tato com a amostra do paciente por 24 horas, e posterior-
mente analisados no microscopio para verificar a presen-
¢a ou auséncia dos elementos fungicos (blastoconidios e
hifas hialinas). Ja para o exame de cultura flngica utilizava-
se 0 agar mycosel da New Prov.

As culturas eram avaliadas conforme a sua macro
morfologia (cor, textura, pigmento do verso e reverso), a cada
semana, por um periodo de até trinta dias, sendo o laudo
concluido apés esse periodo. E importante mencionar que
havia um unico patologista clinico com experiéncia na area
veterinaria responsavel por liberar esses exames no perio-
do compreendido.

Os animais foram agrupados nas faixas etarias de 0
a 3 meses, de 3 a 6 meses, de 6 a 12 meses, 1 ano a 8
anos e maior de 8 anos, para uma melhor classificacao.

Os dados foram classificados em planilhas do Excel
e transferidos para o soffware IBM SPSS Statistics 22 para
analise estatistica de frequéncia relativa nas variaveis de
sexo, raca, idade, estacdo do ano, espécie de dermatoéfito,
e tipo de exame, e, apés o calculo da frequéncia, os dados
foram utilizados para a elaboracgéo de graficos e tabelas.

O trabalho passou pela aprovagéo do Comité de Eti-
ca em Pesquisa da Universidade do Oeste de Santa
Catarina (Unoesc) sob o nimero 93204718.2.0000.5367

RESULTADOS

No periodo compreendido foram solicitados 108 exa-
mes para micolégico direto e 223 para cultura fungica; des-
tes, 81 laudos de micolégico direto (75%) e 159 laudos de
cultura fungica (71%) atendiam aos critérios de incluséo.

Pode-se observar que os exames de cultura flngica
foram mais solicitados do que o exame micolégico direto,
porém a porcentagem de aproveitamento dos dados foi
discretamente maior no exame micol6gico direto do que
no exame de cultura fangica. Quanto as caracteristicas dos
caninos, a maioria dos exames positivos pertencia a féme-
as com idade entre 1 e 8 anos.

Tabela 1 - Célculo da frequéncia relativa dos resultados dos exames
de micoldgico direto e cultura fungica

Micolégico Direto N %
Resultado
Positivo 5567,9
Negativo 26 32,1
Cultura Fungica N %
Resultado
Positivo 77 48,4
Negativo 8251,6
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Tabela 2 - Perfil dos resultados positivos por tipo de exame através
do calculo de frequéncia relativa

Micolégico Direto N %
Sexo
Fémea 32 58,2
Macho 23 41,8
Idade
Mais de 8 anos 4 7,3
1 a 8 anos 47 85,5
6 a 12 meses 4 7,3
3 a 6 meses 0 0
0 a 3 meses 0 0
Cultura Fungica N %
Sexo
Fémea 45 58,4
Macho 32 41,6
Idade
. 8 10,4
Mais de 8 anos 53 688
1 a 8 anos
8 10,4
6 a 12 meses
4 52
3 a 6 meses
4 52
0 a 3 meses

Quanto a raca dos caninos, caes sem raga definida
(SRD) obtiveram a maioria dos resultados positivos no exa-
me micolégico direto, 16,4% (n=9), seguidos pela raca
Yorkshire, 14,5% (n=8), Shih Tzu, 12,7% (n=7), Lhasa Apso,
7,3% (n=4) e Pinscher, 7,3% (n=4). Resultado semelhante
foi encontrado no exame de cultura fungica, onde cées sem
raca definida também apresentaram a maioria dos resulta-
dos positivos 23,4% (n=18), seguido de cdes com racga de-
finida como Shih Tzu 20,8% (n=16), Yorkshire 10,4% (n=8),
Lhasa Apso 5,2% (n=4) e Pinscher 5,2% (n=4).

Os resultados positivos também foram agrupados por
estacdo do ano, verificou-se que n@o houve diferenca sig-
nificativa entre as solicitac6es dos exames por estacéo,
apenas que houve um predominio maior de exames positi-
vos na época do outono e inverno.
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Gréfico 1. Perfil dos resultados positivos por raga no exame micolégico
direto calculados através da frequéncia relativa.
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Gréfico 2. Perfil dos resultados positivos por raga no exame de Cultura
Fungica calculados através da frequéncia relativa.

Tabela 3 - Resultados positivos por estagdo do ano calculados
através da frequéncia relativa

Micologico Direto N %
Estacao do ano
Verao 1 20,0
Qutono 15 27,3
Inverno 16 29,1
Primavera 13 23,1
Cultura Fangica N %
Estacao do ano
Verao 14 18,2
Qutono 22 28,6
Inverno 27 35,1
Primavera 14 18,2

Tratando a respeito da espécie dos dermatoéfitos nas
culturas fungicas, dos 48,4% (n=77) resultados de cultura
fangica positivas, a espécie de dermatéfito mais prevalente
foi o Microsporum canis 44,2% (n=34), seguida por
Trichophyton sp. 22,1% (n=17) e Trichophyton
mentagrophytes 18,2% (n=14); as espécies Microsporum
sp. 13% (n=10) e Microsporum gypseum 2,6% (n=2) fo-
ram as menos frequentemente isoladas.
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Gréfico 3. Resultado por espécie e género de dermatéfito na Cultura
Fungica através da analise estatistica da frequéncia relativa.
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DISCUSSAO

No presente estudo, no periodo de 24 meses foram
atendidos 331 cédes entre exames de cultura fungica e
micolégico direto, e, destes, 132 obtiveram resultados po-
sitivos, demonstrando que, nesta pesquisa, a prevaléncia
de dermatofitoses foi de 2,5% (331/132); resultados maio-
res foram evidenciados por Neves em 2011, no periodo
de 36 meses (7,14%); ja Palumbo,® em 2010, encontrou
uma magnitude porcentual de 5,1% em 53 meses, enquan-
to que uma pesquisa realizada em 2004 obteve a preva-
Iéncia de 1,7% no periodo de 27 meses.®

Na presente pesquisa observamos uma solicitagéo
maior dos exames para cultura fungica do que a pesquisa
de fungos, o que pode representar um desconhecimento
dos veterinarios da regido de Chapecé a respeito da sen-
sibilidade e prazo de liberagéo de ambas as técnicas, bem
como a importancia em solicitar os dois exames para au-
mentar as chances de identificacao e isolamento, visto que
é possivel obter-se uma pesquisa de fungos positiva com
uma cultura fangica negativa, e isso foi observado por No-
gueira et al.,"™ no ano de 2013: comparando o exame
micolégico direto e a cultura fingica em 114 animais, ob-
servou que de vinte amostras positivas no exame direto 12
negativaram na cultura.

Existem alguns fatores que podem tornar uma cultura
negativa em uma pesquisa de fungos positiva, e esses re-
sultados devem ser observados com cautela." Na cultura
fungica, uma coleta inadequada e a falta de material sufici-
ente podem tornar dificil o isolamento dos fungos, e, além
disso, o uso de antiflingicos durante o processo de coleta
do material produz resultados ndo condizentes com areali-
dade clinica do paciente.®No presente trabalho, o elevado
namero de culturas negativas € semelhante ao encontrado
por Coelho,(™ em 2008, onde o autor traz a solicitagdo da
cultura flngica pelos clinicos apenas para diagnéstico di-
ferencial dos casos positivos na pesquisa de fungos. Des-
ta forma, uma positividade maior no exame micolégico di-
reto pode ter ocorrido por conta da quantidade de amostra
coletada e da solicitacdo do exame, visto que nem todos
os caes realizaram o exame micologico direto concomitante
com o exame de cultura fungica, o que seria 0 mais reco-
mendado, pois aumenta as chances de isolamento e diag-
noéstico dos animais. Além disso, a baixa taxa de isolamen-
to reflete a dificuldade em se obter uma amostra adequada
para a realizacdo do exame bem como a dificuldade em
se estabelecer um diagnéstico apenas com base nas le-
soes.?)

Quanto aos dados que refletem o sexo dos cées e a
idade, prevaleceram fémeas com idade entre 1 a 8 anos.
Resultados semelhantes foram encontrados por Amarante®
em 2012 ao verificar a prevaléncia de dermatofitoses em
caes atendidos em um setor de Dermatologia entre 2005 a
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2010 na cidade do Rio de Janeiro. O autor encontrou uma
prevaléncia maior em fémeas, 3,73%, do que em machos,
2,74%; o mesmo ocorreu na idade, cdes adultos obtiveram
os maiores resultados positivos para dermatofitoses. Ja
Wialler,"™®no mesmo ano, 2012, analisando a frequéncia de
dermatofitoses em cées e gatos no sul do Rio Grande do
Sul, entre 1980 a 2011, encontrou nos caninos uma predo-
minancia em fémeas, 53,4%, e em cédes jovens, com idade
até 1 ano, 48,8%.

Neves,® em 2011, realizando um estudo retrospecti-
vo de animais atendidos com dermatofitoses em um hos-
pital veterinario na cidade de Mato Grosso, observou uma
variagdo na faixa etaria dos cées entre 1 a 180 meses, ten-
do como idade média 40,8 meses. Com relacéo ao sexo,
do total de animais com dermatofitose, 123 eram machos
e 147 eram fémeas. Em contrapartida, Bin,("” no ano de
2010 constatou uma prevaléncia maior, mas nao tao signi-
ficativa em machos. O mesmo foi identificado por Bier,(™®
em 2013, ao avaliar 33 caninos com amostras positivas
para dermatofitoses, sendo que a predominancia foi de
machos, porém a idade dos caninos enquadrava-se em fi-
Ihotes. Na india, estudos realizados na cidade de Kolkata,
no ano de 2015, encontraram uma incidéncia de infeccao
significativamente maior em cées machos (58,3%) em com-
paragao com cadelas (41,7%).('9

Entretanto, diversos autores ndo encontraram uma
diferenca significativa da prevaléncia de dermatofitose en-
tre os sexos, o que se assemelha a esta pesquisa.?89Ja
a respeito da idade, no presente estudo, os cdes mais
acometidos foram cées adultos com idade entre 1 e 8
anos, divergindo de outros estudos na area, os quais re-
lacionam casos de dermatofitoses com céaes jovens e fi-
IhOteS.(4'13’15'17)

No que se refere araca, nesta pesquisa, a prevaléncia
foi em caes sem raca definida tanto no exame micolégico
direto quanto na cultura fungica, prosseguida por caes da
raga Shih Tzu, Yorkshire, Lhasa Apso e Pinscher. Neves,®
em 2011, ao verificar a incidéncia de dermatofitoses em
270 caes encontrou uma prevaléncia maior em cées daracga
American Pit Bull Terrier, seguido por Dachshund, Pinscher
e Poodle, os caes daraga Shih Tzu, Yorkshire e Lhasa Apso
foram pouco incidentes. Ja Nardo et al.,("® em 2015, obti-
veram resultados um tanto quanto diferentes, ao realiza-
rem um estudo com 639 culturas fungicas de cdes com
dermatopatia entre 2008 e 2014 atendidos no Hospital Ve-
terinario "Dr. Halim Atique", na cidade de S&o José do Rio
Preto-SP, verificando que a raga Poodle foi a mais frequente
(13,7%), seguida pela ragca Shih Tzu (8,7%) e Dachshund
(6,2%), enquanto que Cardoso,!"” em 2011, verificou uma
porcentagem de 27,59% em caes da raca Teckel e 13,78%
em caes SRD. Pesquisas anteriores de Balda et al., e
Sparkes et al.®?% descrevem a raga Yorkshire como a mais
acometida por conta da pelagem desses caninos.
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As razdes que explicam as predisposicdes de tais
racas ainda ndo estdo bem claras. Uma das explicagées
de as dermatofitoses acometerem cées com pelos longos
é porque eles contribuem para as estruturas ficarem prote-
gidas da dessecacao, facilitando a propagagéo,? enquanto
que outros autores relacionam a diferenga com as defesas
cutaneas e com a secrec¢ao sebacea/ sudoripara dos cani-
nos.® Contudo, a maioria dos estudos ndo coloca caes
sem raca definida como os cades mais acometidos por
dermatofitoses, isso porque, de uma maneira geral, esses
caes deveriam ter uma imunidade maior devido a jungao
de diversas ragas, enquanto que cdes com raca definida
tém mais predisposicéo a ter doencas. Entretanto, nenhum
estudo conseguiu encontrar uma predisposicao definitiva,
podendo isso haver ocorrido por conta da quantidade e pela
prevaléncia das racas caninas em cada regiao.

Sabe-se que a prevaléncia de dermaté6fitos em caes
varia de 4% a 10%, e, além dos fatores acima menciona-
dos, a dermatofitose pode ser respectivamente influencia-
da pela temperatura, clima, umidade relativa e precipita-
¢bes nas mais diferentes regides geograficas.” Diante
dessa informacéo, os resultados positivos foram tabulados
por estacdo do ano para verificar se ha uma relagcéo da
positividade dos casos com estas estacdes. Estudos de
Waller,™® no estado do Rio Grande do Sul, encontraram uma
diferenca pequena entre as estagdes do ano. Realizando
um estudo retrospectivo em noventa caninos, as estacées
do ano mais prevalentes de dermatofitoses isoladas de cul-
turas fangicas foram o Verao (27,8%) e o Outono (27,8%).

Neves,® em 2011, verificou que o maior niimero de
consultas com animais positivos para dermatofitose ocor-
reu no periodo de margo, abril e maio, sem, no entanto,
ocorrer diferenca estatisticamente significativa, porém,
esse periodo coincide com a estag¢do chuvosa na cidade
de Mato Grosso, onde a pesquisa foi realizada. Outros au-
tores também encontraram uma taxa significativamente
maior de infeccéo na estagdo chuvosa em comparacao com
outras estacdes do ano.!"82122 Segundo dados fornecidos
pela Cedar Lake Ventures,® a cidade de Chapecoé tem
variacdo sazonal significativa na precipitagdo mensal de
chuva, pois chove ao longo do ano inteiro em Chapecé,
porém o maximo de chuva ocorre durante os 31 dias ao
redor do més de outubro, més caracterizado como a esta-
¢ao da Primavera, divergindo dos estudos anteriormente
citados, nos quais a prevaléncia de dermatofitoses ocorre
durante o periodo chuvoso. O estudo realizado na cidade
de Chapec6é demonstrou que o periodo das chuvas néo foi
um fator importante no aumento dos casos de derma-
tofitoses, visto que a prevaléncia maior ocorreu durante o
Outono e o Inverno, periodo ja considerado como néao chu-
voso. Seker,(" em 2010, encontrou uma taxa de isolamen-
to de dermatéfitos mais alta na Primavera e no Inverno,
enquanto que Palumbo® e seus colaboradores, no mesmo
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ano, observaram que as lesdes provocadas por derma-
tofitos apareceram com mais frequéncia na Primavera
(28,9%), Outono (27,2%) e Verao (24,6%).

