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CARTA DA PRESIDENTE/PRESIDENT LETTER

A ciéncia como inspiracao

Science as inspiration

Maria Elizabeth Menezes, PhD | Presidente da Sociedade Brasileira de Andlises Clinicas-SBAC

A Revista Brasileira de Andlises Clinicas [RBAC] é o 6rgao de difusdo cientifica da
Sociedade Brasileira de Analises Clinicas [SBAC] que, desde 1969, publica artigos na area
do diagnéstico laboratorial, contribuindo com a atualizacdo técnico-cientifica de suas
diversas especialidades. Na realidade, essa é a funcéo precipua da RBAC; qual seja, trazer
0 que se estuda e pesquisa em nosso pais para o conhecimento dos profissionais que
militam nas analises clinicas. Parafraseando Carlos Chagas Filho, professor da Universidade
Federal do Rio de Janeiro [UFRJ], em seu lema:“A Universidade Ensina porque Pesquisa’, a
“RBAC publica o que se pesquisa”. Publicar a pesquisa nacional é um desafio solidario. Um
desafio solidario porque temos a total compreensao das dificuldades porque passam, ja
de longa data, as universidades e seus pesquisadores. No entanto, perseveramos juntos
com os colegas que, dentro das inuUmeras instituicdes de ensino, lutaram recentemente
para contribuir, ndo sé com o Brasil, mas com o mundo, para um melhor entendimento
de uma pandemia que, de forma aguda, chegou adoecendo a humanidade.

A COVID-19 precisava ser entendida pelos profissionais de andlises clinicas que,
juntamente com médicos e enfermeiros, estavam na linha de frente, produzindo os
mais diferentes diagndsticos laboratoriais para a confirmacdo da infeccao viral e das
diversas intercorréncias causadas pela virose. A SBAC, percebendo a importancia do
momento historico, através da RBAC, se mobilizou para, em associacdo com diferentes
pesquisadores, preparar duas edicdes especiais sobre a infeccao pelo Sars-Cov-2.

A primeira edicao, publicada em 2020 [vol 52, no.2], com o titulo “A Tempestade
do Coronavirus: Uma pandemia na Bancada do Laboratério Clinico”, procurou trazer
alguma luz cientifica, em meio ao torvelinho da infeccao, aos profissionais do laboratério
clinico. Nessa edicédo especial, foi tratado de temas como biosseguranca, o diagnostico
laboratorial, o diagnéstico molecular, a hematologia da infec¢ao, comorbidades e Covid
e a vacinacdo. O assunto foi tratado de maneira a oferecer ao analista clinico subsidios
para ele pensar metodica e cientificamente sobre os desafios profissionais que a pan-
demia nos impunha.

A segunda edicao especial, publicada em 2021 [vol 53, no.2], cujo titulo foi “A Tem-
pestade in vitro: O Diagnéstico de uma Pandemia’, ja num periodo trans-vacina, procu-
rou consolidar conhecimentos cientificos desenvolvidos ao longo de um ano, desde o
comeco da pandemia em 2019-2020. Assim, foram tratadas questdes éticas, variantes
do Sars-Cov-2, intercorréncias infecto-parasitarias, drogas e avaliagdes farmacoldgicas,
vacinas, diagnéstico sorolégico e molecular.

RBAC. 2022:54(1):4-5
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A pandemia trouxe a reafirmacao do papel da RBAC que &, efetivamente, difundir
o conhecimento cientifico produzido em nosso pais. No entanto, para além de trazer
erudicdo, a RBAC talvez traga algo mais sutil e com maior poder transformador, a ilu-
minacdo das mentes dos profissionais do diagndstico laboratorial.

Com essa perspectiva filosofica, trazida pelo cotidiano da RBAC, nessa pandemia,
é que iniciamos nossa gestao para o biénio 2022-2023. Entre tantos novos projetos e
ideias, essa é inspiradora, qual seja, transformar a SBAC num farol para que a ciéncia [a
verdadeira] e seu método permeiem a pratica e o dia-a-dia das andlises clinicas.

RBAC. 2022:54(1):4-5
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EDITORIAL/EDITORIAL

A historia do exame de urina: Idade antiga

The history of urine examination: Ancient age

Paulo Murillo Neufeld, PhD | Editor-Chefe da RBAC

A medicina laboratorial teve seu comeco ha cerca de 6.000 anos com o estudo da
urina humana que era classicamente denominado de uroscopia. Desde os tempos antigos
até a era vitoriana, a urina foi utilizada como a principal ferramenta de diagndstico da
natureza das doencas dos individuos. O termo uroscopia é derivado do grego ouron,
que significa urina, e skopein, que significa examinar, inspecionar, contemplar.

Os registros historicos dao conta de que os egipcios, babilénicos e sumérios foram
0s que iniciaram a arte da uroscopia. Médicos babilonicos e sumérios acerca de 4.000
aCregistravam as avaliagdes de urina em tabletes de argila. Textos desses povos men-
cionavam e descreviam a aparéncia, o volume e a cor da urina. Termos babilonicos
como sinatu pizu (urina branca ou pura), sinatu zalmi (urina preta), urpati sinatu (nuvens
da urina), tidu da sinatu (lama ou sedimento da urina) e sinatu bursi (urina vermelha
brilhante) eram indicativos de seu conhecimento no exame de urina. Particularmente,
na Suméria, os médicos ja associavam as caracteristicas da urina com as alteracbes
observadas em diferentes doencas.

Referéncias ao exame de urina podem ser encontradas também em textos egipcios
antigos. No Papiro de Kahun (1900 aC) é mencionada a urina vermelha, que era evidéncia
de infeccdo por Schistosoma hematobium, enquanto que no Papiro Ebers (1550 aC), a
hematuria era atribuida a “vermes na barriga”

Ha evidéncias nas obras de Charaka (300 aC) e Sushruta (700 aC), fundadores da
medicina Ayurveda, sobre o reconhecimento do sabor doce da urina de individuos
diabéticos e a observacdo de que formigas eram atraidas para ela, assim, esses insetos
passaram a ser reconhecidos como meio de diagnéstico. Na medicina indiana antiga,
o exame fisico da urina também era empregado no diagnéstico em combinacdo com
a aparéncia dos olhos, pele, voz e pulso do paciente. A cultura hindu também reco-
nhecia que a urina de algumas pessoas tinha um gosto doce e que as formigas eram
atraidas para ela.

Desde o século | antes de Cristo, 0 exame da urina era parte integrante do sistema
hipocratico e, a mais 1.500 anos atras, o Corpus Medicus Greco-Romano fazia descri-
¢Oes das caracteristicas fisicas da urina. Hipocrates (460-377aC) foi quem, inicialmente,
levantou a hipdtese de que a urina era um filtrado dos humores e que vinha dos rins.
Em decorréncia disso, Hipocrates passou a utilizar a urina como exame das fungdes do
corpo humano e meio de diagnéstico, sendo empregada também como um método
de prognéstico.

Nos antigos textos sanscritos, datados de 100 aC, todas as condicdes morbidas da
urina eram caracterizadas como prameha e categorizadas dentro de 20 grupos diferentes,
derivados dafleuma, da bile ou do vento. Por exemplo, o termo udakameha fazia alusao
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a urina tipo 4gua, enquanto o termo surameha referia-se a urina que se assemelhava ao
conhaque. O termo madhumeha referia-se a “urina de mel’, descricao atribuida a urina
do diabetes mellitus.

Galeno de Pérgamo (129-216dC), relevante intérprete das ideias hipocraticas, des-
tacou a importancia da boa saude para o equilibrio dos humores corporais. Segundo
Galeno, os rins e a urina desempenhavam um papel importante para esse equilibrio.
Galeno refinou as hipdteses de Hipdcrates, teorizando que a urina representava nao
apenas um filtrado dos quatro humores, mas sim um filtrado do sangue. Galeno procurou
tornar o diagndstico de urina mais especifico. Ele usou a frase "diarréia da urina" para
descrever a micgcao excessiva e observou que era um sintoma atipico.

Avicena (980-1037 dC) notou também que a qualidade da urina era afetada pela
comida e bebidaingeridas. Assim, a urina“ruim”estaria ligada a ma digestao, catarro, frio,
inquietacdo ou desequilibrios humorais. Segundo Avicenna, a urina normal era aquela
com aparéncia suave, cores sutis como bergamota (amarelo claro), que tinha odor suave
(nem inodoro nem cheiro de putrefacao). Ele acreditava que, se uma pessoa com uma
doenca grave tivesse essas especificacdes de urina, a condicao estaria melhorando.

Um passo importante no exame de urina foi dado por Theophilus Protospatharius
de Constantinopla (século VII dC), ao escrever o De Urinis, um texto sobre o exame
macroscopico da urina e sobre o significado de suas alteragcdes. Nesse importante tra-
tado, Theophilus observou que a urina era um filtrado do sangue e forneceu descricdo
anatomica de como era produzida. Ele foi capaz de discernir dez tonalidades croma-
ticas da urina, subdividindo-as em categorias. Além disso, desenvolveu uma série de
algoritmos e técnicas, tais como a pratica de aquecimento e resfriamento da urina e o
exame de urina, usando copos de urina coloridos.

BIBLIOGRAFIA

Amstrong JA. Urinalysis in Western culture: A brief history. Kidny International. 2007; 71: 384-387.

Antic T, DeMay R. The fascinating history of urine examination. Journal of the American Society of
Cytopathology. 2014; 3:103-107.

Cameron JS. A history of urine microscopy. Clinical Chemistry and Laboratory Medicine. 2015; 53(Suppl):
S1453-51464.

Eknoyan G. Looking at the urine: The renaissance of na Unbroken Tradition. American Journal of Kindney
Diseases 2007; 49(6): 865-872.