Em outros paises, como no Egito, uma pesquisa pro-
curou estudar a prevaléncia e identificar diferentes derma-
tofitos em cées e gatos sintomaticos e assintomaticos no
ano de 2017, e a prevaléncia de casos positivos ocorreu
durante a Primavera e o Inverno.? Ja na cidade de West
Bengali, na india, a prevaléncia de casos positivos para
dermatofitoses em caes foi de 22,16% no Outono e 22,69%
no Verdo.®)

Desta forma, os possiveis contrastes encontrados
entre as pesquisas podem ser justificados pela variagao
do clima, temperatura, umidade relativa e niveis de preci-
pitacdo pluviométrica encontrados entre as regides geo-
gréaficas estudadas.®

Arespeito da espécie e género do dermatéfito isolado
na cultura fangica, em concordancia com a maioria das pes-
quisas, o agente Microsporum canis é o principal dermatéfito
isolado de amostras de pele e pelo de caninos. Essa infor-
macao pode ser comprovada por diversos estudos tanto na
regido de Santa Catarina quanto fora do pais.

Um estudo realizado na cidade de Xanxeré-SC, apos
o cultivo de 41 amostras coletadas de caes, seis amostras
obtiveram resultado positivo na cultura fungica; destas, 50%
foram identificadas como Microsporum canis, 33,30% como
M. gypseum e 16,67% como M. nanum.?® Nesta pesquisa,
nenhuma espécie de Trichophyton foi isolada. Resultados
semelhantes foram encontrados por Bint" no ano de 2010.
Avaliando amostras de 76 animais, 18 (23,6%) apresenta-
ram culturas positivas. As espécies flngicas isoladas de
caes e gatos foram: Microsporum canis (88,8%),
Microsporum gypseum (5,5%) e Trichophyton mentagro-
phytes (5,5%). J& um estudo retrospectivo de fichas clini-
cas de caes diagnosticados com dermatofitoses no Hos-
pital Veterinario de Séo José do Rio Preto-SP, utilizando
dados de 639 culturas de cées no periodo de janeiro de
2008 a setembro de 2014, observou-se uma porcentagem
de 72,7% para Microsporum sp., 20% para Trichophyton
sp., e 3,7% para Epidermophyton sp..("® Ja Bier,('® no ano
de 2013, na cidade de Curitiba-PR, coletou amostras de
pelos e escamas de um total de 54 animais; destes, 33 per-
tenciam a caninos, e, ap6s isolamento em agar Mycosel, 16
amostras obtiveram resultado positivo, em 14 amostras foi
isolado o dermatéfito M. canis e em duas foi isolado o
Microsporum gypseum. Waller,(™® em 2012, ao analisar a
frequéncia de dermatofitoses em cées e gatos no sul do es-
tado do Rio Grande do Sul, em noventa amostras de cani-
nos evidenciou o Microsporum canis como a espécie mais
isolada, com 56,6%, seguido por Microsporum gypseum
30% e Trichophyton mentagrophytes apenas 3,4%

Um estudo brasileiro mais recente com o objetivo de
isolar dermatoéfitos de amostras clinicas de caes e gatos
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atendidos em hospitais veterinarios da cidade de Recife-
PE coletou 106 amostras de pelo de animais para isola-
mento e identificagdo de dermatoéfitos; de 106 animais sin-
tomaticos, 99 eram caninos, e, apds a realizacao da cultu-
ra, apenas 14 obtiveram crescimento, sendo respectiva-
mente seis amostras positivas para M. canis e uma amos-
tra para M. gypseum.?"

Estudos realizados fora do Brasil demonstram um
perfil um pouco diferente. Na cidade de Vila Real, Portu-
gal, Coelho,™ no ano de 2008 analisou a frequéncia de
dermatéfitos em animais domésticos. Em caninos, o
Microsporum gypseum foi isolado em 60% das amostras,
enquanto que o Trichophyton mentagrophytes foi isolado
em 40%.

JaWally et al.,? em 2017, com o objetivo de iden-
tificar a prevaléncia de dermatofitoses em cées e gatos
no Egito, isolaram as amostras de 103 animais sintoma-
ticos e assintomaticos além de trinta animais de um Pet
shop local. Em caes assintomaticos e sintomaticos, trés
espécies de dermatéfitos foram isoladas, predominan-
do Microsporum canis, seguido por Trichophyton
mentagrophytes e Epidermophyton floccosum. Ja o
Microsporum gypseum foi a espécie predominante em
caes provenientes do Pet shop local.

Na india, um estudo realizado em 1.209 amostras de
caes encontrou, em 248 amostras de cultura fungicas, a por-
centagem de 43,55% para Microsporum canis, 36,69%
Microsporum gypseum e 19,79% para T. mentagrophytes.?)

Outro estudo na India, utilizando 122 cdes com
afeccOes dermatoldgicas submetidos ao exame de cul-
tura fangica, encontrou em 18 culturas positivas o
Microsporum gypseum (50%) como o principal derma-
tofito isolado, seguido de Microsporum canis (33%) e
Trichophyton mentagrophytes (17%).%)

No mesmo ano e no mesmo pais, um estudo realiza-
do na cidade de Kolkata analisou amostras de 171 céaes
da regido; destes, 66 obtiveram resultados positivos para
dermatéfito. Neste estudo, o M. canis foi prevalente com
61,1 % dos isolados, prosseguido por M. gypseum com
22,2% e T. mentagrophytes com 16,7%.(1®

Em 2016 foirealizado um estudo na cidade de Baku,
capital do Azerbaijao, com o objetivo de avaliar a frequéncia
de infecgcéo dermatofitica da pele de céaes e gatos durante
um periodo de um ano. Durante esse periodo, 116 céaes e
77 gatos foram incluidos no estudo; de 193 amostras, 108
obtiveram resultados positivos, tratando-se apenas de cées,
Microsporum gypseum foi isolado em 38 amostras
(35,1%), Microsporum canis em 22 (20,3%) e Trichophyton
mentagrophytes em nove amostras (8,3%).%®

Estudos demonstram que o M. canis é responsavel
pela maioria (70%) dos casos de dermatofitoses em cées,
enquanto que M. gypseum é encontrado em 2% a 8% dos
casos,® dados que se assemelham a esta pesquisa, onde
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o Microsporum canis foi o principal dermatéfito isolado,
enquanto que o Microsporum gypseum foi o menos fre-
quentemente isolado.

CONCLUSAO

A epidemiologia das dermatofitoses em caninos na
cidade de Chapec6-SC demonstrou que fémeas, sem raca
definida, com idade de 1 a 8 anos, foram as mais acometi-
das pelas dermatofitoses, e que, assim como as demais
regides, o dermatéfito mais isolado foi o Microsporum ca-
nis. Nao houve diferenca significativa entre os resultados
positivos com a estagédo do ano, apenas observou-se um
aumento maior de casos durante o Outono e o Inverno. Tra-
tando a respeito da solicitacdo de exames complementa-
res, a cultura fingica foi o0 exame mais solicitado pelos ve-
terinarios dessa regido, o que pode refletir um desconhe-
cimento dos veterinarios a respeito das duas metodologias
empregadas nos exames.

Diante disso sugere-se que, para um melhor diagnos-
tico das dermatofitoses, o médico veterinario solicite a cul-
tura fungica e a pesquisa de fungos ao laboratério veteri-
nario, e neste contexto o papel do patologista clinico é im-
prescindivel para esclarecer a importancia da solicitacao
de ambos os exames, bem como orientagdo quanto a for-
ma de coleta, uma vez que a coleta do material € uma das
etapas mais importantes do processo e deve ser colhida
em quantidade suficiente por um profissional experiente.

Visto que as dermatofitoses sdo consideradas doen-
cas com potencial zoonético, os resultados desta pesqui-
sa mostraram que tanto o papel do médico veterinario na
suspeita clinica e solicitagdo do exame quanto do patolo-
gista clinico na confirmacgéao do diagnéstico sdo de suma
importancia para o prognostico favoravel do paciente.

Além disso, a epidemiologia das dermatofitoses é
conhecida por mudar ao longo do tempo, exigindo que as
informacdes a respeito das mesmas sejam atualizadas de
tempos em tempos preferencialmente em todas as regi-
Oes do Pais, favorecendo as acdes em saude publica.

Abstract

Objective: Given the possibility of occurrence of variance and
prevalence of dermatophytosis from one geographical region to another,
and its zoonotic potential, the present study had an impact on the
frequency of dermatophytosis in dogs in the city of Chapecé SC.
Methods: Evaluation of results obtained through direct mycological
examination and canine culture issued by a private veterinary clinical
anamnesis laboratory in the city of Chapecd, Santa Catarina, with data
collected by the IBM SPSS 22.0 system through frequency calculation.
Results: No complete year, 108 direct microbial and 223 religious culture
tests were requested, at the same time, 81 direct micrological
compliments (75%) and 159 fungal culture reports (71%) within inclusion
lips, a large majority of the results belonged to female dog aged 1to 8
years, with no defined race (SRD), and it was found that there was no
major difference between examinations by season. Treating the
resistance of sexual dermatitis in fungal culture, corroborating other
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studies, Microsporum canis was the most frequent. Conclusion:
Dermatophytosis is a closed disease with zoonotic potential, and its
epidemiology is known to change over time. The results of the research
are as important as the role of the veterinarian in clinical pathology are
important for the favorable prognosis of the disease patient.

Keywords
Epidemiology; domestic animal;, dermatomycosis
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Resumo

Objetivo: Avaliar a ocorréncia de enteroparasitos em hortalicas comercializadas em feiras
livres e supermercados em Bauru, SP. Métodos: Entre outubro e dezembro de 2016 foram
analisados 55 pés de alface comercializados por cinco redes de supermercados e, entre
margo e maio de 2017, 94 pés de alface de nove produtores em feiras livres. As amostras
foram coletadas semanalmente e processadas em laboratério. Resultados: Revelou-se a
presenca de Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, Giardia lamblia e Entamoeba coli,
nematoides, ancilostomideos e rhabditoideos. A maior frequéncia foi de G lamblia. A frequéncia
de hortaliga contaminada nos supermercados oscilou de 18,2% a 36,3% enquanto que nas
feiras livres oscilou de 8,3% a 22,2%. Conclusdo: Os resultados sugerem haver potencial
de transmisséo de enteroparasitos por hortaligas. O nivel deste potencial depende de as-
pectos nao avaliados como higiene no preparo deste alimento e viabilidade das formas
evolutivas dos parasitos encontradas.

Palavras-chave

Verduras; parasitos; helmintos; protozoarios

INTRODUGAO

O elenco de enteroparasitos humanos é vasto e di-
versificado envolvendo comumente ndo apenas bactérias
e virus mas também protozoarios e helmintos. O parasitismo
intestinal causado pelos dois Ultimos grupos ocorre em
quase 25,0% da populagédo mundial, com maior frequéncia
nas regides tropicais.!"? Embora o quadro sintomatol6gico
mais frequente seja diarreia branda ou moderada tem-se
que a consequente desidratacdo é o maior risco para cri-
ancas e idosos.?

Diversos aspectos influenciam a infecg¢éo por entero-
parasitos no homem, destacando-se seus habitos higiéni-
cos, comportamento, educacéo e grau de informagéo, além
do estado nutricional e da resposta imunolégica. Da mes-
ma forma, também tém influéncia as condi¢cdes socio-
econdmicas e as politicas sanitarias adotadas.?®

E habito comum na populacdo humana a ingestéo de
diversas hortalicas, muitas delas in natura. O fato de que

muitas vezes estas hortalicas sdo mal lavadas expde o ho-
mem a infecc¢ao por diversos patégenos, inclusive helmintos
e protozoarios. A possibilidade de infeccdo via hortalicas
contaminadas vem sendo avaliada por diversos autores ha
muito tempo.34

A transmissao de enteroparasitos envolve diversos
fatores tais como méos contaminadas, frequéncia dos pa-
rasitos em alimentos como verduras e também no solo, a
presenca de moscas e outros insetos sinantrépicos, veto-
res mecanicos, e especialmente a veiculacgao hidrica.® Esta
Ultima é muito comum devido ao langamento de esgotos
domeésticos in natura nos cursos d agua a despeito de uma
vasta legislacéo existente no Brasil. Esta pratica acarreta
ainda o comprometimento dos cursos d'agua.®®

Os cursos d"agua de Bauru, no interior de Séo Paulo,
tém seu uso néo so6 para o abastecimento publico mas tam-
bém para a agricultura na irrigagao de diversas culturas,
inclusive hortalicas. Estes alimentos, se contaminados e
comercializados, podem ter uma grande expressao como
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veiculos de transmissé@o de parasitos, dependendo da
frequéncia destes em hortalicas e da intensidade de seu
consumo pela populagéo.©8)

As condic¢des higiénicas das hortalicas dependem de
varios fatores, além da agua de irrigacéo, tais como o tipo
de adubo utilizado, a embalagem e os cuidados no pro-
cesso de acondicionamento, os procedimentos de trans-
porte desde as propriedades até os pontos de comer-
cializacdo, além da higiene na manipulacgéo e preparo des-
tes alimentos.*9

O presente trabalho tem por objetivo a avaliacdo da
frequéncia de enteroparasitos em hortaligas cultivadas no
municipio, tendo como critério de inclus@o a irrigagéo por
agua de riacho. A partir dos resultados obtidos, argumen-
ta-se a possibilidade de haver algum potencial de trans-
misséo de enteroparasitos pelas hortaligas.

Considerando-se que a alface é uma das hortalicas
de maior consumo no Brasil"®'" e, na maioria das vezes,
ingerida in natura, é relevante a investigacédo sobre a qua-
lidade sanitaria desta hortalica. A despeito das dezenas
de trabalhos versando sobre este assunto no pais, salien-
ta-se que, em quase duas décadas, pouco mais de uma
dezena de trabalhos foi publicada sobre esta tematica em
apenas dez cidades do estado de Sao Paulo, sendo que
a regiao avaliada mais préxima de Bauru fica cerca de
130 Km de distancia. Desta forma, os resultados obtidos
contribuem para o conhecimento da frequéncia destes pa-
rasitos na regido e para o fortalecimento dos programas e
campanhas de controle e profilaxia de infecgdes por
enteroparasitos na macrorregiao de Bauru.

MATERIAL E METODOS

O presente projeto foi delineado de modo a gerar um
quadro da frequéncia de enteroparasitos no periodo amos-
trado em cada tipo de estabelecimento que comercializava
a hortalica.

Foram verificadas as redes de supermercados que
operavam na cidade de Bauru. Por razdes éticas, as redes
eleitas foram denominadas A, B, C, D e E. Foi selecionada
uma unidade de cada rede para fazer a amostragem se-
manal de um pé (uma touceira) de alface crespa (Lactuca
sativa) no periodo de outubro a dezembro. Todos os super-
mercados avaliados comercializavam alfaces cultivadas
com irrigacgéo tradicional com agua de riacho.

Ao longo dos meses de janeiro e fevereiro foi realiza-
do um levantamento de produtores e intermediarios de hor-
talicas no Ceagesp (Companhia de Entrepostos e Arma-
zéns Gerais de Sao Paulo) e nas feiras livres de diferentes
regides do municipio de Bauru, com visitas técnicas e en-
trevistas com os proprietarios. Nas entrevistas foram
verificadas as condigdes dos proprietarios (produtor ou
intermediario) e o tipo de irrigagédo das hortaligas.

336

Foi analisada uma amostra semanal de um pé (uma
touceira) de alface (Lactuca sativa) de cada produtor rural
no periodo de margo a maio. Por razdes éticas, os produto-
res avaliados foram denominados A, B,C,D,E,F, G Hel.