Magiorkinis E, Diamantis A. The fascinating story of urine examination. Diagnostic Cytopathology. 43(12):
1020-1036.

Shamsi M, Hagverdi F, Ashtiyani SC. A brief review of Rhazes, Avicenna, and Jorjani’s views on diagnosis of
diseases through urine examination. Kidney Diseases Iranian Jurnal of Kidney Diseases. 2104; 8(4): 278-285.
Voswincker P. From uroscopy to urinalysis. Clinica Chimica Acta. 2000; 297: 5-16.

RBAC. 2022;54(1):6-7
7



ARTIGO DE REVISAO/REVIEW ARTICLE

Adenoma hipofisario (prolactinoma) proveniente da disfuncao
hormonal da prolactina: revisao de literatura

Pituitary adenoma (prolactinoma) from prolactin hormonal dysfunction: literature
review

Thalita Vieira Pinto Kuraba'’

! Bacharelado em Biomedicina - (Biomédica). Fundacdo Herminio Ometto. Araras, SP.

Resumo

Os adenomas hipofisarios sao, geralmente, tumores benignos com caracteristicas de hipersecrecdo ou hipersecrecao hormonal, diagnosticados conforme o
crescimento tumoral, sindromes de hiperproducao, deficiéncia da secrecdo dos hormonios, alteragdes visuais e cefaleias. A hiperprolactinemia é a producao
excessiva de prolactina (PRL), apresentando niveis elevados de prolactina sérica, o que resulta no aparecimento de adenomas lactotroficos (prolactinomas),
predominante em mulheres com idade fértil. O prolactinoma é um adenoma hipofisario secretor de prolactina, classificado como adenoma hipofisario
microadenoma, em mulheres, e macroadenoma, em homens. Nas mulheres, o prolactinoma apresenta indicios como galactorreia, amenorreia, disfuncdo
sexual e infertilidade. Em homens, a sintomatologia pauta-se em ganho de peso, disfuncao erétil e infertilidade. Os exames laboratoriais, como dosagem
de prolactina sérica, e os exames de imagem, principalmente a ressonancia magnética (RM), sdo importantes para confirmar o diagnostico e a escolha
da terapéutica ideal. O tratamento medicamentoso inicial da-se por drogas agonistas dopaminérgicos (AD), sendo padrao-ouro a cabergolina (CAB), em
razdo da eficdcia e dos efeitos colaterais reduzidos. Quando agonistas dopaminérgicos nao surtem efeitos, indica-se submissao a tratamento cirurgico.
Em casos de tumores agressivos ou prolactinomas malignos, indica-se radioterapia. Sendo assim, este artigo corresponde a uma revisao bibliografica
que visa relacionar o adenoma hipofisario (prolactinoma) com a producéo excessiva de prolactina (PRL).

Palavras-chave: Galactorreia; Adeno-Hipdfise; Hiperprolactinemia

Abstract

Pituitary adenomas are generally benign tumors with characteristics of hypersecretion or hormonal hypersecretion, diagnosed according to tumor
growth, hyperproduction syndromes, deficiency in hormone secretion, visual changes and headaches. Hyperprolactinemia is the excessive production
of prolactin (PRL), with high levels of serum prolactin, resulting in the appearance of lactotrophic adenomas (prolactinomas), predominant in women of
childbearing age. Prolactinoma is a prolactin-secreting pituitary adenoma, classified as pituitary adenoma microadenoma in women and macroadenoma
in men. In women, prolactinoma shows signs such as galactorrhea, amenorrhea, sexual dysfunction and infertility. In men, the symptoms are based on
weight gain, erectile dysfunction and infertility. Laboratory tests, such as serum prolactin levels, and imaging tests, especially magnetic resonance imaging
(MRI), are important to confirm the diagnosis and choose the ideal therapy. The initial drug treatment is done by dopaminergic agonist drugs (AD), with
cabergoline (CAB) being the gold standard, due to the reduced efficacy and side effects. When dopaminergic agonists have no effect, submission to
surgical treatment is indicated. In cases of aggressive tumors or malignant prolactinomas, radiotherapy is indicated. Thus, this article corresponds to a
bibliographic review that aims to relate pituitary adenoma (prolactinoma) with excessive prolactin production (PRL).

Keywords: Galactorrhea; Pituitary Gland, Anterior; Hyperprolactinemia
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1.INTRODUCAO

A hipdfise, ou pituitaria, é a principal glandula endécrina
do corpo humano. Situada na base do encéfalo, possui,
aproximadamente, o tamanho de um grao de ervilha, e é
controlada pelo hipotdlamo, que apresenta duas conexdes:
o sistema porta-hipofisario, que une o hipotdlamo a ade-
no-hipoéfise (lobo anterior), derivada da bolsa de Rathke,
e o trato hipotédlamo-hipofisario, que une o hipotdlamo
a neuro-hipdfise (lobo posterior), que se deriva de uma
extensao caudal do hipotalamo embrionario.™

A adeno-hipdfise (lobo anterior) controla a liberagéo e
inibicao de hormoénios, como: PRL (hormonio prolactina),
LH (hormodnio luteinizante), FSH (hormonio foliculoesti-
mulante), TSH (horménio estimulador da tireoide), GH
(hormoénio do crescimento), ACTH (horménio adreno-
cortical) etc.

Esses hormonios estimulam outros 6rgaos, como por
exemplo, os ovarios, a adrenal, os testiculos, dentre outros,
auxiliando na regularizacdo das fungdes importantes do
corpo humano, como no caso da producao de leite no
periodo gestacional, crescimento, manutencao da pressao
arterial, proporcionando um equilibrio metabdlico nos
processos fisioldgico e reprodutivo.?

Pode-se dividir a adeno-hipofise em trés partes: pars
tuberalis, pars intermedia e pars distalis. A pars tuberalis,embora
ndo tenhaafuncdo enddcrina, pode servir de tecido hipofisario
funcionante de reserva nos casos de hipofisectomia, e até
mesmo servir de local para originar os adenomas hipofisarios.™
A liberagao excessiva de hormonios pela hipofise ocasiona
uma proliferacdo anormal celular, conhecida como tumor
pituitario ou adenoma hipofisario (AH).®)

Inicialmente, o diagndstico do adenoma hipofisario é
determinado conforme o crescimento do tumor, sindromes
de hiperproducao, deficiéncia da secrecdo dos hormonios,
alteragbes visuais e cefaleias. A sindrome de hiperproducao
de prolactina (PRL) é denominada hiperprolactinemia, e é
considerada uma alteracdo do eixo hipotalamo-hipofisario,
apresentando diferentes etiologias: patoldgica (adenoma
hipofisario), fisioldgica (gestacdo, amamentacdo e estresse)
e farmacolégica (medicacdes com estrogénio, farmacos de
agao central).4?

Ressalta-se, contudo, que o adenoma hipofisario prove-
niente de hiperprolactinemia acomete com maior frequéncia,
geralmente, mulheres entre 20 a 50 anos, havendo ou nao
a sintomatologia.®®

Sendo assim, o presente artigo tem como foco relacio-
nar o adenoma hipofisario (prolactinoma) com a producao
excessiva de prolactina.

2. ADENOMA HIPOFISARIO

Os adenomas hipofisarios (AH) sdo tumores benignos,
localizados na adeno-hipéfise (lobo anterior), decorrente
da secrecao excessiva de hormonios hipofisarios. Estes ade-
nomas estdo confinados a uma sela turcica e ao redor dos
vasos sanguineos, nervos e revestimentos do cérebro, ndo
se disseminam para outras partes do corpo, porém ha casos
de adenomas invasivos com crescimento acelerado, prejudi-
cando os tecidos adjacentes. Ambos os sexos podem apre-
sentar essa patologia, indiferente da idade, sendo, contudo,
mais comum na faixa etaria de 20 a 50 anos.>*®

A patogenia dos adenomas hipofisarios seque desconhe-
cida, constituindo o percentual de apenas 5% dos patdgenos
definidos pelas mutacoes genéticas. Portanto, a avaliacdo
genética nao é necessaria para os pacientes com adenomas,
com excecdo daqueles que apresentam na familia o histérico
favoravel ao surgimento da doenca."”

A classificacdo dos adenomas respeita alguns critérios,
sendo diversificado em pequenas lesdes que nao modificam
o tamanho da glandula pituitaria até tumores que invadem
tecidos adjacentes. Basicamente, os critérios da classificacao
sdo: producao hormonal (funcionantes, ndo funcionantes),
padrées moleculares, grau de invasao do tumor (microade-
noma, macroadenoma), imuno-histoquimica.®®

A producédo hormonal classifica o tumor de acordo com
sua atividade de secrecao hormonal, ou seja, clinicamente o
tumor pode corresponder a tumor funcionante (apresenta a
atividade hornomal) ou tumor nao funcionante (apresenta a
atividade hormonal reduzida). Os tumores funcionantes defi-
nem as sindromes de hipersecrecao hipofisaria, que condizem
comaacromegalia, hiperprolactinemia, doenca de Cushing e
outros tumores raros, secretores de TSH e de gonadotrofinas.®

Ja aclassificacdo por grau de invasao do tumor, ou ana-
tomorradioldgica, define como sendo um microadenoma
o tumor com didmetro <10mm, ao passo que o macroa-
denoma corresponde ao tumor com diametro >10mm a <
40mm, e, por fim, o adenoma gigante, que é o tumor com
diametro >40mm. %19

A classificacdo imuno-histoquimica identifica a producao
hormonal realizada no citoplasma das células tumorais, escla-
recendo a atividade funcional da maior parte dos adenomas.®
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2.1.Prolactinoma

Os prolactinomas sao adenomas hipofisarios (AH) ou
adenomas lactotroficos secretores de prolactina (PRL). Sdo
predominantes no sexo feminino, geralmente na idade fértil.
Cerca de 95% dos casos classificados como adenomas hipo-
fisarios sdo microadenomas, que ocorrem em mulheres. No
entanto, homens também podem apresentar tais adenomas
hipofisarios, porém, no sexo masculino, a predominancia
de adenomas hipofisarios sdo macroadenomas, o que cor-
responde, aproximadamente, de 80% a 90% dos casos.®'

Asindrome de hiperproducao de prolactina, ou a hiper-
prolactinemia, é classificada em trés categorias: fisioldgica
(gravidez, amamentacdo), farmacoldgica (uso de medica-
mentos) e patoldgica (prolactinoma).“>1012)

Considerado a principal causa de hiperprolactinemia
persistente, os prolactinomas se manifestam clinicamente
nas mulheres com os sintomas e sinais de galactorreia,
irregularidade menstrual, amenorreia, infertilidade, disfun-
¢ao sexual, ganho de peso e osteoporose. Nos homens, a
manifestacdo clinica se apresenta mediante ganho de peso,
disfuncao erétil, disfuncdo sexual, infertilidade, galactorreia
e osteoporose.*611-13)

O tamanho do adenoma lactotroéfico esta diretamente
ligado a quantidade de prolactina secretada, ou seja, quanto
maior o adenoma, maior a quantidade de prolactina secretada.