Todas as alfaces analisadas dos nove produtores fei-
rantes foram cultivadas de forma tradicional com irrigacéo
por agua de riacho.

As amostras de hortalicas tanto dos supermercados
quanto das feiras livres foram embaladas individualmente
em embalagens plasticas descartaveis e transportadas
para analise laboratorial.

Cada amostra foi lavada folha a folha, com auxilio de
um pincel chato descartavel, nimero 13, em um recipiente
plastico contendo 250 mL de solugédo aquosa de 0,6% de
detergente neutro laboratorial (Extran®). Foi utilizada agua
mineral para as lavagens. As folhas mais externas foram
descartadas antes da lavagem. As folhas tiveram toda sua
superficie esfregada e, em seguida, foram suspensas, por
cerca de dez segundos para escorrer completamente o li-
quido de lavagem para, entdo, serem descartadas. O liqui-
do da lavagem de cada amostra de alface foi transferido
para calice de sedimentacéo, decantando entédo por vinte
horas. Esta técnica é a mesma proposta por Hoffman, Pons
e Janer,(” com a adaptacéo da decantacéo original de duas
horas para vinte horas para atender a logistica disponivel.
Outros autores utilizam a mesma técnica com um periodo
de decantacédo de 21("® a 24 horas.('+10)

As laminas foram montadas com o sedimento de cada
célice com auxilio de pipeta Pasteur, coradas com lugol na
proporgéo de 1:1 (sedimento: lugol) e observadas ao mi-
croscopio 6ptico (objetivas de 10x e 40x). Cada sedimento
foi examinado em triplicata.('6-"8)

A identificagdo dos parasitos foi baseada nos critéri-
os e parametros apresentados por De Carli'” quanto a
morfologia de cistos de protozoarios e ovos e larvas de
helmintos.

A identificacdo dos parasitos presentes em alface e
nao diretamente de dejetos humanos levanta duvidas so-
bre a correta identificacdo de dois grupos de nematoides.
As larvas de ancilostomideos encontradas podem n&o ser
unicamente de parasitos de humanos, mas também de
outros animais, de plantas ou até serem de vida livre. As-
sim, no presente trabalho, este grupo foi denominado pela
superfamilia Ancylostomoidea nédo podendo ser tratado
como grupo de parasitos.

A mesma problematica existe para o diagnéstico de
larvas de Strongyloides fora de seu hospedeiro natural de-
vido a semelhanca morfolégica entre as espécies de para-
sitos de outros mamiferos e S. stecoralis."? Assim, no pre-
sente trabalho, este grupo foi denominado pela superfamilia
Rhabditoidea.

Os resultados sobre a frequéncia de contaminacao
entre as redes de supermercados, entre os produtores e
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entre supermercados e produtores foram analisados pelo
teste de qui-quadrado (32 =0,05).

RESULTADOS

Supermercados

A escolha de uma unidade de cada rede de super-
mercados deveu-se ao fato de os fornecedores serem os
mesmos para toda a rede. Assim, independente da unida-
de escolhida para amostragem da hortalica o fornecedor
seria 0 mesmo.

Foram analisados 55 pés de alface crespa no perio-
do de outubro a dezembro. Foi observada a presencga dos
enteroparasitos Ascaris lumbricoides e Giardia lamblia. Os
nematoides ancilostomideos e rabditoides podem até pos-
suir representantes parasitas de humanos, mas a identifi-
cacao morfolégica foi inviavel.

A frequéncia de G /amblia, no periodo estudado, foi
de 21,8%, sendo a mais alta, seguida por A. lumbricoides
com 1,8%. As larvas de nematoides ancilostomideos e
rabditoides foram de 41,8% e 3,6%, respectivamente.

Na Tabela 1 também podem ser observados os re-
sultados quanto a frequéncia de hortalica contaminada
comercializada por supermercado avaliado. Os grupos das
larvas dos nematoides das superfamilias Ancylostomoidea
e Rhabditoidea nao foram considerados nos célculos de
frequéncia de hortalica contaminada. Embora a rede de
supermercado A tenha apresentado 36,3% das amostras
positivas para algum parasito, seguida pela rede E com
27,2% das alfaces contaminadas e asredes B, C e D com
a mesma frequéncia de 18,2% das hortalicas comercia-
lizadas contaminadas por algum enteroparasito, a andlise
estatistica ndo revelou diferenca significativa entre as
frequéncias entre as redes de supermercado. No total, ve-
rificou-se que 23,6% das hortalicas analisadas dos super-
mercados estavam contaminadas.

Ceagesp e feiras livres

Todos os comerciantes do Ceagesp foram excluidos
por se tratarem de intermediarios que comercializam hor-
talicas compradas de produtores de areas distantes da re-
giao de Bauru.

Tabela 1 - Frequéncia de protozoarios e helmintos enteroparasitos e nematoides ancilostomideos e
rabditoideos em amostras semanais de alface (Lactuca sativa) comercializadas em supermercados
das redes que abastecem o municipio de Bauru/SP, no periodo de outubro a dezembro de 2016

Redes de Supermercado

A B Cc D E
Semanas Outubro 12 Al (-) Gl Gl (-)
22 Gl Gl (-) (-) Gl
3? Gl (-) (-) Gl Gl
42 Gl (-) Gl Anc Gl
Semanas Novembro 12 Anc Gl (-) Anc Anc
2? (-) Anc Anc Anc (-)
3? Anc (-) Anc Anc (-)
42 Anc Anc (-) (-) Anc
Semanas Dezembro 12 Anc Anc (-) Anc Anc
2? Anc - (-) Anc Anc
3? Anc/Rbd (-) (-) Anc Anc/Rbd
Total de amostras por 1 1 1 1 1

rede de supermercado

Al = ovos de Ascaris lumbricoides; Anc = ovos e larvas de ancilostomideos ; Gl = cistos de Giardia lamblia;
Rbd = larvas de rabditoideos; NR = analise nao realizada; ( - ) = Amostra sem parasitos diagnosticados

Nas feiras livres de Bauru foram levantadas vinte bar-
racas de produtores de hortalicas da regido de Bauru. Deste
total, nove (45,0%) eram produtores que irrigavam suas
culturas com agua de riacho, sendo assim, selecionados
para amostragem do presente trabalho.

Estes produtores selecionados operavam em diferen-
tes feiras de Bauru, comercializando seus produtos em 17
das 43 feiras livres existentes no municipio. Assim, a anali-
se destes produtores cobre um total de 39,5 % das feiras
livres do municipio.

RBAC. 2019;51(4):335-41

Foram analisados 94 pés de alface no periodo de
marco a maio. Foi observada a ocorréncia dos seguin-
tes enteroparasitos: Trichuris trichiura, Entamoeba coli
e Giardia lamblia. Também foram encontradas larvas
de nematoides, de Ancylostomoidea e Rhabditoidea
(Tabela 2).

O enteroparasito presente em maior percentual de
amostras de hortalicas, nas feiras livres, foi E. coli (6,4%)
seguido por G lamblia e T. trichiura com 2,0% e 1,0% de
ocorréncia, respectivamente. As larvas de ancilostomideos
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Tabela 2 - Frequéncia de protozoarios e helmintos enteroparasitos e nematoides ancilostomideos e rabditoideos em amostras semanais
de alface (Lactuca sativa) comercializadas em feiras livres no municipio de Bauru/ SP, no periodo de margo a maio de 2017. Alfaces de

produtores da regido com cultura irrigada por agua de riacho

Produtores
A B Cc D E F G H I
Semanas de margo 12 NR NR NR NR Tt (-) Anc (-) Ec
2 (-) (-) NR Ec (-) (-) (-) (-) (-)
3? Anc Anc Anc NR NR NR NR NR NR
42 (-) (-) Anc (-) Anc (-) Anc Anc Anc
Semanas de abril 12 Anc GlEc (-) Anc/Ec (-) (-) (-) Anc Anc
22 Anc/ Ec (-) (-) (-) Anc (-) (-) Anc (-)
32 Anc (-) Anc/Rbd NR NR NR NR NR NR
42 Anc (-) Anc Anc (-) (-) (-) Anc Anc
Semanas de maio 12 (-) (-) Anc (-) Anc (-) (-) (-) (-)
2 (-) (-) (-) (-) (-) Anc Anc (-) Rabd
3? Anc (-) Anc Anc (-) (-) Anc (-) (-)
42 (-) Anc Anc NR NR NR NR NR NR
52 Anc Anc Anc Anc Anc (-) (-) Anc Gl/Ec
Total de amostras por 12 12 1 9 10 10 10 10 10

produtor

Anc = ovos e larvas de ancilostomideos; Rbd = larvas de rabditoideos; Gl = cistos de Giardia lamblia; Tt = ovos de Trichuris trichiura; Ec = cistos de
Entamoeba coli; NR = andlise nao realizada; ( - ) = Amostra sem parasitos diagnosticados

tiveram a frequéncia de 41,5% enquanto que as de
rabditoides apresentaram 2,0% de ocorréncia.

Na Tabela 2 observa se que os grupos das larvas de
Ancylostomoidea e Rhabditoidea ndo foram considerados
nos calculos de frequéncia de hortalica contaminada. As-
sim, foi detectado que 22,2% das alfaces produzidas e
comercializadas pelo produtor D estavam contaminadas
por algum enteroparasito. O segundo produtor com maior
frequéncia de hortalica contaminada foi o produtor | com
20,0% de contaminagéo. Seguiram-se os produtores E com
10,0% e os produtores Ae B, ambos com 8,3% de alfaces
contaminadas. A analise estatistica, no entanto, ndo reve-
lou diferenca significativa entre as frequéncias de hortali-
¢as contaminadas entre os produtores. No total, verificou-
se que 7,4% das alfaces analisadas estavam contamina-
das. A andlise estatistica também néo revelou diferenca sig-
nificativa entre as frequéncias de hortalicas contaminadas
entre supermercados e feiras.

DISCUSSAO

A frequéncia de enteroparasitos em hortaligas é re-
portada em diversas localidades brasileiras com gran-
de variacao de frequéncia e de espécies refletindo con-
dicdes locais de saneamento, higiene na producgéo, trans-
porte e manuseio do produto bem como a qualidade da
agua utilizada para irrigagéo,®°® inclusive no estado de
Sé&o Paulo.471920)
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A contaminacéo de 23,6 % das alfaces analisadas
de supermercados, verificada no presente trabalho, esta
similar aos resultados reportados em alfaces analisadas
de supermercados de Lages-SC?" (22,1% de contamina-
¢éo de alfaces), e, no estado de Séo Paulo, em alfaces de
varejées em Presidente Prudente-SP%9(21,7% e 20% de
contaminacgao).

A grande maioria dos trabalhos, analisando alfaces
de estabelecimentos comerciais como mercados, super-
mercados e varejdes em diversos municipios brasileiros,
reporta resultados superiores aos valores aqui verificados.
Estes valores oscilam de 32% em Santos-SP" até 100%
de contaminagédo em alfaces de mercados e quitandas em
Quata-SP."» Na verdade, na maioria dos relatos, a
frequéncia de alfaces contaminadas em supermercados,
mercados e varejoes é superior a 70,0%.(192223)

S&o poucos os relatos de alfaces ndo contaminadas
e comercializadas por supermercados ou varejoes.('524
Estes resultados poderiam ser devidos ndo apenas aos
cuidados desde o cultivo no campo até o estabelecimento
comercial, mas também devido a variedade da alface."> A
arquitetura das folhas de alface de diferentes variedades
poderia interferir na frequéncia de parasitos.®

Comparando-se a contaminacgédo de 7,4% das alfa-
ces comercializadas nas feiras do municipio de Bauru,
verificada no presente trabalho, com outros relatos descri-
tos no estado de Sao Paulo, verifica-se em Bauru uma
frequéncia maior do que a relatada em Sorocaba e em
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ltuverava, respectivamente 0,7% e 2,0% de contaminacao
das alfaces comercializadas nas feiras daqueles municipi-
0s.%627) No entanto, em outros estados, como em Lages-
SC, Terezinha-Pl e em Barro-CE, os relatos revelaram
frequéncias mais altas, 11,5%, 34,1% e 90,9%, respectiva-
mente.(®16.21)

Infelizmente, diversos trabalhos reportando frequén-
cias de contaminacéo variada de 32%, 44%, 62,5%, 80%
e 90% nao reportaram a variedade de alface com que tra-
balharam, dificultando comparag¢des sobre a influéncia
deste parametro na frequéncia de parasitos.("'81°2%) No
entanto, num conjunto de nove trabalhos realizados com
alface crespa, incluindo o presente, apenas em ltuverava
foi relatada frequéncia de 2,0%.?" Todos os demais re-
portaram frequéncias que oscilaram de 7,4% a 100% de
contaminacao nas alfaces crespas analisadas, tanto de
supermercados como feiras ou varejées.(®141621-23) Qs re-
sultados ndo permitem conclusdes sobre a relevancia da
estrutura da variedade da hortalica na frequéncia de
enteroparasitos humanos pois ha outros aspectos envol-
vidos.

Quanto aos enteroparasitos encontrados no presente
trabalho, tem-se que cistos de G lamblia e de E. coli e ovos
de A. lumbricoides e de T. trichiura séo comumente repor-
tados por diversos autores analisando alfaces tanto de su-
permercados como de feiras e varejoes.(":81416.18-23.27-30)

A variacéo das frequéncias reportadas, no entanto,
é grande. Por exemplo, enquanto que G /amblia foi
verificada, no presente trabalho, em 21,8% das amostras
de alfaces crespas de supermercados e em apenas 2%
das amostras das alfaces de feiras, em Salvador-BA fo-
ram reportados valores de 13,3% e 20% respectivamente
em supermercados e feiras, também em alfaces cres-
pas.®

No estado de Sao Paulo, nos municipios de Quata,'¥
Sao Carlos!"® e Santos(” foram reportadas as frequéncias
de 40%, 10% e 4% de G lamblia, respectivamente, em
alfaces analisadas de mercados.

A mesma variacao de frequéncias se verifica para as
outras espécies em varias localidades de diversos esta-
dos brasileiros. De qualquer forma, a presenga de proto-
zoarios e helmintos enteroparasitos confirma o potencial
de transmissao pelas hortaligas contaminadas.