A prolactina é uma hormona com caracteristicas molecu-
lares e fisioldgicas Unicas, composta por 199 aminoacidos e
peso molecular de 23-kDa.® Pertence a familia da somatotro-
pina, e devido sua localizacdo e estrutura de seus receptores
executa uma determinada funcéo biolégica.?

Afuncao primaria da prolactina, em humanos, contribui
para o desenvolvimento e maturacdo da mama durante a
gravidez e prossegue com a producao de leite durante a
lactagao.®12149

A secrecdo da prolactina é controlada pelo ténus inibitério
de dopamina hipotalamica por meio da ligagao dos receptores
tipo 2 aos neurdnios tubero-hipofisario. A dopamina atua
inibindo a transcricao e secrecdo da prolactina, expressao
do gene da prolactina, e a proliferacao dos lactotréficos. No
entanto, pode ser estimulada a secrecdo de prolactina na
inibicdo da dopamina hipotalamica (bombesina, colecistoci-
nina, neuropeptideo, neurotensina, opioides), amamentagao
e peptideo intestinal vasoativo.?

O receptor da prolactina é denominado receptor de cito-
cinas de classe 1, e através das proteinas transmembranares,
de passagem simples, traduzem sinais apds a fosforilacdo
por meio das quinases citoplasmaticas. O gene receptor da

prolactina situa-se no cromossomo 5p14.35p13.2, eintegra
em 8-9 éxons codificantes e 2 éxons nao codificantes.?

Para permanecer com os niveis constantes de prolac-
tina, é necessario um fluxo continuo de dopamina, pois a
prolactina atua na sintese, no metabolismo e na secrecao
da dopamina, que por sua vez age diretamente nos neuré-
nios neuroenddécrinos dopaminérgicos, fazendo com que
haja, assim, a expressdo dos receptores de prolactina. Estes
neurdnios permitem que a dopamina seja liberada na regiao
perivascular da regidao eminente média, adentrando, deste
modo, nos vasos mais longos e afetados da adeno-hipdfise.®)

Caso os niveis nao permanecam constantes, é possivel
verificar um aumento na prolactina, resultando na ativi-
dade dos neurdnios TIDA, ou entao a diminuicdo dos niveis
circulantes de prolactina, que resulta no aparecimento da
prolactinemia, exceto nos casos de gravidez, lactacdo ou na
presenca do prolactinoma.?

No ciclo menstrual, a secrecao de prolactina permanece
estavel, com o discreto aumento na fase IUtea; ja no ritmo
circadiano, a prolactina aumenta durante o periodo de sono
noturno e diminui apos o despertar.”

2.2. Prolactinoma e gravidez

Na gravidez, uma das principais preocupacdes em relagao
ao uso de medicamentos agonistas dopaminérgicos (AD)
corresponde aos efeitos teratogénicos durante a vida embrio-
naria. Para que ndo haja nenhuma alteracao na estrutura ou
funcao do concepto, indica-se o uso da cabergolina (CAB) em
gestantes, sendo o mesmo classificado, por sua vez, na classe
B pela Organizacao Mundial da Saide (OMS). Podem ocorrer
também casos de crescimento tumoral durante a gravidez,
porém 2,4% dos microadenomas possuem um aumento
significativo que justifica uma intervencdo na gravidez. Ja
para a gestante com macroprolactinoma clinicamente sig-
nificativo, em torno de 21%, é sugerida a individualizacdo
do tratamento.®

No caso de as mulheres com prolactinoma que fazem
tratamento com medicamentos agonistas dopaminérgicos
vierem a engravidar, é feita, geralmente, a interrupcdo do uso
da medicacao, porém a paciente deve ser monitorada a cada
trimestre da gravidez.“®. Quando houver o crescimento do
tumor apods a interrupgao da medicagao, o tratamento deve
ser retomado.“®

Para as mulheres com macroprolactinoma expansivo é
indicado o uso de agonista dopaminérgico no periodo de um
ano, para que ocorra a reducao do tumor e que permanega nos
limites da sela turcica antes de engravidar, sendo indicado o
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tratamento cirdrgico quando o tratamento medicamentoso
nao esta sendo eficaz.*™”

2.3. Prolactinoma e contracepc¢ao

As mulheres com prolactinoma que ndo desejam engra-
vidar podem fazer o uso de contraceptivos a base de estrogé-
nio ou esquemas de estrogénio e progestina. Contudo, tais
medidas contraceptivas sao contraindicadas nos quadros
clinicos de mulheres com macroprolactinoma apresentando
asintomatologia dos efeitos dos tumores capilares em massa,
e nesses casos é indicado que a paciente seja submetida a
exames de imagens para a confirmacdo do tumor.®”

3. DIAGNOSTICO

O diagnéstico para um possivel prolactinoma deve
consistir em histéria clinica, causas fisioldgicas e patoldgicas,
em que a paciente é submetida a uma triagem de exames,
visando descartar outras possibilidades, como, por exemplo:
insuficiéncia renal, insuficiéncia hepatica cronica, gravidez,
hipotireoidismo primario, convulsées e sindrome dos ova-
rios policisticos. Apds a confirmacdo dos resultados dos
exames para prolactinoma, a paciente é direcionada para o
tratamento correto.®1%

De acordo com o protocolo do exame, é preconizada
uma Unica coleta de prolactina sérica, com o objetivo de
verificar os niveis de prolactina (PRL).®

No surgimento de possiveis duvidas quanto ao diagnos-
tico, é necessario que haja a repeticdo do exame de dosagem
de prolactina sérica em outro dia, fazendo, assim, duas coletas
com intervalos entre 15 a 20 minutos, de tal forma que evite
erros e estresse a secrecao pulsatil da prolactina.*'

Podemos encontrar uma possivel divergéncia entre o
diagndstico clinico e o diagnéstico bioquimico, cuja hiper-
prolactinemia assintomética pode ocorrer devido as altas
concentracdes de dimeros e polimeros de prolactina, que
apresentam baixa bioatividade, fato que corresponde a
macroprolactinemia.®

Os macroprolactinomas geralmente retratam uma pro-
lactina sérica >400ng/mL, idem apresenta o diagndstico
clinico de déficit visual, dor de cabeca e imagens de cranio
hipertensivo.®

Pode ocorrer também uma divergéncia entre o tamanho
do tumor e as concentracdes de prolactina, havendo uma
dissolucao secundaria ao efeito “Hook” (efeito “gancho”), ou
seja, a alta concentracdo de prolactina permite a capacidade
de saturacdo dos anticorpos nos ensaios imunomeétricos, nos

quais sao utilizados métodos que manuseiam duplo anticorpo
para arealizacdo da dosagem da prolactina. Desta forma, os
niveis de hormonio fornecem o resultado extremamente
elevado, podendo ocorrer a perda do segundo anticorpo
a qual esta vinculada ao excesso de antigeno, gerando um
resultado erroneamente baixo (<100ng/mL). Contudo, o
efeito“gancho” é solucionado com a pré-diluicao do soro ou
lavagem depois da incubag¢do com o primeiro anticorpo.®'?

Um efeito “gancho” ndo detectado pode gerar sérias
consequéncias, como, por exemplo, resultar no diagnostico
errado e submeter, desta forma, o paciente com prolactinoma
a intervencao cirdrgica desnecessaria.'*12'4

Existe, também, outro diagndstico que necessita de
atencéo especial, pois é considerado como uma armadilha
diagnéstica, conhecida no meio de analises clinicas como
pseudoprolactinomas.®

Os pseudoprolactinomas sdo tumores nao secretores
que ocasionam o aumento discreto da secrecao de prolactina
pela hipofise normal residual pela pressao exercida da haste
hipofisaria, ou seja, os niveis de prolactina sdo pouco elevados
(<100ng/mL) e diminuem drasticamente depois das doses
baixas de medicamentos agonistas dopaminérgicos (AD).®

3.1. Diagnéstico clinico

A hipétese diagndstica deve abranger qualquer paciente
que apresente sinais e sintomas provenientes do surgimento
de massa na regiao selar, como anormalidades no campo
visual e diminuicdo da secrecdo de um ou mais hormdnios
produzidos pela glandula pituitaria.“'®

As mulheres apresentam uma queda na producao de
estrogénio e progesterona no ovario, resultando nairregula-
ridade menstrual (amenorreia/oligomenorreia), infertilidade,
diminuicao da libido, dispareunia, osteoporose, acne/hirsu-
tismo e a galactorreia, sendo mais frequente em mulheres
na pré-menopausa.“'019

Os homens apresentam hipogonadismo hipogonado-
tréfico, manifestado pela diminuicao da libido, disfuncao
erétil, infertilidade.(%'®

Tanto a ginecomastia (secundaria ao hipogonadismo)
quanto a galactorreia ocorrem raramente. A osteoporose,
anemia e a perda da massa muscular, no entanto, podem
aparecer manifestadas como causas secundarias do hipo-
gonadismo.®

A testosterona e a dopamina sao estimuladores para
a interacao sexual e dispdem de inibidores de prolactina,
compondo-se de seis receptores no cérebro, medula espi-
nhal e pénis. Quando o homem apresenta um quadro de
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hipogonadismo hipogonadotroéfico ocasionado pela hiper-
prolactinemia persistente, significa que as respostas sexuais
estdo sendo inibidas devido ao desequilibrio da dopamina/
serotonina, conhecido como efeito dopaminérgico, o que
justifica a inibicdo do estimulo da testosterona.®'”

3.2. Diagnéstico laboratorial

O exame de dosagem de prolactina sérica (PRL) esta-
belece que a coleta ideal seja feita pelo menos 1 hora apds
a alimentacao e o despertar. O paciente nao devera realizar
esforco fisico nem manter relacdes sexuais durante as 24
horas que antecedem o exame, aguardando por 30 minutos
antes de realizar a coleta. A coleta deverd ser realizada sem
provocar estresse excessivo na puncao venosa.*'®

O diagnéstico de prolactinoma é fundamentado na
presenca de prolactina acima de 200ng/mL, considerando
macroprolactinomas valores acima de 250ng/mL.%

O exame realizado no laboratério verifica a dosagem dos
niveis séricos de prolactina, cujo nivel sérico normal é inferior
a20ng/mLem homens e a 25ng/mL em mulheres. Os niveis
de hiperprolactinemia estao relacionados com sua origem:
de origem medicamentosa (estrégenos, medicamentos
psicoativos) apresentando nivel sérico até 100ng/mL, idio-
patica e microprolactinomas associados com prolactinoma
apresentando nivel sérico acima de 200ng/mL.®

O resultado de dosagem de prolactina sérica pouco
elevada, de 20 ng/mL a 60ng/mL, exige uma confirmacéo,
principalmente quando, clinicamente, ndo existe uma asso-
ciacdo com a hiperprolactinemia laboratorial.®

Recomenda-se repetir o exame da dosagem da prolac-
tina sérica ap6s uma diluicao de 1:100 em casos de tumores
grandes com a hiperprolactinemia leve, e assim pode ser
descartado um possivel efeito “gancho’, bem como a distincao
de prolactinomas grandes e adenomas nao funcionantes.™

3.3. Diagndstico etioldgico

Apds a confirmacao do paciente com hiperprolactinemia,
excluindo as causas secundarias (gestacdo, amamentacéo,
insuficiéncia hepatica e renal, hipotireoidismo primario, uso
de medicamentos), o paciente é submetido a uma resso-
nancia magnética (RM) da hipdfise na regido selar indicada.
Tal exame é solicitado por possuir a capacidade de verificar
estruturas no cérebro, devido a sua técnica altamente sensivel,
apresentando minimas alteragdes nas doencas do sistema
nervoso central (SNC).©

O critério de avaliacdo do diagndstico na ressonancia
magnética se dd através de imagens, de modo a verificar a

morfologia das lesées, e o tamanho do tumor e visualizar
o quiasma optico. A ressonancia pode detectar uma lesao
menor que 1cm, denominada como microprolactinoma, e
até mesmo uma lesdo maior que 1cm, denominada macro-
prolactinoma.®'

Existe um questionamento na abordagem diagndstica
com relagao a necessidade de uma ressonancia magnética
contrastante (MRI) com o grau da elevacdo da prolactina sérica,
em que alguns pesquisadores recomendam a avaliagao por
ressonancia magnética apenas quando o nivel de prolactina
sérica for >100ng/mL, e outros, por sua vez, indicam que seja
realizada a ressonancia para todos os pacientes com o nivel
persistentemente elevado de prolactina quando nao existir
a causa de hiperprolactinemia secundaria indetectavel.¥

4. TRATAMENTO

O tratamento nos pacientes com microprolactinoma ou
hiperprolactinemia idiopatica tem o objetivo de restabelecer
os valores normais de prolactina, a fertilidade, reestruturar o
trato genital, interromper a galactorreia, controlar e reduzir
a massa tumoral.®

O grupo de pacientes com microprolactinoma assinto-
matico, ou pds-menopausa, nao necessita de tratamento,
pois raramente a microprolactina aumenta de tamanho,
conforme sugerido pela propria Sociedade Brasileira de
Endocrinologia. Porém, alguns autores defendem que o
tratamento seja realizado nas mulheres na pés-menopausa,
devido ao comprometimento dos 0ssos, ganhos de peso e
a resisténcia a insulina.®™

Quando o tratamento se refere aos pacientes com macro-
prolactinoma, o objetivo fundamental consiste em reduzir e
controlar o tamanho do tumor.®

E possivel outro tipo de complicacdo no tratamento
médico, decorrente da sela turcica vazia, podendo vir a
agravar os disturbios visuais preexistentes, de tal modo que a
deficiéncia visual é ocasionada pela tracao do quiasma éptico
em direcao ao assoalho da sela pela haste hipofisaria. A sela
turcica vazia secundaria se desenvolve apds o tratamento de
radioterapia, ou durante o tratamento medicamentoso com
agonistas dopaminérgicos.™

Adiminuicao gradual da dose medicamentosa de agonis-
tas dopaminérgicos (AD), junto com a avaliacdo sistematica
do campo visual, é considerada uma tentativa de tratamento
médico, cujo objetivo é de recuperar a visao do paciente.’

Existem trés modelos terapéuticos: medicamentoso,
cirdrgico e radioterapico."”
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4.1. Tratamento medicamentoso

O uso de medicamentos agonistas dopaminérgicos (AD)
é considerado padrao-ouro dos prolactinomas, atuando de
modo a normalizar os niveis de prolactina (PRL) e reduzindo
a massa tumoral em grande nimero de pacientes®?. Dentre
esses medicamentos, os que se apresentam como sendo
os mais eficazes sao, por sua vez, a cabergolina (CAB) e a
bromocriptina (BRC).“™

A cabergolina, um agonista especifico do receptor D2 da
dopamina, é o farmaco de primeira escolha em razao de sua
maior eficacia e efeito colateral menos frequente. Dispde do
periodo de meia-vida longa, sendo administrada, semanal-
mente, com a dosagem de Tmg a 2mg, porém a dosagem
na primeira semana de tratamento equivale a 0,25mg. Ha
casos, no entanto, em que a dosagem ingerida apresenta-se
acima de 3mg/semana.®

A bromocriptina dispde do periodo de meia-vida curto,
sendo administrada 2 a 3 vezes ao dia, com a dosagem de
2,5mg a 15mg, nao excedendo 7,5mg/dia. Para minimizar
os efeitos colaterais, o paciente inicia o tratamento com a
dosagem de 1,25mg na primeira semana.”

O uso da cabergolina normaliza em 85% dos casos os
niveis de prolactina, reduzindo a massa tumoral em 80% dos
Casos, ao passo que o uso da bromocriptina normaliza em 80%
dos casos os niveis de prolactina, em 80% dos casos de micro-
prolactinomas e 70% dos casos de macroprolactinomas."

Os efeitos colaterais sdo similares entre os medicamentos,
porém os sintomas apresentam-se mais frequentes quando
utilizada a bromocriptina, fato este que justifica a superio-
ridade de escolha da cabergolina para atuar no tratamento
da hiperprolactinemia. Dentre os possiveis sintomas ocasio-
nados pela utilizacdo do medicamento, pode-se citar que o
paciente pode vir a apresentar o quadro clinico de cefaleia,
nausea, fadiga, vomitos e hipotensao postural.”

Ainda é discutido se a cabergolina esta associada aorisco
de valvulopatia clinicamente significante em pacientes com
prolactinoma. Contudo, de acordo com estudos recentes,
o uso de medicamentos agonistas dopaminérgicos indica
que o risco é significativo em pessoas com a doenca de Par-
kinson, e ndo apresenta risco significante em pessoas com
hiperprolactinemia.?

A maioria dos pacientes com prolactinoma responde
positivamente a dosagem semanal de 2mg de cabergolina,
e apenas uma porcentagem de 15% a 20% dos pacientes
exige uma dosagem mais elevada da medicagdo para atingir
a normalidade.™?

Para verificar se hd anormalidades valvulares, é neces-
sdria a realizacdo do exame ecocardiograma anual para os
pacientes submetidos a doses elevadas do medicamento.!'?

Portanto, a cabergolina, é o medicamento inicial para
causa tumoral microprolactinoma e macroprolactinoma e
causa idiopatica, indicando-se o uso da bromocriptina apenas
para mulheres hiperprolactinémicas com infertilidade e que
desejem engravidar."?

Embora os medicamentos agonistas dopaminérgicos
apresentem um resultado de aceitacao favoravel, ha um
grupo de pacientes, de 5% a 10%, que se apresenta resistente
aqualquer um desses medicamentos agonistas dopaminér-
gicos. Assim, os prolactinomas resistentes sao aqueles que
nao atingem concentra¢des normais de prolactina e que
nao reduzem de 30% a 50% no tamanho do tumor, mesmo
fazendo o uso da medicagcao em doses maximas toleradas."