As razdées pelas quais estas espécies foram encon-
tradas nas hortalicas € uma questao multifatorial. A analise
da qualidade da dgua de irrigacéo, tanto no cultivo conven-
cional como no cultivo por hidroponia, a verificacédo da
frequéncia de formas infectantes no solo das produgdes
convencionais e no adubo utilizado em cultivos organicos
também precisa ser realizada.?'?® Outros aspectos como
a qualidade das hortalicas ainda no solo e ap6s a embala-
gem e o transporte até os pontos de comércio também pre-
cisam ser avaliados.®)
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Outra questao relevante, apresentada no presente tra-
balho, é quanto a frequéncia de ancilostomideos e de
Strongyloides stercoralis. Estes parasitos sdo comumente
reportados em frequéncia variada em hortalicas comer-
cializadas em cidades de diferentes estados brasilei-
ros.(7.8.18-2024.26.2830) A\ questdo € que as espécies de
Strongyloides parasitos de outros hospedeiros mamiferos
sao muito semelhantes morfologicamente." A sua identifi-
cacao quando parasitando o hospedeiro correspondente
é simples, mas quando as larvas sé@o encontradas fora do
hospedeiro, como no caso das alfaces, levanta a davida
quanto areal identificacdo morfolégica, como S. stercoralis,
uma vez que ha possibilidade de haver fezes de diferentes
mamiferos hospedeiros na agua de irrigacéo das hortali-
cas e/ou no solo do cultivo e até nas fezes usadas como
adubo.!"5?2 A mesma situagdo é relevante para ovos e lar-
vas de ancilostomideos.®)

Alguns autores levantaram estas questdes em tra-
balhos analisando diversas hortalicas como, por exemplo,
em Ribeirdo Preto-SP,?* em Salvador-BA?? e em Niterai-
RJ.? Todos esses autores relembram que nem todas as
larvas de nematoides em hortalicas sédo parasitos do ho-
mem. Muitas delas séo, inclusive, de vida livre enquanto
que varias podem ser parasitos de outros mamiferos e
até de plantas.

Salienta-se assim a necessidade de maior atengéo
na identificacdo destes helmintos, pois a incluséo de para-
sitos de diferentes grupos de hospedeiros superestima a
frequéncia destes parasitos assim como de suas parasi-
toses no homem e dificulta a comparacéao de dados da lite-
ratura. Mesmo agregando-se categorias para permitir a
comparacgéao de dados da literatura, como o proposto por
alguns autores,® incorre-se na superestimacgéo dos resul-
tados reais.

Felizmente, houve possibilidade de comparacéao de
dados entre os resultados do presente trabalho com al-
guns autores. Assim, a frequéncia de ovos e larvas de
ancilostomideos em alfaces crespas analisadas de feiras
e supermercados de Bauru-SP, igual a 41,5% e 41,8%,
respectivamente, sdo bastante superiores aos valores re-
portados em alfaces crespas de feiras de Niteréi-RJ®®
(4,8%) e de alfaces de feiras livres e supermercados de
Salvador-BA,® respectivamente reportados como 20%
e 26,6%.

Inversamente, a frequéncia de larvas de Rhabditoidea
em alfaces analisadas de feiras livres e supermercados de
Bauru-SP, respectivamente igual a 2% e 3,6%, mostraram-
se bem inferiores aos valores reportados em alfaces de
feiras livres de Niter6i-RJ(42,9%).?%

De qualquer forma, os valores de frequéncia de lar-
vas de Rhabditoidea e de ovos e larvas de ancilostomideos
nao reflete, necessariamente, algum potencial de transmis-
séo de enteroparasitos humanos.

339



Léllis JR, Rosa NCE, Castello Branco Jr. A

CONCLUSOES

Os resultados descritos permitem a comprovacéo da
existéncia de espécies de protozoarios e helmintos para-
sitos intestinais do homem em alfaces comercializadas em
feiras livres e supermercados de Bauru-SP. Este aspecto
associado a frequéncia de hortalicas contaminadas com-
provam o potencial de transmissao destes parasitos para
o homem pela ingestéo in natura desta hortaliga.

O nivel do potencial de transmissdo assim como os
mecanismos que levaram as frequéncias detectadas ne-
cessitam de avaliag6es mais detalhadas envolvendo diver-
sos fatores ndo avaliados no presente trabalho.

Abstract

Objective: Evaluate the occurrence of enteroparasites in lettuces in
farmers” markets and supermarkets. Methods: Fifty five heads of
lettuce marketted in five supermarket franchises in Bauru/SP and 94
heads of lettuce produced by nine different farmers were analysed from
October to December, 2016 and March to May, 2017, respectively.
Lettuce samples were collected and processed weekly at the laboratory.
Results: It was detected Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, Giardia
lamblia and Entamoeba coli. Nematode larvae of ancylostomoidea and
rhabditoidea were detected too. G. lamblia was the most prevalent
parasite. The contamination rate of vegetable from supermarkets ranged
from 18,2% to 36,3% while the values from farmers markets ranged
from 8,3% to 22,2%. Conclusion: Results obtained suggest that
vegetables may transmit enteroparasites in urban areas. The level of
this potential depends on non evaluated aspects such as food hygiene
and viability of parasite life stages.
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Vegetables; parasites; helminths; protozoa
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Resumo

Objetivo: O presente estudo objetivou tragar o perfil de resisténcia dos isolados de
Staphylococcus spp. resistentes a meticilina (SMR) em caes com otite externa provenien-
te de atendimentos ambulatoriais ou de internagdo. Métodos: Isolamento e identificagéao
bacteriolégica por meio de provas bioquimicas e testes de susceptibilidade a antibacterianos.
Detecgéo do gene mecA por PCR e determinagédo da concentragéo bactericida minima
(CBM) ao gluconato de clorexidina. Resultados: Foram coletadas 140 amostras e, des-
tas, foram isolados 122 Staphylococcus spp. (49,4%). Dos isolados bacterianos, 14 ce-
pas (11,47%) foram SMR (oito coagulase positiva e seis coagulase negativa), apresentan-
do o gene mecA. A concentracéo bactericida minima ao gluconato de clorexidina para os
Staphylococcus spp. coagulase positiva foi de 500.000 ng/mL (0,5%) e para os coagulase
negativa foi de 62.500 png/mL (0,0625%). Cinco SMR foram positivos para o teste-D. Os
SMR foram 100% sensiveis a linezolida, cloranfenicol e rifampicina. Conclusao: Apesar
da baixa frequéncia da multirresisténcia encontrada, existe a necessidade de monitoramento
efetivo em estirpes isoladas de animais domésticos, garantindo o sucesso do tratamento
e controle da resisténcia bacteriana em infecgdes otoldgicas caninas.

Palavras-chave

Caes; otite externa; Staphylococcus spp.; resisténcia a meticilina

INTRODUGAO

Dentre as patologias auditivas caninas, a otite exter-
na apresenta-se como uma das mais importantes, repre-
sentando de 8% a 15% dos casos atendidos na rotina clini-
ca veterinaria brasileira.( A otite externa é uma afecgéo
inflamatéria que acomete o canal auditivo externo, sendo
considerada uma das enfermidades mais comuns em cées.
Acredita-se que a otopatia ocorra em fungéo das caracte-
risticas anatémicas da orelha na espécie canina e apre-
senta-se muitas vezes como um desafio diagnoéstico e
terapéutico para o clinico.?

Nos ultimos anos tem sido reportado que a resistén-
cia bacteriana aos agentes antimicrobianos em isolados
obtidos de secrec¢des auriculares caninas vem aumentan-
do.” Portanto, a cultura bacterioldgica e os testes de sus-
ceptibilidade aos agentes antimicrobianos s@o de grande
importancia para o sucesso do tratamento, bem como para
prevenir a selegédo de cepas multirresistentes.®

A reducédo da susceptibilidade a antibioticos, entre as
varias espécies bacterianas, representa um problema de
saude publica mundial, uma vez que o surgimento de no-
vos recursos terapéuticos ndo acompanha a evolugao dos
mecanismos de resisténcia bacterianos.” Em se tratando
da meticilina, essa diminuicdo pode ocorrer tanto em
Staphylococcus spp. coagulase positiva (SCP) quanto em
Staphylococcus spp. coagulase negativa (SCN)® pela
modificacdo das proteinas ligantes de penicilina sintetiza-
das pelo gene mecA, que torna as cepas bacterianas re-
sistentes aos antibiéticos betalactamicos.

O fendbmeno da resisténcia aos antimicrobianos apre-
sentado pelos Staphylococcus spp. em animais tem sido
considerado um problema crescente em medicina veteri-
naria.® O SMR tem sido diagnosticado como um agente
etiologico de potencial zoonético, sugerindo que animais
de companhia e de producdo podem servir como reserva-
torios deste microrganismo, ocasionando infecgcdes em
humanos.®
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Considerando a elevada frequéncia de atendimen-
tos de cées com otite externa bacteriana nas clinicas ve-
terinarias, o presente estudo teve por objetivo verificar a
ocorréncia de SMR e seu perfil de resisténcia aos antibac-
terianos em pacientes ambulatoriais e de internamento
diagnosticados com a otopatia, visando o aprimoramen-
to na conduta clinica do médico veterinario.

MATERIAL E METODOS

Tratou-se de um estudo transversal descritivo e de abor-
dagem quantitativa. Entre junho de 2015 e abril de 2016
foram coletadas 140 amostras de secrec¢éo otolégica de
pacientes caninos de ambos os sexos sem distingdo de
raca e idade, diagnosticados com otite externa, recrutados
por demanda espontanea através de atendimento clinico
em um hospital veterinario privado na cidade de Natal (RN)
para realizagdo de bacterioscopia, cultura bacteriana e
antibiograma. Este trabalho limitou-se apenas ao estudo
bacteriologico.

Como critério de inclusdo, os caes otopatas deveri-
am apresentar pelo menos dois sinais indicativos de otite
externa: prurido, estenose do conduto auricular, eritema,
descamacao, lignificacao, alteragdes na quantidade, cor e
odor da secrecéo auricular, dor a palpacao, meneio cefalico.

A coleta do espécime foi realizada com auxilio de
swabs individuais estéreis dos pavilhdes auriculares e
meato acustico bilateralmente, acondicionados em meio
de transporte Cary Blair (HiMedia®) e encaminhados ao
Laboratério de Micobactérias da UFRN para processa-
mento em até 24 horas apds a coleta. Para isolamento
bacteriano, as amostras foram cultivadas nos meios de
agar suplementado com 5% de sangue de carneiro des-
fibrinado (HiMedia®) e agar MacConkey (HiMedia®) e
entdo incubadas a 35°C por 24 horas em estufa bacterio-
l6gica.® Aidentificacdo ocorreu através da coloragéo de
Gram e provas bioquimicas.®"® Posteriormente, todos os
isolados foram submetidos ao teste de susceptibilidade
aos antimicrobianos: penicilina (PEN, 10U), cefoxitina
(CFO, 30 pg), gentamicina (GEN, 10 ug), sulfametoxazol-
trimetoprima (SUT, 1,25/23,75 ug), levofloxacina (LEV, 5 pg),
eritromicina (ERI, 15 ug), cloranfenicol (CLO, 30 pg),
clindamicina (CLI, 2 ug), rifampicina (RIF, 5 ug), tetraciclina
(TET, 30 pg) e linezolida (LNZ, 30 ug) pelo método de di-
fusdo em agar Mueller-Hinton (HiMedia®) com discos, in-
cluindo o teste-D.®1®

As cepas resistentes a cefoxitina detectadas no
antibiograma (agar disco difusdo) foram triadas para o teste
Met-25. Neste teste, as amostras foram transferidas para
tubos contendo caldo Brain Heart Infusion (BHI - HiMedia®)
e entdo deixadas em estufa bacteriolégica a 37°C por 24
horas sob agitacdo para posterior semeio em placas con-
tendo 25 pg de meticilina."” Confirmando crescimento

RBAC. 2019;51(4):342-7

bacteriano (positividade do Met-25), era entdo realizada
PCR a fim de confirmar presenga do gene mecA.

A extracdo do DNA cromossomal foi realizada pela téc-
nica da lise térmica e o gene mecA foi detectado utilizando-
se os primers mecA senso 5-TCCAGATTACAACTTCAC
CAGG-3' e mecA antissenso 5'-CCACTTCATATCTT
GTAACG-3' amplificando 192 pares de bases na regido V
do dominio 23S do gene do RNA ribossémico do SCCmec,
ambos na concentragéo de 0,5 uM. Areacéo foi preparada
pela adigéo de 25 unidades/mL de Tag DNA polimerase, 200
pL dATP, 200 yLdCTP, 200 yL dGTP, 200 uL dTTP, 3 mM de
MgCI2 em termociclador Biorad® (Sao Paulo, Brasil) T- 100
Thermal Cycler utilizando Master Mix (Promega®, Séo Pau-
lo, Brasil).("?

Os ciclos da reacgéo foram: um ciclo de 94°C por cin-
co minutos para desnaturacéo inicial do DNA alvo, segui-
do de 35 ciclos de trinta segundos a 94°C, trinta segundos
a 52°C, um minuto e trinta segundos a 72°C, e um passo
de extensao final do primer a 72°C por cinco minutos. Os
produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose a 1% com tampao TBE (Tris- Acido-Bérico-
EDTA) 0,5 x durante cinquenta minutos a 100V. Na sequén-
cia da eletroforese, os géis foram corados com brometo
de etidio a 10 pL por dez minutos e visualizados em transilu-
minador UV e fotografados. Como controle positivo foi uti-
lizada a cepa BMB 9393 e como controle negativo da rea-
¢do, agua livre de nuclease.(™

Nos espécimes portadores do mecA foi determina-
da a concentracdo bactericida minima ao gluconato de
clorexidina, ou seja, a menor concentragdo da solugéo de
clorexidina capaz de impedir o crescimento estafiloc6cico;
100 pL de BHI (concentracéo dupla) foram distribuidos em
placa de microtitulagdo de 96 pogos, em todos os pocos.
Foram adicionados a primeira coluna 100 pyL de solugéo
de gluconato de clorexidina a 1%; depois, foram homoge-
neizados e retirados 100 pL de cada pogo da coluna 1
(da linha A até a linha H) para a coluna 2. Esse mesmo
procedimento se repetiu sucessivamente por todas as co-
lunas (até a coluna 12), obtendo-se, entao, as concentra-
¢bes da solugdo de clorexidina (1.000.000 pg/mL-" - 1%,
a7.812,5 ug/mL"-0,0078 12%)."3

Em seguida, adicionou-se uma aliquota de 10 pL do
in6culo bacteriano em cada pogo da microplaca e incubou-
se a 35°C por 24 horas. Apés esse tempo, 10 pL de cada
poco foram retirados e inoculados na superficie do agar
Mueller-Hinton (Himedia®) com as placas devidamente
identificadas para cada concentragéo testada. As placas
foram entao incubadas a 36°C e, ap6s 24 horas, foi obser-
vado se houve ou hdo crescimento bacteriano, e, se houve,
em qual concentragdo.™

Todos os dados da pesquisa foram agrupados em ta-
belas. As analises estatisticas para as associagdes entre
as variaveis foram realizadas com base no Teste Exato de
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Fisher (software estatistico R) com nivel de significancia
«=0,05. O valor de p menor que 0,05 foi considerado esta-
tisticamente significante. O modelo estatistico foi proposto
pelo Laboratério de Estatistica Aplicada da UFRN.

Etica

O presente estudo foi aprovado pela Comisséo de Eti-
ca no Uso de Animais da Universidade Federal do Rio Gran-
de do Norte (CEUA/UFRN) sob o protocolo n® 027/2015.

RESULTADOS

Nos isolados bacterianos dos 140 cdes participan-
tes do estudo percebeu-se que o género Staphylococcus
foi presente em 122 amostras (82 SCN - 67,21%; 40 SCP
-32,79%). Destes, 14 cepas foram SMR (11,47%), sendo
estas mesmas também positivas no Met-25 e apresenta-
ram o gene mecA (Figura 1). Das cepas resistentes a
Meticilina, cinco foram teste-D positivo (Figura 2).

mecA 200 ph

Figura 1. Produto da amplificagdo dos SMR em gel de eletroforese.

(A) Padréo de peso molecular 123 pb (invitrogen). (B) Cepa de Staphylococcus aureus BMB 9393, controle positivo para o gene mecA. (C) Amostra S. aureus
06. (D) Amostra SCN 09. (E) Amostra S. aureus 19. (F) Amostra SCN 20. (G) Amostra SCN 21. (H) Controle negativo. (I) Amostra S. aureus 24. (J) Amostra SCN
28. (K) Amostra S. intermedius 63. (L) Amostra S. hyicus 71. (M) Amostra SCN 79. (N) Amostra S. aureus 86. (O) Amostra SCN 109. (P) Amostra S. aureus 135.

(Q) Amostra S. aureus 136.

Espécime N % Teste-D (+) Met-25 mecA
Coagulase (+)
S. Intermedius 01 7,14 _ Positivo* Positivo*
S. aureus 06 42 86 02 Positivo* Positivo*
S. hyicus 01 7,14 _ Positivo* Positivo*
Coagulase (-) 06 42,86 03 Positivo* Positivo*
Total 14 100 05 14 14

(Teste Exato de Fisher: *p<0,05)

Figura 2. Perfil dos SMR isolados. Identificagéo e perfil das 14 cepas de SMR isoladas.

Todos os SMR apresentaram perfil de multirre-
sisténcia, mais notadamente frente as penicilinas (100%),
cefamicinas (100%), sulfametoxazol + trimetoprim
(78,57%), tetraciclinas (78,57%) e lincosamidas (64,29%).
Dentre os antimicrobianos testados, os que apresentaram
melhor sensibilidade in vitro foram: linezolida (100%),
cloranfenicol (100%), rifampicina (100%) e gentamicina
(78,57%).

Houve significancia estatistica pelo Teste Exato de
Fisher (software estatistico R - p<0,05) entre as variaveis
"resisténcia a cefoxitina" no antibiograma, "Met-25 posi-
tivo" e "mecA positivo" nas 14 amostras de SMR. A CBM
ao gluconato de clorexidina foi de 500.000 pg/mL (0,5%)
para os SCP e 62.500 pg/mL (0,0625%) para os SCN
(Figura 3).
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Figura 3. CBM para o gluconato de clorexidina das cepas SMR.
Crescimento bacteriano frente as concentragées de Clorexidina testadas.
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DISCUSSAO

Tunon et al."¥ discutiram que muitas vezes a otite é
um sintoma de outras doencas e ndo um diagnéstico de-
finitivo, podendo estar presente em cerca de até 25%
dos caes atendidos em uma clinica veterinaria por outro
motivo. Esta pode ser a provavel explicagdo para a
otopatia ter sido tdo detectada nos pacientes ambula-
toriais.

O fato de os estafilococos serem comensais da
pele e contaminantes ambientais pode ter favorecido sua
ocorréncia no presente estudo.® Além disso, a presen-
ca de diversos fatores de agressdo e a producdo da
enzima coagulase estdo correlacionadas a patogeni-
cidade do género Staphylococccus, conferindo maior
capacidade de determinar infecgdes, mesmo sobre pou-
ca influéncia de fatores predisponentes.("

Das cinco cepas que foram teste-D positivo, trés
eram de SCN e este dado é alarmante, pois além de
diminuir o arsenal terapéutico para o clinico veterinario,
possibilita que uma bactéria comensal do microbioma
adquira alto perfil de resisténcia, podendo, inclusive,
transmiti-lo para outras bactérias, causando um agravo
maior a saude do animal acometido.(' Tunon et al.("¥
comentaram que os SCN séo considerados patégenos
emergentes. Eles podem causar infec¢gdes oportunistas
em individuos que apresentem lesdes ou fagcam uso de
dispositivos médicos invasivos.('®

Acredita-se que o uso indiscriminado de antimicro-
bianos tépicos pelos proprietarios dos caes possa estar
induzindo o processo de resisténcia bacteriana, uma vez
que estes proprietarios frequentemente ignoram precei-
tos de limpeza, frequéncia regular de aplicagdes e dura-
¢do minima do tratamento.('® Sfaciotte et al."” discuti-
ram que a ocorréncia de microrganismos multirre-
sistentes na medicina veterinaria se da pelo uso de
antibacterianos como "promotores do crescimento” em
aves e suinos, na profilaxia de doencas especificas, além
do uso incorreto e no apelo comercial de certos farma-
cos.

Papich('® apontou que normalmente os estafilo-
cocos resistentes a meticilina também s&o resistentes a
diversas outras classes de antibacterianos nao B-lacta-
micos, como macrolideos, sulfonamidas e tetraciclinas,
dados semelhantes aos encontrados no presente estu-
do. Lilenbaum et al.\"® verificaram que as melhores dro-
gas contra infecgdes otoldgicas por Staphylococcus spp.
foram rifampicina e gentamicina. Oliveira et al.?” acres-
centaram ainda as quinolonas, os aminoglicosideos e o
cloranfenicol como antimicrobianos frequentemente es-
colhidos para o tratamento de otites caninas devido a
sua eficiéncia contra bactérias Gram-positivas e bacté-
rias Gram-negativas. Além destes, Cruz et al.?" indica-
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ram as cefalosporinas e inibidores de p-lactamases para
tratamento da otite externa canina, corroborando com
este estudo.

Cepas de SMR associadas com um perfil de multir-
resisténcia podem ser preocupantes em fungéo da sua
implicacdo na Saude Publica, mostrando que os céaes
podem ser reservatorios e fontes de transmiss@do em po-
tencial de patégenos multirresistentes para o homem pelo
contato fisico direto que ocorre com alta frequéncia de-
vido a percepg¢ao humana de que os animais de compa-
nhia sdo membros da familia e pelo fato de ambas as
espécies serem medicadas com as mesmas classes de
antibacterianos. Por isso, investir na educacgéao dos tuto-
res, em nocdes sobre posse responsavel dos animais,
além de cuidados de limpeza, retirada de pelos e da umi-
dade do conduto auditivo sdo imprescindiveis e aliadas
na profilaxia e no controle da otite em caes e na conse-
quente selecéo de bactérias multirresistentes.(®?

Mimica e Mendes®) demonstraram que nos ultimos
anos diversos autores conferiram boa acurécia do teste de
disco-difusdo com cefoxitina para o diagnoéstico rotineiro
da resisténcia a oxacilina em estafilococos. Pela relevan-
cia estatistica que houve (p<0,05) entre os testes de resis-
téncia fenotipicos e genotipico para os Staphylococcus spp.
deste estudo, constatou-se que ambos séo bons preditores
do carater de multirresisténcia estafiloc6cica na medici-
na veterinaria e conclui-se a relevancia do Met-25 no di-
agnostico clinico laboratorial. O teste fenotipico do Met-
25 acaba se tornando um método mais simples, eficiente
e de baixo custo quando comparado aos de biologia
molecular (PCR) quando se deseja realizar estudos de
vigilancia.®

Pegoraro et al.?®® destacaram que, para a agéo deger-
mante tanto de microrganismos Gram-positivos quanto
Gram-negativos, o gluconato de clorexidina é amplamen-
te utilizado na area da saude pelo seu efeito antisséptico.
E uma droga bem aceita no tratamento de afecgdes
dermatologicas, de facil acesso, baixo custo e provavel
baixa toxicidade em funcédo da baixa CBM encontrada no
presente estudo.

Camilo et al.®® discutiram que a utilizagdo do
gluconato de clorexidina para lavagens otolégicas em
caes que apresentam bactérias multirresistentes em qua-
dros clinicos de otites cronicas foi benéfica, servindo como
um auxiliar terapéutico no tratamento da otopatia, porém,
deve-se primeiro confirmar a integridade da membrana
timpanica do paciente.

CONCLUSOES
A otite externa canina é uma enfermidade relevante

na clinica veterinaria e o seu envolvimento com bactérias
multirresistentes é reportado. Para evitar a disseminacgéao
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dessas bactérias é de suma importancia se estabelecer o
perfil de susceptibilidade aos agentes antibacterianos, além
dos testes de resisténcia, visando um tratamento direcio-
nado e eficaz, obtendo-se assim o sucesso desejado.

Apesar da baixa ocorréncia de Staphylococcus spp.
resistentes a meticilina neste estudo, existe a necessida-
de de um monitoramento constante em cepas isoladas de
animais domésticos em virtude da transmissao de genes
de multirresisténcia e do potencial zoonético que estes po-
dem causar.
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Abstract

Objective: The objective of this study is to outline the resistance
profile of methicillin-resistant Staphylococcus spp. (MRS) isolates
from outpatient and inpatient care dogs diagnosed with otopathy.
Methods: Isolation and bacteriological identification through
biochemical tests and antibacterial susceptibility testing. Detection
of mecA gene by PCR and determination of minimum bactericidal
concentration (CBM) to chlorhexidine gluconate. Results: 140 samples
were collected and from these 122 was Staphylococcus spp. (49.4%).
Of all bacterial isolates 14 (11.47%) were MRS (eight coagulase
positive and six coagulase negative) with mecA gene. The minimum
bactericidal concentration to chlorhexidine guconate was 500,000 ug/
mL (0.5%) for coagulase positive Staphylococcus spp. and 62,500
1ng/mL (0.0625%) for coagulase negative. Five MRS were positive for
D-test. The MRS were 100% sensitive to linezolide, chloramphenicol
and rifampicin. Conclusion: Despite the low frequency of
multiressitance found, there is a need for more effective monitoring
in strains isolated from domestic animals to guarantee successful
treatment and control of bacterial resistance in canine otological
infections.
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Dogs; otitis externa; Staphylococcus spp.; methicillin resistance
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Relato de Caso/Case Report

Inclusdes semelhantes aos corpusculos de Russell em blastos

mieloides

Inclusions similar to Russell bodies in myeloblasts

Jodo Thomas Schmidt Mello?
Maria Carla Dania Barbosa?

Resumo

Julia Poeta’
Carine Ghem?®

Alteragdes nos mecanismos celulares resultam no aparecimento de corpusculos de Russel,
que sdo inclusdes intracitoplasmaticas basofilicas. Estas inclusdes ocorrem devido a uma
indigestao celular de proteinas e podem ser observadas em diversas condigdes patolégicas

como leucemias, mieloma muiltiplo, linfoma de Burkitt e gastrite com corpusculos de Russell,
sendo raramente observadas em leucemias mieloides agudas. O presente estudo relata a
presencga de inclusdées semelhantes aos corplsculos de Russell em blastos no sangue
periférico de uma paciente de 51 anos com leucemia mieloide aguda.

Palavras-chave

Leucemia mieloide; hematologia; corpos de inclusao

INTRODUGAO

A leucemia mieloide aguda (LMA) é uma neoplasia
hematolégica caracterizada pela expanséao clonal de célu-
las progenitoras hematopoiéticas, que t¢m como conse-
quéncia a proliferagcé@o de células mieloides imaturas, com
prejuizo da hematopoiese normal, levando a infecgdes se-
veras, anemia e hemorragia.("

A LMA pode ocorrer em qualquer faixa etaria, sendo
uma doencga predominante em pessoas idosas, com mé-
dia de idade ao diagnéstico de 68 anos.? A sua patogé-
nese esta associada a alteracdes genéticas e moleculares,
sendo descritas diferentes translocagdes cromossdmicas
e mutacdes génicas que estdo envolvidas com alteracées
no mecanismo de proliferacao celular, como é o caso das
mutacdes incluindo os genes PML, RUNX1, CBFB, TET2,
FLT3, dentre outros.®

A mutacédo do gene FLT3 (FMS-like tyrosina kinase)
é uma das mais comuns alteragdes gendmicas na LMA,
identificada em aproximadamente 1/3 dos pacientes. O
gene FLT3 estalocalizado no cromossomo 13q12 e codifi-
ca um receptor com atividade tirosina quinase altamente
expresso em células progenitoras hematopoéticas. Esse
receptor esta associado a sinalizagédo nas vias de apoptose,
proliferacéo celular e diferenciacdo das células na medula

ossea, e 0 seu mau funcionamento provoca descontrole na
producdo hematopoiética e imaturidade celular.®

Alteragcdes nos mecanismos celulares também podem
ser evidenciadas pela presenca dos corpusculos de Russell,
que sdo inclusdes intracitoplasmatica basofilicas. Estas
inclusdes ocorrem devido a uma indigestao celular de pro-
teinas e podem ser observadas em diversas condigdes
patol6gicas como: leucemias, mieloma multiplo, linfoma de
Burkitt e gastrite com corpusculos de Russell, sendo mais
raras de serem observadas nas leucemias mieloides agu-
das.® As possiveis causas destas alteragdes intracelulares
sdo a falha na degradacéo de proteinas no reticulo endo-
plasmatico, mutagdo em uma imunoglobulina da classe G,
que nao pode ser degradada pelas proteases, ou falha no
transporte para a degradacéao.”

Os corpusculos de Russel representam morfologica-
mente a cisterna do reticulo endoplasmatico dilatado con-
tendo imunoglobulinas condensadas, geralmente uma
imunoglobulina mutada que nédo é secretada ou néo é de-
gradada. Originalmente foram descritos nas células plas-
maticas, porém tém sido encontrados em diferentes tipos
celulares.”

O presente estudo tem como objetivo relatar a pre-
senca de inclusdes citoplasmaticas semelhantes aos cor-
pusculos de Russell em blastos de esfregaco de sangue
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Inclusées semelhantes aos corplsculos de Russell em blastos mieloides

periférico em uma paciente com LMA. Este estudo obteve
aprovacgédo no Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre sob o nimero 2018-08-24, e a pa-
ciente assinou o termo de consentimento livre e esclarecido.

RELATO DE CASO

Paciente do sexo feminino, 51 anos de idade, com
diagnéstico prévio de LMA, apresentou recaida medular da
doenca dois anos ap6s o diagnéstico. No hemograma fo-
ram observados: eritrécitos: 2,55 milhdes/ulL; hemoglobina:
7,3 g/dL; hematocrito: 21,5%; VCM: 84,3fL; HCM: 28,6 pg e
leucécitos totais: 19,38 x10%/uL, com presenga de 95% de
blastos no esfregaco de sangue periférico. Na analise do
esfregaco sanguineo foram observados blastos com inclu-
sOes intracitoplasmaticas basofilicas, muito similares aos
corpusculos de Russell (Figura 1). A paciente apresentou
cariétipo normal, com presenca de mutacao do gene FLT3.

Fig.1. Blastos cominclusées citoplasmaticas semelhantes a corptisculos
de Russell.

O estudo imunofenotipico da populagéo total de célu-
las identificou 87% de células mieloides imaturas, positi-
vas para cMPO fraco e heterogéneo, CD33 fraco e CD45
fraco, destas 25% expressam CD117 fraco. Auséncia de
CD35, HLA-DR e CD15, sendo esse imunofendtipo suges-
tivo de LMA.