4.2, Tratamento cirdrgico

A cirurgia é indicada para pacientes sem normalizacdo
dos niveis de prolactina, mesmo fazendo uso de agonis-
tas dopaminérgicos (AD), bem como para pacientes com
macroprolactinomas que apresentam deficiéncia visual e
compressao quiasmatica sem melhora rapida apés o inicio
do tratamento clinico. Desta forma, a cirurgia visa realizar
a retirada parcial da massa tumoral, o que pode provocar,
posteriormente, uma resposta eficaz no tratamento com
farmacos agonistas dopaminérgicos.“'0"

As complicagdes cirdrgicas mais comuns sdo, respecti-
vamente, meningite, deficiéncias hormonais e vazamento
de liquido cefalorraquidiano.®

4.3. Tratamento radioterapico

A radioterapia é indicada para controlar o crescimento
de tumores agressivos ou prolactinomas malignos, que, por
sua vez, nao responderam de forma positiva a terapéutica
dos agonistas dopaminérgicos (AD) e a cirurgia. Os niveis
normais de prolactina sérica sao atingidos em uma parcela
de 31,4% dos casos clinicos.!"?

O tratamento radioldgico submete o paciente a radiacao,
podendo culminar em efeitos colaterais adversos, como, por
exemplo, o hipopituitarismo, disfuncdo neurolégica, lesdo do
nervo optico, isquemia cerebral e neoplasias secundarias.®'"

4.4. Interrupcao do tratamento
A Sociedade Brasileira de Endocrinologia recomenda que
os pacientes com prolactinoma tratados com medicamentos
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agonistas dopaminérgicos (AD), no periodo menor que dois
anos, apresentando niveis normais de prolactina sérica e
auséncia de um remanescente tumor, podem ter a suspensdo
do tratamento.®

5. CONSIDERAGOES FINAIS

A hipdfise, ou glandula pituitaria, é a principal glandula
do corpo humano, podendo ser dividida em lobo anterior,
ou adeno-hipodfise, e lobo posterior, ou neuro-hipofise.

A adeno-hipoéfise controla a liberacdo e inibicao de
varios hormdnios, como a prolactina (PRL), que, por sua vez,
quando secretada em excesso, causa a hiperprolactinemia
de diferentes etiologias, como, por exemplo: patoldgica
(adenomas hipofisarios), farmacoldgica (uso de medicamento
com estrogénios) e fisioldgica (gestacdo, amamentacao).

O adenoma hipofisario (AH) proveniente da hiperpro-
lactinemia, e denominado prolactinoma, é encontrado,
predominantemente, em pacientes do sexo feminino em
idade fértil. Dentre os sintomas e sinais apresentados, pode-
-se citar galactorreia, irregularidade menstrual, amenorreia,
infertilidade, disfuncao sexual, ganho de peso e osteoporose.

A secrecdo da prolactina é controlada pelo ténus inibitério
de dopamina hipotalamica, que atua inibindo a transcricao
e secrecao da prolactina.

O prolactinoma apresenta um crescimento lento, com
manifestacdes tardias e diversificadas, dificultando o diag-
néstico da doenca. Os exames laboratoriais, que consistem na
dosagem do hormonio, e os exames de imagem, como resso-
nancia magnética e tomografia computadorizada, bem como
as condicoes clinicas apresentadas pelo paciente, sao funda-
mentais para confirmacdo do diagnéstico de prolactinoma.

O modelo terapéutico para prolactinoma tem o objetivo
de restabelecer afertilidade, reestruturar o trato genital, inter-
romper a galactorreia, controlar e reduzir a massa tumoral.

Os tratamentos podem ser medicamentosos, cirlirgicos e
radioterapicos, sendo escolhido o meio mais eficaz, de acordo
com o quadro clinico da paciente em questao.

O tratamento medicamentoso é realizado a base de ago-
nista dopaminérgico, tendo como padrao-ouro a cabergolina
(CAB), visto que corresponde a um medicamento eficaz para
tratar esse tipo de tumor, além de apresentar efeitos colaterais
reduzidos ao paciente.

Para os pacientes que, por algum motivo, ndo apresentam
normalizagdo dos niveis de prolactina, mesmo fazendo uso
de agonista dopaminérgico, o tratamento indicado é que se
recorra a cirurgia para a retirada parcial da massa tumoral.

E, por fim, o tratamento radioativo, ou a radioterapia, é
indicado para os pacientes que apresentam tumores agres-
sivos ou prolactinomas malignos. E vélido ressaltar que esse
tipo de tratamento, por sua vez, culmina na exposicao do
paciente a possiveis efeitos colaterais adversos, como, por
exemplo, o hipopituitarismo e a isquemia cerebral.
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Resumo

As analises clinicas laboratoriais possuem papel fundamental na saude, pois é através de seus resultados que 70% dos diagnésticos sao concluidos
pelos médicos, e desta forma é necessario que se preze pela emissao de resultados confidveis. Entretanto, uma das fases do processo de realizacéo dos
exames laboratoriais tem se destacado como a fase que concentra o maior percentual de erros no ambito laboratorial até os dias atuais. Trata-se da fase
pré-analitica, que se inicia com a solicitacao do exame e finaliza quando se inicia a analise. Os erros pré-analiticos podem ser responsaveis por até 75%
dos erros laboratoriais, o que mostra a vulnerabilidade desta fase. Portanto, este trabalho tem como objetivo identificar os principais erros que estao
vinculados a fase pré-analitica, assim como os impactos que esses erros podem causar. Os tipos de erros pré-analiticos foram revisados na literatura entre
os anos de 2011 a 2020. Os resultados apontaram que os principais erros pré-analiticos estao associados ao momento da coleta de amostras bioldgicas.
Isto mostra a necessidade de gerar melhorias nos setores de coleta, através da realizacdo de treinamentos voltados para as equipes de flebotomia, com
o intuito de aperfeicoar este processo e diminuir as taxas dos erros provocados nesta fase.

Palavras-chave: Diagnostico; Fase Pré-Analitica; Patologia Clinica

Abstract

The clinical laboratory analyses have a fundamental role in health, because it is through their results that 70% of the diagnoses are concluded by the
doctors, therefore, it is necessary to give priority to the issuance of reliable and safe results. However, one of the phases of the process of performing
laboratory tests has been highlighted as the phase that concentrates the highest percentage of errors in the laboratory environment until the present day.
Itis the pre-analytical phase, which begins with the request of the exam and ends when the analysis begins.The pre-analytical errors can be responsible
for up to 75% of laboratory errors, which shows the vulnerability of this phase. Therefore, this work aims to identify the main errors that are linked to
the pre-analytical phase, as well as the impacts that these errors may cause. The types of pre-analytical errors were reviewed in the literature between
2011 and 2020. The results showed that the main pre-analytical errors are associated with the time of collection of biological samples. This shows the
need to generate improvements in the collection sectors, through training for phlebotomy teams, in order to improve this process and decrease the
rates of errors caused in this phase.

Keywords: Diagnosis; Pre-Analytical Phase; Pathology, Clinical
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INTRODUCAO

A medicina laboratorial desempenha um papel de suma
importancia na area da saude, onde disponibilizam servicos
de andlises, estudos de materiais bioldgicos e diversas outras
atividades voltadas para a realizacao de exames complemen-
tares, que possuem finalidades diagnésticas, prognésticas, de
prevencao e acompanhamento terapéutico, de forma que os
resultados fornecidos através deles detém uma grande influén-
cia em relacao as decisoes clinicas na assisténcia a saude.”

Aproximadamente 70% dos diagndsticos sdo concluidos
com base nos resultados das analises laboratoriais. Desta
forma, é necessario que a medicina diagnostica preze pela
emissdo de resultados confidveis, gerando assim um servico
de saude eficaz e seguro ao médico e ao paciente, pois além
do diagnéstico influenciaria também as decisdes médicas
quanto a escolha de melhores estratégias terapéuticas e
cuidados clinicos, como prescricao de medicamentos, inter-
nacao, alta hospitalar, entre outras decisdes assistenciais.?*

Logo, os laboratérios clinicos possuem uma grande
responsabilidade em relacédo as suas fungdes, constituindo
inUmeras etapas que vao desde o cadastramento do paciente
atéaemissdo e entrega dos laudos, que devem ser realizados
com precisao para que se obtenham resultados coerentes e
fidedignos, sendo estes condizentes com a realidade clinica
do paciente. Isso é necessario e de extrema importancia para
que o médico possa se basear em seus resultados, a fim de
que haja a correta e a melhor tomada de decisédo clinica em
relacdo ao paciente.”

Fases de realizacao das analises laboratoriais
Arealizacdo de exames e testes dentro de um laboratério
esta dividida em trés fases fundamentais, sendo elas: fase
pré-analitica, analitica e pds-analitica. A fase pré-analitica
envolve a indicacdo e solicitacdo do exame, cadastro do
paciente, transmissao correta das instru¢des de preparo ao
paciente (que séo especificas para cada tipo de exame), coleta,
identificacdo, armazenamento, acondicionamento, transporte,
recebimento e analise dos padrdes de aceitagao e rejeicao
das amostras bioldgicas. Desta forma a fase pré-analitica une
todas as etapas necessarias que antecedem afase analitica.®
A fase analitica consiste na operacao de variados méto-
dos para realizagao da analise do material biolégico. Nesta
fase sdo utilizados diversos equipamentos que irdo auxiliar
e executar as andlises dos ensaios, por isso ela se torna uma
fase mais automatizada, que requer um controle de qualidade
e calibracdo de equipamentos, assim como a preservacao

dos reagentes utilizados nestes, a fim de se obter resultados
precisos dos analitos.”

E, por fim, a fase pos-analitica, que se inicia a partir da
obtencao dos resultados quantitativos e qualitativos das
analises das amostras bioldgicas, que dard origem a liberacéo
do laudo, seguida pela avaliacao do médico, que ird emitir o
diagndstico e tomar as decisdes necessdrias mediante aos
resultados que foram estabelecidos.®

Contudo, existe a possibilidade de ocorrerem erros
durante a execucao destas fases, que podem afetar os seus
resultados. A Figura 1 mostra as frequéncias dos erros nas trés
fases citadas anteriormente, segundo o estudo de Ambachew
et al.”? Nesta, é possivel observar que 68% dos erros labora-
toriais ocorrem na fase pré-analitica. Estes dados revelam a
importancia de se enfatizar a fase pré-analitica, ja que esta
tem se destacado e tem sido apontada em varias pesquisas
pela sua concentracao de altas taxas de erros laboratoriais.
Isto porque um dos motivos é o fato de os laboratérios ndo
conseguirem ter um controle sobre algumas das atividades
ali executadas, e é sobre ela que ira se tratar este estudo.“>'?