O medulograma apresentou medula hipercelular com
a hematopoiese normal substituida por infiltracdo de 90%
de blastos com aspecto mieloide. A paciente iniciou proto-
colo quimioterapico e entrou em remissao morfolégica. Nao
foi realizado o transplante de células-tronco hematopoiéticas
devido ao alto risco de morte.
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DISCUSSAO

Os achados morfolégicos no esfregaco de sangue
periférico, mielograma e a imunofenotipagem por citometria
de fluxo s@o utilizados em conjunto para confirmar o diag-
nostico da LMA. A andlise citogenética e o screening para
mutagdes genéticas também auxiliam no diagnéstico e
prognéstico do paciente, sendo que a mutagdo do gene
FLT3 é um alvo importante para o desenvolvimento de te-
rapias para o tratamento da LMA e outras formas de
leucemia. Entender os mecanismos pelos quais cada mu-
tacao interage com os mecanismos celulares pode auxiliar
no diagnéstico e prognéstico do paciente.

O presente relato demonstrou a presenca de inclu-
sdes morfologicamente semelhantes aos corpusculos de
Russell em blastos de uma paciente com LMA. Acredita-se
que a hiperestimulacéo antigénica na leucemia, provocada
pelas inflamacdes ou pela invaséo de agentes patolégicos,
possa resultar em disfungdes de armazenamento de prote-
inas no reticulo endoplasmatico, ndo s6 em plasmocitos
mas também em blastos.®® No entanto, n&o foi evidencia-
da a presenca de processo inflamatério ou infeccioso ativo
nesta paciente, uma vez que estes quadros poderiam es-
tar associados a depositos intracelulares e, desta forma,
contribuir para a formacéao das inclusdes observadas.

Bunting & Lew demonstraram a presenca de inclusdes
semelhantes aos corpusculos de Russel em um caso de
leucemia linfoblastica, porém os exames de imunohisto-
quimica foram negativos para IgM e cadeias leves Kappa
e Lambda, demonstrando que o material condensado nao
era constituido por imunoglobulinas, como ocorre na for-
macao dos corpusculos de Russell. As inclusées eram com-
postas de material granular e fibrilar, demonstrando que
distarbios fisiolégicos sdo capazes de causar disfuncdes
de armazenamento intracelular em blastos.("?

No presente relato de caso nao foi possivel a reali-
zacédo de exames de imunohistoquimica para avaliar a
composic¢do das inclusdes observadas, e ndo esta claro
o papel desempenhado por esse achado incomum na
morfologia dos blastos para o diagnéstico e prognéstico
da LMA, bem como se existe uma associagcdo da muta-
cédo do gene FLT3 com a presenga dos corpusculos de
Russel, uma vez que essa mutagéo é a causa de altera-
¢des de mecanismos celulares. O conhecimento das ca-
racteristicas bioquimicas e consequéncias fisiol6gicas dos
corpusculos de Russell ainda permanecem obscuras, sen-
do necessarios estudos adicionais para avaliar o seu real
valor prognéstico.

Abstract

Changes in cell mechanisms result in the appearance of Russel bodies,
which are basophilic intracytoplasmic inclusions. These inclusions
occur due to cellular indigestion of proteins, and can be observed in
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several pathological conditions such as leukemias, multiple myeloma,
Burkitt's [ymphoma, and gastritis with Russell bodies, but rarely observed
in acute myeloid leukemias. The present study reports the presence
of inclusions similar to Russell bodies in peripheral blood blasts in a
51-year-old female patient with acute myeloid leukemia.
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Myeloide Leukemia; hematology; inclusion bodies
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Avaliacao da concordancia da dispensacao de antimicrobianos
em relagao aos microrganismos isolados em culturas de um
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microorganisms isolated in cultures of a hospital in the middle-west of Santa Catarina State
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INTRODUGAO

Resumo

Os antibacterianos estao entre os farmacos mais prescritos e dispensados, sobretudo em
ambientes hospitalares, porém, seu uso inadequado, metodologias indevidas de teste,
falta de coeséo na prescri¢do e ndo aderéncia do paciente ao tratamento implica resistén-
cia bacteriana, elevacao de custos com terapias e diminui¢do da qualidade de vida do
paciente. Objetivou-se com este estudo analisar a coeréncia da prescrigéo, dispensagéo
e antibacterianos testados, tendo como base as normativas do Clinical & Laboratory
Standards Institute (CLSI) contidas no manual M100-S25. Os dados foram obtidos por
meio da analise das hemoculturas, culturas de urina e de aspirado traqueal de pacientes
internados no periodo de janeiro a julho de 2017 em um hospital de médio porte de um
municipio localizado no meio-oeste catarinense, totalizando 66 amostras. Do total de
prontuarios e culturas analisadas, 28,8% dos antibacterianos prescritos ndo estavam de
acordo com a metodologia ou com a classe testada preconizada pelo CLSI; 37,9% esta-
vam parcialmente corretos e 33,3% estavam corretos em relagdo aos objetivos deste
estudo, sendo observadas necessidades de redirecionamento da terapéutica e adequa-
¢ao mais rigorosa das metodologias vigentes no manual. Os resultados do presente estu-
do podem servir de alerta as instituicdes hospitalares para que adotem a racionalizagdo
do uso de antimicrobianos, fundamentado no laudo do antibiograma liberado pelo laboraté-
rio e na concordancia da dispensagédo em relagdo aos microrganismos isolados e contem-
plando medidas que permitam uma melhoria no padrao de prescrigao pautado no CLSI.

Palavras-chave
Antimicrobianos; dispensacéo; hospital

A utilizagédo de antimicrobianos nos hospitais tem sido
avaliada como inadequada, irrelevante ou exagerada. Os

Na pratica hospitalar, os antibacterianos estao entre
os medicamentos mais prescritos e o seu uso inadequado
implica resisténcia bacteriana, elevacéo de custos e dimi-
nuicdo da qualidade de vida do paciente. O principio da
escolha do antimicrobiano se norteia por testes de efetivi-
dade microbiolégica para microrganismos coletados do
paciente, isto é, terapia especifica. Em contrapartida, exis-
tem situagdes nas quais o inicio do tratamento precisa ser
feito antes do diagnéstico laboratorial, representando a te-
rapia empirica. O tratamento empirico é aceitavel em con-
dicdes de severidade da infecgéo, impossibilidade de se
conseguir isolado clinico e incompeténcia de testes de efi-
ciéncia microbiolégica para algumas bactérias.("-?

microrganismos, anteriormente sensiveis aos antimicrobia-
nos comuns e que se limitavam a ocasionar infec¢des den-
tro do ambiente hospitalar, tém se tornado razdes de
morbidade e mortalidade nos pacientes internados, além
de afetar o ambiente extra-hospitalar por seus diversos
meios de difusdo, promovendo doencgas graves na popula-
¢ao antes saudavel.¥

Além disso, os eventos adversos a medicamentos
(EAMs) podem promover o prolongamento do tempo de
internacao hospitalar, ocasionar agravamentos na situacao
clinica do paciente e até levar ao 6bito.®

Além dos fatores relativos aos agentes microbianos,
a escolha do antimicrobiano deve estar fundamentada no
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conhecimento de outros fatores, como as peculiaridades
do hospedeiro e os aspectos farmacologicos basicos
(farmacocinética e farmacodinamica) do antimicrobiano a
ser utilizado, fato relevante apontado pela Organizagéo
Mundial da Saude (OMS), uma vez que cerca de 50% das
prescricdes dos antimicrobianos em todo o mundo sao
inapropriadas. Tal fato justifica o monitoramento do uso de
antimicrobianos, desde sua compra até os resultados
terapéuticos obtidos através deles.®”

Considerando a importancia que representa esta clas-
se terapéutica, devem-se centralizar esforcos em medidas
que correlacionem o microrganismo isolado, o perfil de
sensibilidade e a necessidade de padronizacdao dos
antibacterianos testados com as normas vigentes do
Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI), para que
a prescricdo adequada de antimicrobianos se consolide
em uma das a¢gbes no combate a resisténcia microbiana.®®

A equipe laboratorial tem como componentes sua
maior parte formada por farmacéuticos e biomédicos. Am-
bos tém a propensao de amplificar medidas, tendo por prin-
cipal objetivo prevenir a propagacao do microrganismo re-
sistente contestando o uso inadequado de antimicrobianos,
as elevadas taxas de infec¢cdes hospitalares, extensdo no
tempo de internacdo e mortalidade, condigéo que vem agra-
vando a posi¢ao financeira dos hospitais e todo o sistema
de saude publica no pais.("®™

A Comissao de Controle de Infec¢cdao Hospitalar
(CCIH) é indispensavel na prevencao da resisténcia bacte-
riana. O farmacéutico e o biomédico, como componentes
da CCIH, sao os profissionais capacitados para avaliar as
prescri¢cdes hospitalares, propor o uso adequado dos anti-
microbianos, elaborar juntamente com uma equipe multi-
disciplinar um guia de uso de antibacterianos. A padroni-
zacao deve ser realizada, assim como os exames de iden-
tificacéo do agente infeccioso e sensibilidade dos antimi-
crobianos, para a correta selecao do farmaco, a preven-
¢do da propagacéao do patégeno e sua correta eliminagao
do ambiente.(?13

Assim, o objetivo deste estudo foi analisar a concor-
dancia da dispensacéo de antimicrobianos em relacéo aos
microrganismos isolados em culturas de um hospital no
meio-oeste catarinense.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado com base nos resul-
tados dos laudos laboratoriais microbiolégicos e as pres-
cricdbes médicas de antibacterianos. O local da pesquisa
foi em um hospital do meio-oeste catarinense de médio
porte com 163 leitos.

Essa instituicdo possui abrangéncia regional prestan-
do servicos aos usuarios o Sistema Unico de Saude, aten-
dimentos de conveniados e particulares. Também conta com
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servicos de média complexidade nas demais unidades
assistenciais: ambulatério de especialidades, urgéncia e
emergéncia, Centro e Unidade de Terapia Intensiva (CTI),
pediatria e obstetricia. A farmacia do hospital possuia sis-
tema de distribuicdo de medicamentos individualizada. O
laboratério do hospital possuia setor de microbiologia para
as analises das culturas, identificagdo bacteriana e teste
de sensibilidade aos antibacterianos.

Apo6s aprovacdo de nimero 67386417.3.0000.5593
do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Universidade Alto Vale do Rio do Peixe — UNIARP, foram
coletados os dados dos prontuarios eletrénicos dos paci-
entes. Apos a identificacdo dos pacientes, foram analisa-
dos os laudos laboratoriais microbiolégicos e as prescri-
¢des médicas dos adultos internados na faixa etaria de 19
a 88 anos, de ambos os géneros, no periodo de janeiro de
2017 a julho de 2017.

Como critério de inclusao, foram coletados os dados
apenas dos prontuarios com prescrigao de antibacterianos
via oral e/ou parenteral, cujos pacientes permaneceram no
minimo cinco dias internados e possuiam cultura com iden-
tificacdo bacteriana e teste de susceptibilidade aos antimi-
crobianos realizados pelo laboratério de microbiologia do
hospital.

Para a avaliacdo da concordancia da dispensacgéao
de antimicrobianos em relagdo aos microrganismos isola-
dos foram analisadas as bactérias causadoras da infec-
¢éo, a susceptibilidade ao antimicrobiano e a relagdo como
a padronizacao proposta pelo CLSI. Para as analises dos
dados foram elaboradas planilhas no programa Microsoft
Office Excel e, apés, processada a estatistica descritiva
utilizando-se valores absolutos e porcentagens por meio
de tabelas.

RESULTADOS

Neste estudo pdde-se verificar que 17,4% tinham a
idade entre 19 e 40 anos, 23,9% entre 41 e 60 anos e 58,6%
entre 61 e 88 anos. No periodo estudado observou-se um
total de 66 amostras sendo quatro de hemocultura, 21 de
urocultura e 41 de aspirado traqueal.

Os antibacterianos testados foram divididos em gru-
pos (A, B, C, U) segundo normativas do CLSI. Para o gru-
po A séo testados antibacterianos das classes das penici-
linas, cefalosporinas de 12 e 32 geracdo, aminoglicosideos,
macrolideos, sulfonamidas e lincosaminas. Para o grupo B
sdo testados antibacterianos das classes das penicilinas,
cefalosporinas de 22, 32 e 42 geracéo, aminoglicosideos,
quinolonas, carbapenémicos (3-lactamico), glicopeptideos,
oxazolidonas e sulfonamidas. Para o grupo C séo utiliza-
dos os antibacterianos das classes [R-lactamicos, cefalos-
porinas de 32 e 52 geracao, tetraciclinas, anfenicois,
quinolonas e aminiglicosideos. O grupo U fica restrito ao
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uso para uroculturas e séo testados antibacterianos das
classes cefalosporinas de 12 geracao, as quinolonas, tetra-
ciclinas e sulfonamidas.

Ao analisarmos a Tabela 1, infere-se que os antibac-
terianos testados estéo parcialmente corretos e de acordo
com o CLSI. Foram testados do grupo A 22,2%, do grupo
B, 5,5%, grupo B*,16,6%, grupo C, 16,6%, grupo U, 22,2%
e grupo Z, 16,6%. Os antibacterianos prescritos e dispen-
sados variaram de um a cinco por paciente, sendo 25%
dispensados de forma correta, 25% parcialmente correta

e 50% de forma incorreta, ou seja, ndo preconizados pelo
CLSI em um periodo de internacao, que foi de 14 a 43 dias.

A distribuicdo dos antibacterianos pertence a diferen-
tes grupos dos antibacterianos prescritos, nota-se que o foco
de interesse nao foi alcangado, visto que houve erros na
prescricao e dispensacédo dos antibacterianos. Dessa for-
ma, infere-se que pacientes com um longo periodo de
internacdo podem néo ter obtido resultados positivos com
o tratamento, uma vez que fizeram uso inadequado de
antibacterianos.

Tabela 1 - Andlise dos antibacterianos testados e dispensados na unidade hospitalar em amostras de hemocultura no periodo de
internagédo nos meses de janeiro a julho de 2017, totalizando quatro culturas no periodo

Periodo de . . . Grupo de antibacterianos  Antibacterianos prescritos e Concordancia da
. = Microrganismo isolado . . =
internacao testados segundo CLSI dispensados dispensagao
14 dias Staphylococcus coagulase negativa AB*CUZ CRO** VAN N

30 dias Staphylococcus coagulase negativa AB*CUZ CPM, PPT,VAN N

31 dias Staphylococcus coagulase negativa A B* U ASB, CPM, LVX, MER, VAN P

43 dias Escherichia coli (E. coli) ABCUZ PPT S

Z- Antibidtico testado ndo presente nos grupos antimicrobianos preconizados pelo CLSI;

N- A dispensagao realizada ndo condiz com os antibacterianos testados;

S- A dispensagao segue os antibacterianos testados e as metodologias de teste sdo aceitas;
P- Condiz parcialmente. Houve a dispensacéo de antibacterianos nao testados ou ndo pertencentes ao grupo bacteriano preconizados pelo CLSI;

*O antibiotico testado ndo segue a metodologia proposta;

**Antibiético dispensado nao foi testado e/ou ndo esta presente nos grupos antimicrobianos preconizados pelo CLSI.
Ceftriaxona (CRO); Vancomicina (VAN); Cefepime (CPM); Piperacilina+Tazobactam (PPT); Ampicilina+Sulbactam (ASB); Levofloxacino (LVX) e

Meropenem (MER).