Fatores que influenciam os erros

Existem muitas pessoas envolvidas na realizacdo da
fase pré-analitica: paciente, médico, flebotomista e demais
profissionais encarregados do armazenamento, transporte
do material biolégico e cadastramento do paciente. A acdo
destes dificulta a administracao do laboratério em relacdo
as atividades executadas, justamente por causa do elevado
numero de pessoas com diferentes graus de formacdo na
area de saude, ligados a realizagao das etapas desta fase.”)

Um ponto que contribui para que haja essa grande
quantidade de profissionais associados a fase pré-analitica
estd relacionado ao fato de a maioria dos processos nao
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Comparacdo das porcentagens de erros entre as fases de realizacdo das andlises
laboratoriais.
Fonte: Ambachew et al., 2018
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serem automatizados, como na fase analitica, o que torna
essa fase mais vulneravel, pois quanto maior o nimero de
pessoas envolvidas em um processo, maiores sdo as proba-
bilidades de erros. Esta situacdao pode ser ainda mais dificil
de controlar quando estas etapas sao realizadas fora do
ambiente laboratorial.®

Os termos “fase pré-pré-analitica e fase pds-pds-analitica
tém sido utilizados para designar as etapas de realizacdo
de exames que nao dependem do laboratério, como por
exemplo: a decisdo médica sobre a escolha dos exames que
sdo mais indicados mediante uma hipotese diagnoéstica e a
prescricao destes, o preparo do paciente para determinado
exame, coleta, identificacao das amostras, preservacao,
transporte e recepcao do material biolégico na fase pré-pré-
-analitica, e a interpretacao do laudo feita pelo médico na
fase pds-pos-analitica.™

As variaveis pré-analiticas tém grande impacto sobre os
resultados dos exames laboratoriais, que podem promover
interpretacdes erroneas. Por isso, informacoes relevantes
sobre o paciente, como idade, género, variacdo cronobiol6-
gica, jejum, prética de atividades fisicas, uso de medicamentos,
tabagismo, etilismo, gestacdo, doencas ou lesdes preexisten-
tes, deverdo ser consideradas, pois podem influenciar e com-
prometer os resultados dos exames, fazendo-se necessario
o conhecimento destes dados na fase pré-analitica e pos-a-
nalitica, para avaliacdo dos resultados que forem obtidos.?

Desta forma, as altas taxas de erros pré-analiticos estao
associadas a complexidade dos processos envolvidos, a
limitada automacao e padronizacao dos servicos e a partici-
pacao de diversas pessoas na fase pré-analitica, tornando-a
vulneravel e gerando ndo conformidades nos processos
desta etapa. A ndo conformidade é a ocorréncia de um pro-
cedimento nao padronizado, ou seja, é 0 nao cumprimento
de um requisito, que pode levar a resultados enganosos, por
isso cada laboratério desenvolve métodos préprios para lidar
com estes obstaculos.”

Um erro pode provocar falsos positivos ou falsos negati-
vos e interferir na decisdo médica quanto ao quadro clinico e
diagndstico do paciente, que eventualmente em alguns casos
terd que refazer o exame, gerando assim gastos e atrasos no
diagnostico ou até mesmo danos a satde do paciente."®

Os laboratdrios clinicos e sua equipe multidisciplinar
necessitam seguir as normas, regulamentacgdes e as recomen-
dacgdes das boas praticas laboratoriais, a fim de minimizar ou
evitar possiveis erros, e ndo influenciar de alguma maneira
os resultados dos exames. Além disso, fazer a adocdo de
programas de gestdo da qualidade através dos indicadores

”

de qualidade é de extrema importancia, pois estes irdao
realizar um mapeamento dos processos laboratoriais para
identificar, qualificar e quantificar falhas que possam existir,
permitindo assim que medidas de prevencéo e correcao
sejam colocadas em pratica.™”

De igual modo, a busca pela acreditacao e certificacdo
de um laboratério é primordial para promover seguranca,
responsabilidade, ética profissional, eficiéncia e oferecer
servicos de alta qualidade. Colocar em prética este processo
ird viabilizar a padronizacao das atividades realizadas no
ambito laboratorial e gerar a busca pela melhoria continua
dos servicos de satde.™

O alto percentual de erros cometidos nafase pré-analitica
destaca-se quando comparado com os percentuais de erros
das outras duas fases de realizacdo de exames laboratoriais.
Além disso, um pequeno erro cometido nesta fase é crucial
para comprometer as préximas etapas e principalmente os
resultados dos exames.®

Desta forma, estas foram as questdes motivadoras para
a criacao deste trabalho, pois é necessario primeiramente
conhecer os erros e suas origens, para entao possibilitar
o desenvolvimento de solucdes, a fim de reduzir a taxa de
ocorréncia desses erros e desta forma melhorar a qualidade
dos servicos laboratoriais.

Portanto, o presente estudo tem como objetivo identificar
os principais erros que estao vinculados a fase pré-analitica,
assim como os impactos que esses erros podem causar,
baseando-se na literatura cientifica. O intuito é mostrar a
relevancia deste assunto e as questdes preponderantes que
devem ser evitadas durante uma rotina laboratorial, podendo
este ser usado eventualmente como fonte de dados para
estudantes ou profissionais da drea da saude, a fim de gerar
discussoes, estudos, levantamento de dados, busca por
solugdes e principalmente reavaliacdo das condutas durante
a realizacao dos ensaios.

MATERIAL E METODOS

Para a elaboracao desta revisao de literatura, foram utiliza-
dos como base artigos cientificos obtidos através dos bancos
de dados eletrdnicos e revistas cientificas, sendo estes: Pub-
Med (que utiliza artigos fornecidos pelo MEDLINE), Scientific
Electronic Library Online (SciELO), Scientific Electronic Library
Online Saude Publica (SciELOSP), Literatura Latino-Americana
e do Caribe em Ciéncias da Saude (LILACS), ScienceDirect
(Elsevier), Google Académico e a Revista Brasileira de Analises
Clinicas (RBAC). As palavras-chaves utilizadas na busca dos
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artigos nestes bancos de dados sao: fase pré-analitica, erros
pré-analiticos, erro laboratorial e analises clinicas.

Durante a pesquisa, foram selecionados artigos publi-
cados nos idiomas portugués, inglés ou espanhol, entre
o periodo de 2011 a 2020, com base no titulo e na leitura
do resumo. Apds o levantamento bibliogréfico, cerca de
80 artigos foram coletados, e deste total 29 estudos foram
selecionados para embasar o presente trabalho. As tabelas e
figuras presentes nesta revisdo foram desenvolvidas nos pro-
gramas do Microsoft Excel e do Microsoft Word, utilizados para
compilar os dados com base na literatura, reunindo apenas
informagdes relevantes e inerentes ao objetivo deste estudo.

RESULTADOS

O baixo desempenho laboratorial pode causar erros, e
consequentemente o aumento dos custos de assisténcia
médica, atrasos no diagndstico e tratamento, ou até mesmo
diagnéstico incorreto e tratamento inadequado e, comisso, a
diminuicdo da satisfacdo do paciente. Os erros podem ocorrer
em qualquer parte do processo, todavia, a fase pré-analitica
tem apresentado altos indices de erros, destacando-se quando
comparada as outras duas fases do processo de realizacao
dos testes. O impacto causado pelo erro pré-analitico pode
gerar danos como os citados anteriormente, assim como a
rejeicdo de amostras que leva a realizagao de novas coletas.”

Um dado importante é relatado no estudo de Fernandes
e Oliveira,® onde a pesquisa foi realizada em um laborato-
rio privado na cidade de Maringa-PR, Brasil, que mostrou
que 1.274 testes laboratoriais receberam novas ordens de
coleta, devido a erros laboratoriais que provocaram a rejei-
¢ao das amostras bioldgicas. Com isso, a fase pré-analitica
estd representando a maior taxa de pedidos de nova coleta
(70,8%), seqguida pela fase pos-analitica (27,79%) e por fim
a fase analitica com uma pequena taxa (1,41%), conforme
mostra a Figura 2.0

Ha pouco tempo, um estudo prospectivo desenvolvido
por Ashakiran et al.™ ja demonstrava que a fase pré-analitica
é responsavel pela maior parte dos erros registrados, ja que
estes atingiram uma margem de 44,7% de erros pré-anali-
ticos por dia.No estudo, foram monitorados a frequéncia e
os tipos de erros, através da analise das amostras de sangue
venoso. A Tabela 1 mostra os erros pré-analiticos que foram
documentados e sua distribuicao percentual no periodo de
trés meses do estudo."’®

Ratificando o estudo de Ashakiran et al.,"™® Guimaraes
et al. 19 avaliaram os dados obtidos através da analise de

rejeicdo de amostras de sangue, assim como as solicitagoes
de novas coletas de sangue didrias, no Hospital de Clinicas
de Porto Alegre. O estudo mostrou que do total de 77.051
amostras de sangue, 441 (0,57%) amostras foram rejeitadas
por serem consideradas como inadequadas para a realizacdo
de exames, por possuir algum tipo de erro pré-analitico.
A Tabela 2 mostra os motivos que levaram a rejeicdo das
amostras, assim como as frequéncias de suas ocorréncias.
Amostras coaguladas e hemolisadas, juntamente com volume
insuficiente de amostra foram as causas mais frequentes na
rejeicdo dos espécimes.‘®