Ao analisarmos os resultados apresentados na Tabela
2, observa-se que 21,6% dos antibacterianos foram testa-
dos corretamente, seguindo a norma preconizada pelo CLSI.
Os antibacterianos testados do grupo A foram 21,6%, grupo
B, 21,6%, grupo C, 18,5%, grupo U, 21,6%, grupo Z,9,2% e

grupo Z*, 7,2%. O periodo de internagéo variou de 6 a 130
dias, tendo em vista que os pacientes com longo prazo de
internamento estavam tratando outros tipos de doencas.
Apos os resultados das uroculturas, ressalta-se que
61,9% do total de pacientes receberam tratamento dire-

Tabela 2 - Andlise dos antibacterianos testados e dispensados na unidade hospitalar em amostras de urocultura no periodo de internagdo
nos meses de janeiro a julho de 2017, totalizando 21 culturas no periodo (12 parte)

Periodo de Microrganismo Grupo de antibacterianos  Antibacterianos prescritos e Concordancia da
internacao isolado testados segundo CLSI dispensados dispensacéo
07 dias E. coli ABCU CFz S
53 dias Proteus mirabilis ABCUZ* FLU, PPT, VAN**, POLB N
11 dias E. coli ABCU ASB S
19 dias E. coli ABCU PPT S
15 dias E. coli ABU PPT, LVX S
130 dias E. coli ABCUZ* AMI, ASB, CPM, FLU**, CPM, FLU, P
MER, PPT, POLB, TEI**, VAN**

17 dias E. coli ABCU CRO, MER S
30 dias E. coli ABCUZ* CPM, PPT, VAN P
28 dias Morganella morganii ABCUZ* MER, VAN** N
24 dias E. coli ABCUZ FLU**, IPM, LVX S
7 dias E. coli ABUZ NIT S
39 dias E. coli ABUZ CFZ, CRO S
9 dias E. coli ABCUZ AMC, CAZ, CPM S
28 dias E. coli ABCUZ CRO, CIP, PPT S
74 dias E. coli ABCUZ* AMC, CAZ, LVX, PPT, VAN** P
7 dias E. coli ABCUZ ASB, CIP, GEN, LVX S
13 dias E. coli ABCUZ CPM N

RBAC. 2019;51(4):351-8
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Tabela 2 - Andlise dos antibacterianos testados e dispensados na unidade hospitalar em amostras de urocultura no periodo de internagéo
nos meses de janeiro a julho de 2017, totalizando 21 culturas no periodo (2a parte)

Periodo de Microrganismo Grupo de antibacterianos  Antibacterianos prescritos e Concordancia da
internagao isolado testados segundo CLSI dispensados dispensacéo

13 dias E. coli ABCUZ CPM N

14 dias E. coli ABCUZ* AMC, LVX, PPT, VAN** P

11 dias E. coli ABCUZ AMI, CAZ, CPM S

6 dias E. coli ABCUZ AMP S

55 dias Enterococcus sp. ABCUZ* AMI**, CPM**, FLU**, LVX, MER**, POLB, VAN N

Z- Antibiético testado nao presente nos grupos antimicrobianos preconizados pelo CLS; N- A dispensagéao realizada ndo condiz com os antibacterianos testados;

S- A dispensacéo segue os antibacterianos testados e os testados ou nao pertencentes ao grupo bacteriano preconizados pelo CLSI;

*O antibiotico testado nao segue a metodologia proposta pelo CLSI;

**Antibiotico dispensado nao foi testado e/ou ndo esta presente metodologias de teste sdo aceitas;

P- Condiz parcialmente houve dispensagao de antibacterianos ndo testados ou nao pertencentes ao grupo bacteriano preconizados pelo CLSI.

Cefazolina (CFZ); Fluconazol (FLU); Piperacilina+Tazobactam (PPT); Vancomicina (VAN); Polimixina B (POLB); Ampicilina+Sulbactam (ASB); Imipenem (IPM);
Levofloxacino (LVX); Amicacina (AMI); Meropenem (MER); Teicoplanina (TEI); Ceftriaxona (CRO); Nitrofurantoina (NIT); Amoxicilina+Clavulanato (AMC);

Ciprofloxacino (CIP); Ceftazidima (CAZ); Cefepime (CPM) e Gentamicina (GEN).

cionado onde os antibacterianos foram prescritos e dispen-
sados de acordo com a preconizagédo do CLSI. Do total,
19,0% estavam parcialmente corretos enquanto que 19,0%
foram prescritos de forma inadequada. Em face ao expos-
to, mais da metade dos pacientes teve o tratamento ade-
quado para a patologia diagnosticada.

A analise da Tabela 3 evidencia que 15,6% dos anti-
bacterianos foram testados de maneira inadequada em um

periodo de internamento que variou entre 5 a 99 dias, lem-
brando que os pacientes com internacdo, em longo prazo,
tratavam também outras patologias.

A andlise da dispensacdo de antimicrobianos em
amostras de aspirado traqueal apresenta um erro signifi-
cativo em relagdo as prescricdes e a dispensacgéo, com
apenas 22,5% prescritas de forma correta, 30% de pres-
cricdes incorretas e 47,5% parcialmente corretas, haven-

Tabela 3 - Andlise dos antibacterianos testados e dispensados na unidade hospitalar em amostras de cultura de aspirado traqueal no
periodo de internagdo nos meses de janeiro a julho de 2017, totalizando 40 culturas no periodo (12 parte)

Periodo de  Microrganismo

Grupo de antibacterianos Antibacterianos prescritos e Concordancia da

internacdo isolado testados segundo CLSI dispensados dispensacgéo
13 dias Staphylococcus ABCB* CPM, MER**, VAN P
coagulase negativa
5 dias Streptococcus ABZ VAN, FLU**, CPM, PPT** S
pneumoniae
7 dias Klebsiella ozaenae ABC VAN ** PPT P
12 dias Hafnia alvei ABU VAN**, MER S
99 dias S. pneumoniae ABCZ AMI, AMP, FLU**, MER, POLB**, TEI* VAN**, PPT P
99 dias Klebsiella oxytoca ABCUZ AMI, ASB, CPM, FLU**, MER, POLB, EI**, VAN**, PPT P
30 dias Staphylococcus aureus ABC UZ* CPM**, PPT, VAN P
10 dias Serratia liquefaciens ABCUZ MER, CPM S
59 dias Staphylococcus ABC*U AMI, ASB, FLU**, MER, POLB**, TEICO, VAN, PPT, N
coagulase negativa CPM
17 dias Staphylococcus aureus ABCUZ ASB, CAZ**, CPM, ERI N
8 dias E. coli ABCUZ AMP, CAZ S
13 dias E. coli ABCU CPM, PPT S
12 dias Klebsiella sp. ABCUZ ASB, CPM, MER, POLB, VAN** P
12 dias E. coli ABCZ ASB, CPM, MER, POLB, MER, VAN** P
30 dias Klebsiella ozaenae ABCUZ AMI, MER, VAN** S
29 dias Staphylococcus aureus ABCU AMI, MER, VAN** N
16 dias Staphylococcus ABCU CIP, PPT N
coagulase negativa
20 dias E. coli ABCU CRO, CIP, CPM S
20 dias Staphylococcus ABC*U CFL, CPM, FLU**, MER**, VAN N

coagulase negativa
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Tabela 3 - Analise dos antibacterianos testados e dispensados na unidade hospitalar em amostras de cultura de aspirado traqueal no
periodo de internagdo nos meses de janeiro a julho de 2017, totalizando 40 culturas no periodo (22 parte)

Periodo de Microrganismo Grupo de antibacterianos Antibacterianos prescritos e Concordancia da
internagao isolado testados segundo CLSI dispensados dispensacao
37 dias Klebsiella ozaenae ABC*UZ AMI, CRO, FLU**, GEN, MER, PPT, VAN S
20 dias Enterobacter sakazakii ABCUZ MER PIP+TAZ, VAN** P
16 dias K. ozaenae ABCUZ CFZ, COM, VAN** P
5 dias K. ozaenae ABCUZ FLU**, GEN, IPM, MER, PPT, VAN** P
56 dias S. aureus ABC*UZ CPM, PPT, VAN N
14 dias Streptococcus pneumoniae  AB C* Z ASB, CPM, LVX, VAN P
62 dias Morganella morganii ABCUZ AMP, CPM, FLU**, PPT, VAN** P
4 dias E. coli ABCUZ CAZ, CPM, MER, POLB P
24 dias S. aureus ABC*U AMX, LVX, PPT, VAN N
12 dias S. aureus ABCU AMP, LVX P
28 dias K. ozaenae ABCUZ AMI, AMP, CIP, FLU**, MER, VAN** S
18 dias S. aureus ABCU AMP, CFZ, CPM N
29 dias K. ozaenae ABCUZ AMI, FLU**, MER, PPT VAN** P
24 dias S. aureus ABC*UZ CRO, CPM, PPT, VAN N
47 dias K. ozaenae ABCUZ FLU**, IPM, PPT, TEI**, VAN** N
24 dias Enterococcus sp. ABCUZ CAZ, CPM, OXA, VAN N
98 dias E. coli ABCUZ AMI, FLU**, MER, POL, VAN** P
38 dias S. aureus ABC*UZ MER**, PPT,VAN N
30 dias Proteus mirabilis ABCUZ CPM, FLU**, MER, VAN** P
7 dias K. ozaenae ABCUZ CRO, CLI** P
16 dias K. ozaenae ABCUZ MER, PPT,VAN** P

Z- Antibiético testado nao presente nos grupos antimicrobianos preconizados pelo CLSI; N- A dispensacéo realizada ndo condiz com os antibacterianos testados;
S- A dispensagéo segue os antibacterianos testados e as metodologias de teste sao aceitas;
P- Condiz parcialmente houve dispensagéo de antibacterianos nao testados ou nao pertencentes ao grupo bacteriano preconizados pelo CLSI

*O antibiético testado ndo segue a metodologia proposta pelo CLSI;

**Antibiético dispensado ndo foi testado e/ou ndo esta presente nos grupos antimicrobianos preconizados pelo CLS

Amicacina (AMI); Amoxicilina+Clavulanato (AMC); Ampicilina+Sulbactam (ASB); Ceftazidima (CAZ); Cefazolina (CFZ); Ciprofloxacino (CIP); Cefalotina (CFL);
Clindamicina (CLI), Cefepime (CPM); Ceftriaxona (CRO); Eritromicina (ERI); Fluconazol (FLU); Gentamicina (GEN); Imipenem (IPM); Levofloxacino (LVX);
Meropenem (MER); Nitrofurantoina (NIT); Polimixina B (POLB); Piperacilina+Tazobactam (PPT); Teicoplanina (TEI) e Vancomicina (VAN).l.

do dispensacédo de antibacterianos ndo testados e nao
pertencentes aos grupos preconizados pelo CLSI para os
microrganismos isolados.

DISCUSSAO

A importancia do monitoramento e do padrédo de sen-
sibilidade/resisténcia dos antimicrobianos frente aos mi-
crorganismos aumenta diante das falhas no tratamento que,
na maioria das vezes, é empirico. No entanto, para o su-
cesso da terapéutica é necessario uma nova conduta que
favoreca o sucesso na terapia.

Uma das diretrizes mais populares utilizadas em todo
o mundo é a do Instituto de Padrées Clinicos e de Labora-
tério (CLSI), cujos cortes interpretativos para antibacte-
rianos sdo baseados em distribuicées de Concentracdes
Inibitérias Minimas (MIC), propriedades farmacocinética,
farmacodinamicas e mecanismos de resisténcia.('*1® As
infecc6es mais prevalentes em ambientes hospitalares no
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Brasil, em um estudo realizado nas cinco regides brasilei-
ras, destacaram a pneumonia, com prevaléncia de 3,6%, a
sepse com 3,5%, a infecgdo do sitio cirirgico com 1,4%, a
infecgdo do trato urinario com 1,1% dos casos.("®

As infecgdes causadas por patégenos na circulagéo
sanguinea tem sido de grande impacto sobre o diagnésti-
co e cuidados terapéuticos em pacientes. A identificacao
do microrganismo ocorre através de analise bacteriologica
no sangue pela hemocultura e tem valor preditivo quanto
ao diagnoéstico, uma vez que os casos de septicemia séao
os mais agravantes na evolugao clinica do paciente.(™

A terapia empirica de amplo espectro deve ser utiliza-
da nos pacientes com sepse grave ou choque séptico, com
o objetivo de oferecer melhor cobertura antimicrobiana para
o paciente. Na escolha da terapia de amplo espectro de-
vem-se considerar os seguintes critérios: o foco primario da
infecg@o, a susceptibilidade dos patégenos conforme o lo-
cal de aquisi¢éo da infeccdo (hospital ou comunidade), in-
fecgbes prévias e uso recente de antimicrobianos.(1%20)
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No que diz respeito ao tratamento antimicrobiano,
ressalta-se que o uso de antibacterianos de amplo es-
pectro de acdo na terapia empirica esta relacionado a me-
nores taxas de mortalidade entre pacientes criticamente
enfermos.?"2® Por este motivo, os guidelines para trata-
mento recomendam que pacientes que possuam fatores
de risco para infecgdes por microrganismos resistentes
recebam terapia empirica com pelo menos dois antimi-
crobianos de amplo espectro de agéo,?*? o que foi ob-
servado neste trabalho.

Entretanto, o uso indiscriminado de antibacterianos
de amplo espectro pode favorecer a ocorréncia de resis-
téncia bacteriana, além de elevar os custos. Nesta pesqui-
sa, o tratamento empirico dos pacientes foi mais oneroso
que o tratamento direcionado (Tabela 1). Ressaltamos a
importancia do ajuste dos antibacterianos de acordo com
os resultados das culturas, ou seja, bactéria isolada,
Staphylococcus coagulase negativa, e o antibiético testa-
do ndo seguiu a metodologia proposta e/ou o antibiético
dispensado néo foi testado e/ou néo esta presente nos gru-
pos preconizados pelo CLSI.

Uma hipétese levantada nessa pesquisa em relagéo
ao nao ajuste do tratamento antimicrobiano pode ter sido
pela demora do resultado laboratorial da hemocultura, sen-
do que o tratamento empirico pode ter chegado ao fim ou o
paciente ndo apresentava mais os sintomas da infeccao,
optando-se por nédo se realizar o direcionamento.