Fase Pos-
Analitica
27,79% (n=354)

Fase Analitica
1,41% (n=18)

Fase Pré-
Analitica
70,8% (n=902)

Comparacdo entre as fases de realizacdo de exames em relacdo as taxas de novas
ordens de coleta.
Fonte: Adaptado de Fernandes e Oliveira, 2016

Erros pré-analiticos por Ashakiran et al. (2011) apés trés meses de estudo

Erros pré-analiticos Frequéncia de Dez/2009 a
P Fev/2010 (n)

Erros que ocorrem no nivel de identifica¢io
do paciente
Solicitacdo inadequada 28,8(51)
Identificacdo incorreta 2,8(5)
Erros que ocorrem no nivel da coleta da
amostra
Tempo inadequado da amostra 20,9 (37)
Amostra insuficiente 73(13)
Coleta inadequada de tubos 15,3(27)
Erros que ocorrem durante o transporte
da amostra
Atraso no manuseio e transporte da amostra 5,6 (10)
Hemdlise in vitro 19,2 (34)

Total 100 (177)

Fonte: Ashakiran etal., 2011
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Erros pré-analiticos por Guimaraes et al. (2012) apds trés meses de estudo

Erros pré-analiticos Frequéncia de Jun/2010
aAgo/2010 (n)
Amostra coagulada 43,8(193)
Volume insuficiente de amostra 24.(106)
Amostra hemolisada 17,9(79)
Erro na identificacdo da amostra 43(19)
Erro na escolha do tubo/aditivo 1,8(8)
Amostra lipémica 094
Razéo amostra/aditivo inadequado 0,7(3)
Amostra com ictericia 0,7(3)
Outras causas de rejeicao 5,9 (26)
Total 100 (441)

Fonte: Guimaraes et al., 2012

Corroborando as informagdes ja mencionadas, Fernan-
des e Oliveira® demonstraram em seu estudo, realizado em
um laboratério de anélises clinicas na cidade de Maringa-PR,
Brasil, em que os dados foram obtidos através do relatério de
coleta de dados do controle de qualidade e dos formularios
de nao conformidades do préprio laboratério, que do total

Durante o periodo de realizagdo de um estudo executado
porTapper etal.(2017),"” apds avaliar os erros pré-analiticos
encontrados no registro de rejeicao de amostras do laborato-
rio observou-se que 1.390 amostras foram rejeitadas devido a
erros provocados nafase pré-analitica, porém as informacoes
sobre o numero total de amostras recebidas pelo laboratério
ndo foram relatadas. Amostras nao identificadas, amostras
rotuladas incorretamente, tubos inadequados de coleta para
o teste solicitado, assim como o preenchimento incompleto
ou impreciso do formulario de requisicao representaram a
maioria dos erros pré-analiticos registrados, como demons-
trado na Tabela 4.7

Um estudo elaborado recentemente por Kadi¢ et al."®
analisou os dados de amostras de sangue rejeitadas de acordo
com os registros do sistema de informacao laboratorial,
demonstrando que do total de 35.343 amostras, 602 (1,70%)
foram rejeitadas por erros cometidos na fase pré-analitica. Os
erros que apresentaram uma maior frequéncia foram amostras
hemolisadas, amostras coaguladas e volume inadequado de
amostra, conforme mostra a Tabela 5.8

Erros pré-analiticos por Tapper et al. (2017) apds quatro anos de estudo

de 707.449 testes realizados em amostras de pacientes 1.274 Ervos pré-analiticos Frequéndia de Jun/2012a
testes obtiveram uma nova ordem de coleta por estarem Mai/2016 (n)
impréprios para a realizacao de exames, 902 (70,8%) des- Amostra Inadequada
tas amostras haviam sido rejeitadas em virtude de erros Rotulagem incorreta da amostra 23(326)
cometidos na fase pré-analitica. O volume insuficiente de Nao etiquetada 37(513)
amostra, amostra coagulada e amostra hemolisada foram Amostra hemolisada 3,3 (46)
0s erros que se destacaram neste estudo, como mostra a Amostra inadequada para andlise 2,0(29)
Tabela 3.© Amostra antiga 02(4)
Formuldrio de requisi¢do inadequado
Informagdes incompletas/imprecisas 14 (194)
Nenhum teste solicitado 0,3(5)
Erros pré-analiticos por Fernandes e Oliveira (2016) apds dois anos de estudo Manchado de sangue 0,5(7)
Erros pré-analiticos Frequéncia de Jun/2013 Volume inadequado
aMai/2015 (n) Amostra vazada em transito 0,9(13)
Amostra coagulada 19,29 (174) Amostra quebrada em transito 1,0(14)
Amostra hemolisada 9,43 (85) Nenhuma amostra recebida 0,5(8)
Amostra lipémica 3(27) Quantidade insuficiente 1,2(18)
Rotulagem incorreta da amostra 8,21(74) Amostra quebrada/derramada em laboratério 1,3(19)
Amostra inadequada 1,56 (14) Tubo inadequado
Volume insuficiente da amostra 58,54 (528) Amostra incorreta para teste 14 (194)
Total 100 (902) Total 100 (1.390)

Fonte: Fernandes e Oliveira, 2016

Fonte: Tapper et al., 20177
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Erros pré-analiticos por Kadic¢ et al. (2019) apds trés meses de estudo

Erros pré-analiticos Frequéncia de Dez/2016
aMar/2017 (n)
Hemdlise 48,50 (292)
Amostra coagulada 39,87 (240)
Volume de amostra inadequado 7,81(47)
Tubo de coleta inadequado 2,16 (13)
Erro de identificacdo 1,66 (10)
Total 100 (602)

Fonte: Kadic et al., 2019""®)

E por fim, Dhotre et al."® atualmente desenvolveram
um estudo em um periodo de 12 meses, contendo duas
fases de pesquisa: uma antes do treinamento da equipe de
flebotomistas do laboratorio e a outra apos o treinamento,
contendo seis meses cada fase.!"”

De acordo com os autores, amostras foram rejeitadas
pela equipe do laboratério de acordo com os seus proce-
dimentos operacionais padrdo, que foram devidamente
anotados no livro de registro de amostras rejeitadas, onde
obteve um total de 980 erros pré-analiticos, dos quais 740
erros ocorreram na primeira fase do estudo e 240 erros na
segunda fase. O numero total de amostras recebidas pelo
laboratorio nao foi relatado pelo autor. Amostra hemolisada,
amostra lipémica e quantidade de amostra insuficiente estao
entre os erros que mais se destacaram, de acordo com a

Erros pré-analiticos com maior reincidéncia entre os estudos

Tabela 6, que mostra os resultados baseados na primeira
fase do estudo.™

Na segunda fase do estudo foram observados os mesmos
erros descritos na primeira fase (Tabela 6), porém nao houve
diferenca significativa nas propor¢des dos diferentes tipos
de erros entre as duas fases do estudo.™

Desta forma, o presente trabalho reuniu os principais
erros pré-analiticos com base nos registros dos estudos
aqui citados, a partir de uma analise feita em seus dados. A
Tabela 7 apresenta os percentuais dos erros pré-analiticos
mais frequentes entre os estudos avaliados, ou seja, aqueles
relatados em pelo menos 50% destes.

A Figura 3 nos mostra a distribuicdo da frequéncia dos
erros pré-analiticos conforme os dados da Tabela 7, fazendo
uma comparacdo da porcentagem destes erros encontrados
em cada estudo com outra perspectiva.

Erros pré-analiticos por Dhotre et al. (2020) apds seis meses de estudo

Erros pré-analiticos Frequéncia de Jan/2019
aJun/2019 (n)
Amostras hemolisadas 36,6 (271)
Amostras lipémicas 19,9 (147)
Quantidade inadequada de amostra 18,8 (139)
Atraso no transporte da amostra 13,4(99)
Coleta de amostra em tubo errado 11,4 (84)
Total 740 (100)

Fonte: Dhotre et al., 2020

Autor/ano ASHAKIRAN, SUMATI  GUIMARAES et al., FERNANDES & TAPPER et al., 2017 KAI?IC, AVDAGIC- DHOTRE, DHOTRE &
& MURTHY, 2011 2012 OLIVEIRA, 2016 ISMIC & HASIC, 2019 SHAIKH, 2020
Periodo de obtencao dos dados 3 meses 3 meses 2anos 4anos 3 meses 6 meses
Erros pré-analiticos
Frequéncia (%)
Identificagdo incorreta da amostra 28 43 8,21 23 1,66 *
Volume inadequado de amostra 73 24 58,54 5,1 7,81 18,8
Amostra hemolisada 19,2 17,9 9,43 33 48,50 36,6
Tubo de coleta inadequado 153 18 ¥ 14 2,16 1,4
Amostra coagulada * 438 19,29 * 39,87 ¥
Amostra lipémica * 0,9 3 * * 19,9

Legenda:(*) representa a auséncia do erro pré-analitico no estudo.