Ao analisar 106 uroculturas de pacientes hospitaliza-
dos na Santa Casa de Misericérdia de Ponta Grossa-PR,
os autores observaram que, dos 94 prontuarios estudados,
em 80,8% constavam antibacterianos prescritos. Em 62,8%
iniciou-se o tratamento empiricamente e em 18% aguar-
dou-se o resultado do antibiograma para a tomada de de-
cisdo. Na comparacédo entre o perfil de susceptibilidade,
observado no antibiograma com as prescrigdes empiricas,
observou-se que em 81,4% dos prontuarios os antimicro-
bianos prescritos apresentaram sensibilidade no antibio-
grama e em 18,6% estavam resistentes. O antibiético
empirico de escolha foi o norfloxacino, onde as Escherichia
coliisoladas de infecgdes comunitarias e hospitalares apre-
sentaram taxa de resisténcia de 11,6% e 15,8%, respecti-
vamente.(®)

Analisando infec¢des do trato urinario (ITU), os auto-
res encontraram prevaléncia de E. coliem 69,9% das amos-
tras, comparavel ao que foi relatado em estudos realiza-
dos em outras regiées do Brasil, como em S&o Paulo, Rio
Grande do Sul, Ribeirdo Preto e em Cacador-SC. Dentre
as principais causas evitaveis que podem conduzir um pa-
ciente com infecgédo urinaria a morte, destaca-se a prescri-
¢éo do tratamento farmacolégico inadequado como a prin-
cipal causa.?"%)

Em um estudo realizado em um hospital do sudeste
de Minas Gerais, a maioria das bactérias isoladas em
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uroculturas foi proveniente de pacientes do género femini-
no (54,7%). A prevaléncia de identificagdo nas amostras
foi de Klebsiella pneumoniae (18,0%), Escherichia coli
(17,6%) e Pseudomonas aeruginosa (9,5%), o que chama
a atencéo por serem bactérias Gram-negativas com gran-
de probabilidade de desenvolverem rapidamente mecanis-
mos de resisténcia a miultiplos antibacterianos.?%30

No presente estudo, no que diz respeito ao tratamen-
to antimicrobiano dos pacientes, notou-se que 38% dos
pacientes utilizaram antibiético empirico. O recebimento do
tratamento empirico pode ser por auséncia ou demora nos
resultados dos antibiogramas ou antibiogramas com anti-
bacterianos testados de forma incorreta.

As infecgdes causadas por bactérias resistentes tém
um impacto negativo nas finangas dos hospitais, visto que
eleva o tempo de internacéo, necessidade de antimicro-
bianos de ultima geragdo, que sdo mais caros, e conse-
quentemente aumenta o risco de mortalidade. Na Europa,
por exemplo, as resisténcias bacterianas aos antimi-
crobianos custam nove bilhdes de euros por ano e nos Es-
tados Unidos de quatro a cinco bilhGes de délares.('2"®

Especificamente no cenario nacional, observa-se a
caréncia de estudos sobre o custo direto com antimicro-
bianos no tratamento de infec¢des causadas por micror-
ganismos resistentes em um contexto em que a resistén-
cia bacteriana torna-se cada vez mais frequente e os
antibacterianos séo utilizados de forma indiscriminada, sem
padronizagéo nacional e sem observancia aos protocolos
com recomendacdes internacionais. ("

No ambiente hospitalar, a CCIH, a farmacia e o labo-
ratorio de microbiologia devem instituir critérios de esco-
Iha e emprego dos antimicrobianos na tentativa de tornar
minima a falha no tratamento, a toxicidade e as despesas
com estes farmacos, avaliando-se continuamente a ques-
téo da resisténcia microbiana.

CONCLUSOES

Mediante o exposto, foi possivel verificar que 28,8%
dos antibacterianos prescritos ndo estavam de acordo com
a metodologia ou com a classe testada preconizada pelo
CLSI, 37,9% estavam parcialmente corretos e 33,3% esta-
vam corretos em relagéo aos objetivos deste estudo. Os
resultados do presente estudo podem servir de alerta as
instituicdes hospitalares para que adotem um programa de
controle e racionalizagdo do uso de antimicrobianos, fun-
damentado no laudo do antibiograma liberado pelo labo-
ratério e na concordancia da dispensacao desses medi-
camentos em relagéo aos microrganismos isolados e con-
templando medidas que permitam uma melhoria no padrédo
de prescricao pautado no CLSI.

O estudo proposto traz subsidios para pesquisas nes-
ta tematica. O cenario atual é preocupante, e o desenvolvi-
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Avaliagéo da concordancia da dispensacéo de antimicrobianos em relagcdo aos microrganismos isolados em

culturas de um hospital no meio-oeste catarinense

mento de novos antibacterianos e novas medidas de con-
trole se faz cada vez mais importante num mundo globa-
lizado onde todas as areas da microbiologia se fazem pre-
sentes. E necessario reavaliar a terapéutica e as prescri-
¢bes para os pacientes, diminuindo os possiveis equivo-
cos cometidos inicialmente

Abstract

Antibacterial drugs are among the most commonly prescribed and
dispensed drugs, especially in hospital settings. However, their
inadequate use, improper test methodologies, lack of cohesive
prescribing and non-adherence to treatment imply bacterial resistance,
increased cost of therapies and decreased quality of life of the patient.
The objective of this study was to analyze the consistency of
prescription, dispensation and antibacterial tested based on the Clinical
& Laboratory Standards Institute (CLSI) standards contained in the
manual M100-S25. Data were obtained through the analysis of blood
cultures, urine cultures and tracheal aspirate from patients hospitalized
from January to July 2017 in a medium-sized hospital in a municipality
located in the Midwest of Santa Catarina, totaling 66 samples. Of the
total medical records and cultures analyzed, 28.8% of the prescribed
antibacterial were not in accordance with the methodology or CLSI
class, 37.9% were partially correct and 33.3% were correct in relation
to the objectives of this study. being observed needs of redirection of
the therapy and more rigorous adaptation of the methodologies in force
in the manual. The results of the present study may serve as a warning
to hospital institutions to adopt the rationalization of the use of
antimicrobials, based on the antibiogram report released by the
laboratory and on the agreement of the dispensation on isolated
microorganisms and contemplating measures that allow an
improvement in the standard prescription based on CLSI.

Keywordse
Antimicrobial; dispensation; hospital
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pareceristas/ revisores serdo informados imediatamente aos autores.

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

1. Bacteriologia Clinica

2. Virologia Clinica

3. Micologia Clinica

4. Parasitologia Clinica

5. Imunologia Clinica

6. Bioquimica Clinica e Biologia Molecular

7. Hematologia Clinica e Imunohematologia

8. Citologia Clinica e Anatomia Patolégica

9. Boas Praticas de Laboratorio Clinico e Biosseguranca

10. Gestao e Controle da Qualidade no Laboratério Clinico

11. Bioética e Etica em Pesquisa

12. Historia da Saude e Ensino das Analises Clinicas

13. Microbiologia de Alimentos

14. Patologia Clinica Veterinaria/ Medicina Veterinaria Laboratorial

15. Toxicologia Clinica e Biologia Forense

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

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

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

ARTIGO DE ATUALIZAGAO: trabalhos descritivos e interpretativos com
base em literatura recente sobre o estado atual de determinado assunto. Os
critérios técnicos que deverao ser utilizados sdo os mesmos definidos para os
Artigos de Revisdo. Estes trabalhos sdo também escritos a convite do editor.

COMUNICAGAO BREVE: ttrabalhos originais cuja relevancia para o
conhecimento de determinado tema justifica a apresentagao cientifica de dados
iniciais de pequenas séries ou dados parciais de ensaios clinico-laboratoriais.
Sua estruturagao devera conter: titulo (até 250 caracteres entre letras e espacgo),
titulo corrido (até 40 caracteres entre letras e espago), resumo/ abstract
estruturado (até 200 palavras), palavras-chaves/ keywords (3 a 6 termos),
introdugéo, material e métodos, resultados, discusséo, conclusao e referéncias
bibliograficas (até 25 referéncias). O texto ndo devera exceder 3000 palavras,
excluindo-se tabelas, quadros, figuras e referéncias.
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RELATO DE CASO: trabalhos com descrigdo detalhada e analise critica
de casos clinico-laboratoriais atipicos que, pela sua raridade na literatura ou
apresentagdo nao usual, merecem uma divulgagéo e discussao cientifica.
Os relatos de casos deverdo conter: titulo (até 200 caracteres entre letras e
espaco), titulo corrido (até 40 caracteres entre letras e espago), resumo/
abstract com contexto e relato contendo descrigédo, discussdo e conclusédo
(até 200 palavras), introdugéo, apresentacdo e relato do caso, discussao,
conclusao e referéncias bibliograficas (até 25 referéncias). O texto ndo devera
exceder 3000 palavras, excluindo-se tabelas, quadros, figuras e referéncias.

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

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

IMAGENS EM ANALISES CLINICAS: maximo de duas figuras com quali-
dade de 300 dpi gravadas em ".jpg" ou "tif" e até 3 autores e trés referéncias
que nao 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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Instrugdes aos autores/Instructions for authors

S. Management of cytomegalovirus infection in a patient with malignant glioma
treated with temozolomide and steroids. Intern Med. 2012;51(20):2967-71.

« Mais de seis autores: Espinel-Ingroff A, Aller Al, Canton E, Castafnon-
Olivares LR, Chowdhary A, Cordoba S, et al. Cryptococcus neoformans-
Cryptococcus gattii Species Complex: an International Study of Wild-Type
Susceptibility Endpoint Distributions and Epidemiological Cutoff Values for
Fluconazole, ltraconazole, Posaconazole, and Voriconazole. Antimicrob
Agents Chemother. 2012 Nov;56(11):5898-906.

« Autores pessoais e corporativos: Darragh TM, Colgan TJ, Cox JT, Heller
DS, Henry MR, Luff RD, et al; Members of LAST Project Work Groups. The
Lower Anogenital Squamous Terminology Standardization Project for HPV-
Associated Lesions: background and consensus recommendations from the
College of American Pathologists and the American Society for Colposcopy
and Cervical Pathology. J Low Genit Tract Dis. 2012;16(3):205-42.

* Volume com suplemento: Maljaars J, Peters HP, Masclee AM. The
gastrointestinal tract: neuroendocrine regulation of satiety and food intake.
Aliment Pharmacol Ther. 2007 Dec;26 Suppl 2:241-50.

« Numero com suplemento: Komrokji RS, Verstovsek S, Padron E, List
AF. Advances in the management of myelofibrosis. Cancer Control. 2012;
19(4 Suppl):4-15.

« Editorial com indicacao de autoria: Tamaoki J, Saito H. Diagnosis,
evaluation and monitoring of asthma [editorial]. Allergol Int. 2012;61(3):351-2.

« Editorial sem indicacao de titulo: Bartels PD. Editorial. Ugeskr Laeger.
2012;174(42):2518.

« Artigo/ Editorial sem 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.

« Decretos: Brasil. Decreto no. 7.580, de 28 de junho de 2011. Regula-
menta a Lei n° 8.080, de 19 de setembro de 1990, para dispor sobre a
organizagao do Sistema Unico de Satde - SUS, o planejamento da satide,
a assisténcia a saude e a articulacéo interfederativa, e da outras providén-
cias. Diario Oficial da Unido 29 jun 2011; segao 1.

362

« Portarias: Ministério da Saude (Brasil). Portaria no. 2.616, de 12 de
maio de 1998. Expede diretrizes e normas para a prevengéo e o controle da
infecgdo hospitalar. Diario Oficial da Unidao13 mai 1998; segéo 1.

* Resolugdes: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Brasil). RDC no.
302, de 13 de outubro de 2005. Dispde sobre Regulamento Técnico para Funci-
onamento de Laboratérios Clinicos. Diario Oficial da Unido 14 out 2005; segéo 1.

Meios Eletrénicos:

« Periédicos: Mondelli AL, Niéro-Melo L, Bagagli E, Camargo CH, Bruder-
Nascimento A, Sugizaki MF, Carneiro MV, Villas Boas PJF. Candida spp.:
manual identification (reference method) and automated identification (Vitek
system platform). J Venom Anim Toxins incl Trop Dis [periddicos na internet].
2012 set [acesso em 29 de out 2012]; 18(3). Disponivel em: http://
www.scielo.br/pdf/jvatitd/v18n3/a11v18n3.pdf.

« Referéncias legislativas: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Brasil). RDC no. 306, de 13 de dezembro de 2004. Dispde sobre Regula-
mento técnico para o gerenciamento de residuos de saude [resolugdo RDC
na internet]. Diario Oficial da Unido 10 dez 2004 [acesso em 28 out 2012].
Disponivel em: http://www.unesp.br/pgr/pdf/rdc30604anvisa.pdf.

« Eventos Cientificos:. Albuquerque P, Kyaw CM, Saldanha RR, Brigido
MM, Felipe MSS, Silva-Pereira |. Identification and Characterization of Phase-
Specific cDNAs Encoding for Two Hydrophobins in the Fungus Paracoccidioides
brasiliensis. In: 4o0. Congreso Virtual de Micologia de Hongos Patogenos en
América Latina [evento na internet]. 2003 27jun-14jul; Caracas, Venezuela
[acesso em 10 jul 2003]. Disponivel em: http://congresomicologia.ucv.ve.

A tramitagdo de manuscritos sera feita exclusivamente online pelo Sis-
tema de Gestao de Publicagées (SGP), no enderego: www.sgponline.com.br/
rbac/sgp. Outras formas de submissao, nao serdo aceitas.

Observagoes Gerais:

« A comunicagdo entre os diferentes participantes do processo editorial
de avaliagdo e publicagao (autores, revisores e editor) sera feita apenas de
forma eletrénica pelo SGP, sendo o autor responsavel pelo manuscrito in-
formado automaticamente, por e-mail, sobre qualquer mudanga de status;

« Apenas o autor responsavel pelo manuscrito devera preencher a ficha
de submissdo, sendo necessario o cadastro do mesmo no Sistema e pos-
terior acesso por meio de login e senha;

« A RBAC comunicara individualmente, por e-mail, a cada autor a sua
participagdo no manuscrito. Caso um dos autores ndo concorde com sua
participagdo, o manuscrito sera recusado;

+ O SGP atribuira a cada manuscrito um numero de registro e o autor
principal sera notificado de que o manuscrito esta completo e apropriado
para iniciar o processo de revisao;

» Pedidos de fast-track poderao ser considerados desde que justifica-
dos e solicitados por orientadores e/ou coordenadores de programas de
pos-graduacao ou responsaveis por departamentos, laboratérios, setores
ou servigos de instituicdes publicas ou privadas ou ainda se rigorosamente
fundamentados por seus autores. Os pedidos de fast-track deverao vir en-
deregados ao editor da RBAC em documento em papel timbrado da institui-
¢do e carimbado por seus superiores hierarquicos.

MODELO DE DECLARAGAO

Declaragdo de Responsabilidade, Conflitos de Interesse,
Concordancia e Transmissédo de Direitos Autorais

Os autores abaixo assinados vimos submeter o artigo intitulado "Titulo do
Artigo" a apreciagdo do Corpo Editorial da Revista Brasileira de Analises Clini-
cas - RBAC para sua publicagdo. Nesta oportunidade, declaramos estar de
acordo com que os direitos autorais referentes ao artigo em tela tornem-se
propriedade exclusiva da RBAC desde sua submissao, sendo vedada a repro-
dugao total ou parcial, em qualquer meio de divulgagdo, sem que a prévia e
necessaria autorizagdo seja solicitada e concedida pela editoria da RBAC.
Declaramos também que o artigo ndo infringe os direitos autorais ou qualquer
outro direito de propriedade de terceiros e que seu conteido é de inteira res-
ponsabilidade dos autores. Declaramos ainda que este é um trabalho original
e que nao foi publicado anteriormente e nem esta sendo considerado para
publicagdo em outro periddico, tanto no formato impresso quanto no eletronico.
Os autores confirmam estar cientes e concordantes com a publicagéo do arti-
go na RBAC e afirmam nao haver qualquer tipo de conflito de interesse do tema
abordado no artigo com pessoas, entidades ou instituigdes.

Nomes dos autores e assinaturas:
1.

akrowpn

Data: / /
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