Fonte: Ashakiran et al., 2011"%; Guimaraes et al., 20121%; Fernandes e Oliveira, 2016; Tapper et al., 2017%7; Kadi¢ et al., 2019"®; Dhotre et al., 2020
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Fonte: Ashakiran et al., 2011"9; Guimaraes et al., 2012"%; Fernandes e Oliveira, 2016'9; Tapper et al., 2017"7; Kadic et al., 2019"%; Dhotre et al., 2020

Nota-se que os erros referentes a volume inadequado de
amostra, amostra hemolisada e amostra coagulada atingiram
uma maior taxa quando comparados aos demais erros. De
todos os outros erros pré-analiticos que foram relatados nos
seis estudos, aamostra hemolisada se destacou em cinco estu-
dos por estar entre os que atingiram as maiores porcentagens
de erros pré-analiticos, assim como o volume inadequado de
amostra que se destacou em quatro estudos, e aamostra coa-
gulada que também se evidenciou em trés estudos.©15161819)

Em suma, os resultados laboratoriais precisos sao essen-
ciais para o diagnéstico médico e atendimento ao paciente,
visto que grande parte dos diagndsticos é concluida com base
nos resultados dos exames. No entanto, mediante o exposto
em relacdo as altas taxas de erros pré-analiticos que sao
encontrados até os dias atuais, a grande questao é: até que
ponto esses erros podem impactar os resultados dos exames
laboratoriais e, consequentemente, a satide do paciente?™

DISCUSSAO

O estudo de Salinas et al.?® afirma que é na fase pré-ana-
litica que se concentra o maior percentual de erros relaciona-
dos aos exames laboratoriais. O autor também aponta que
em diferentes trabalhos as frequéncias desses erros podem
atingir entre 31,6%, 44% e 53%, podendo chegar até 75%,
onde esses dados se mostram compativeis com os nimeros
relatados no presente estudo. Segundo o autor, estas distin-
¢oes se dao por causa dos diferentes critérios de avaliacdo
ou pelo aumento das variaveis do estudo.?

Vieira et al."" também fazem uma comparagdo em
relacdo as porcentagens de erros entres as trés fases de
realizacao das andlises clinicas laboratoriais, e apontam que
de 46% a 68% dos erros estdo relacionados a fase pré-ana-
litica, 12,5% dos erros estao ligados a fase analitica e que,
por fim, de 18% a 47% dos erros sao provocados na fase
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pds-analitica, similarmente com os dados apresentados na
Figura 1 e na Figura 2.1

Porém as taxas dos erros pré-analiticos apresentam
variagdes quando comparadas entre os estudos que foram
mencionados. Segundo Lee (2019),*" comparar os tipos e
frequéncias de erros pré-analiticos entre laboratérios ou
entre paises é bem dificil, por causa dos diferentes ambientes
e sistemas de saude, servicos prestados pelo laboratério,
podendo também estar relacionado a forma como estes
erros foram detectados, pois segundo o autor ndo é facil
identificar os erros pré-analiticos com precisao porque tam-
bém é dificil contar com o compromisso dos laboratérios em
registrar estes erros.?"

Grande parte dos erros laboratoriais, quando identifica-
dos, ird resultar na rejeicao das amostras bioldgicas e, con-
sequentemente, em uma nova coleta de amostra. Segundo
Guimaraes et al.®, este fato pode provocar insatisfacao, trans-
tornos, ansiedade e insegurancas ao médico e ao paciente.
Ja em relacdo ao ambito laboratorial, estes erros provocam
custos desnecessarios, atrasos na liberacdo dos resultados,
aumento da carga de trabalho e, principalmente, a perda da
credibilidade, confianca e seguranca no laboratério, provo-
cando um efeito negativo em sua imagem.®

Diversos estudos mostram que estdo entre os tipos de
erros pré-analiticos mais comumente relatados a identifica-
¢ao incorreta da amostra/paciente, volume inadequado de
amostra, amostra hemolisada, tubo de coleta inadequado,
amostra coagulada e amostra lipémica, corroborando com
os principais erros pré-analiticos encontrados no presente
estudo (Tabela 7).%7112223)

O estudo de Green®relatou que a identificacdo incorreta
estava entre uma das causas mais frequentes de erros pré-
-analiticos. Sushma e Shrikant” afirmam que a identificagao
do paciente é a principal etapa critica na coleta de sangue.
Segundo estes autores, este erro provavelmente pode ser
provocado devido a grande carga de trabalho. Realizar a
puncao venosa da pessoa errada ou rotular erroneamente
a amostra bioldgica de um paciente pode contribuir para o
erro laboratorial, isto porque, segundo Green?, este incidente
pode resultar em diagnéstico tardio, testes laboratoriais
extras, tratamento inadequado, podendo até mesmo ser
fatal se resultar em uma reacdo hemolitica aguda em casos
de transfusao de sangue.?”

Para reduzir este erro laboratorial relacionado a identi-
ficacao, Sushma e Shrikant” preconizam que ao identificar
o paciente, informagées como nome completo, endereco,
numero de identificacdo e/ou data de nascimento devem

ser confirmadas. Além disso, pacientes hospitalizados devem
utilizar identificacdo com as informacdes descritas anterior-
mente, para que antes da pungdo venosa o flebotomista
possa confirmar esses dados e verificar se a faixa ou pulseira
deidentificacdo estd presa ao paciente. Pulseiras de identifi-
cagao com codigo de barras possuem grande potencial para
areducao deste erro. Os flebotomistas devem se apresentar
de forma agradével e explicar ao paciente o procedimento
que sera realizado. Também é necessario que o paciente diga
0 seu nome; caso isto ndo seja possivel, ele devera fornecer
alguma forma de identificacdo ou ser identificado por algum
membro da familia ou cuidador.”

No estudo de Codagnone et al.?¥, o volume insuficiente
de amostra foi a terceira causa dos erros pré-analiticos que
foram identificados. De acordo com Green®, a quantidade
insuficiente de amostra é problematica, ja que em alguns
casos nem todos os testes solicitados pelo médico poderao
ser realizados, o que ird exigir uma nova coleta, e com isso
atrasos nos resultados dos exames e novos gastos.?

Os tubos de coleta devem ser preenchidos com volume
correto de amostra para garantir a propor¢ao sangue/aditivo,
pois, por exemplo, quantidade insuficiente de amostra em
tubos de heparina pode resultar na elevada concentracdo de
heparina e, consequentemente, interferir nos resultados de
alguns analitos.”” Um outro exemplo é dado por Magnette
et al.?, em que os autores relatam que tubos de citrato de
sédio devem ser enchidos até 90% do seu volume ou até a
marca anotada no tubo, pois em casos de volume insuficiente
de amostra ocorre o aumento de sua diluicdo em razéo do
volume do anticoagulante liquido e pode aumentar o tempo
de coagulacao por causa do excesso de citrato ligante de
calcio presente no tubo de coleta.®

Os autores Codagnone et al.?¥, Marin et al.?¥ e Sushmae
Shrikant”? apontaram que a principal causa de erro pré-ana-
litico em seus estudos foi a hemdlise.”#2% Segundo Green®@,
a presenca de hemolise é responsavel por 40% a 70% das
amostras bioldgicas inadequadas que chegam ao seu labo-
ratério. Este autor afirma que esse erro pré-analitico pode ser
causado pela mistura vigorosa da amostra de sangue, pelo
transporte pneumatico das amostras feito pelo tubo ou por
forcar o sangue através da agulha.?

Para Codagnone et al.?¥, alguns fatores também podem
influenciar a ocorréncia de hemolise como a aplicacédo pro-
longada do torniquete, constricdo inadequada dos musculos
do antebraco e selecao inadequada do calibre da agulha
para a coleta venosa.”” Marin et al.?® relatam que os motivos
deste erro pré-analitico podem estar relacionados a pouca
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utilizagcao de tubos a vacuo, de maneira que os tubos de
amostras sdo preenchidos diretamente com a seringa; além
disso, acrescentam que os funcionarios nao sdo suficiente-
mente qualificados para o processo de coleta.?

Aruptura das hemdcias que resulta na hemolise, mesmo
que em um grau leve, pode influenciar os resultados de
exames de varios analitos, como LDH, CK, K, AST, ALT, ACP,
ALP, ALB, Cl, GGT, GLI, CRE e Na. De fato, quando a amostra
estd hemolisada, parametros como K, ALT, CRE e CK estao
superestimados, enquanto parametros como ALB, ALP, CL,
GGT, GLI e Na estao subestimados.72%

Segundo Magnette et al.,*® para evitar a ocorréncia de
hemolise em amostras de sangue venoso, algumas medidas
devem ser tomadas. Dentre elas podemos citar: aplicacdo de
torniquete em menos de 1T minuto e a obtencao das amos-
tras sem a provocacao de traumas, onde o sangue deve fluir
livremente para o tubo de coleta sem gerar espuma ou bolhas
na amostra e com a minima tensao. Além disso, também é
descrito na literatura sobre a importancia da utilizacdo de
coletas a vacuo, pois a transferéncia direta de amostra da
seringa para o tubo faz com que as células colidam com a
parede do tubo sob a pressdao do émbolo. Ademais, a agitagao
vigorosa do sangue deve ser evitada e deve haver selecdo
adequada dos dispositivos de coleta.?”)

Guimarées et al.®), Costa e Moreli"® e Marin et al.??
revelam que tubos de coleta de amostrainadequados estao
entre os erros pré-analiticos que foram identificados em seus
respectivos estudos.®'323 Q estudo de Grecu et al.?® afirma
gue amostras tem sido coletadas em tubos com anticoagulan-
tes inadequados.?® Segundo Li et al., este erro pré-analitico
pode estar associado ao descuido das equipes de coleta.?”

Segundo Najat®, um dos erros pré-analiticos que atingi-
ram maior porcentagem em seu estudo foi aamostra coagu-
lada.”® De acordo com Magnette et al.?”, uso prolongado do
torniquete, manipulacdo consideravel da agulha na veia, ndo
homogeneiza¢ao da amostra em tubo contendo anticoagu-
lante ou feita de forma errada, podem provocar a formacéao
de codgulo na amostra.? Green@relata em seu estudo que
a coagulacdo da amostra pode produzir falsa leucopenia,
baixa contagem de hemacias, além da diminuicao dos valo-
res de hematdcrito. Além disso, os microcodgulos podem
ser aspirados e levar a obstrucao da sonda dos aparelhos.?

Os estudos de Sushma e Shrikant” e Sua et al.“ reve-
laram que amostra lipémica foi um dos erros pré-analiticos
detectados em seus respectivos estudos.*” O autor Nikolac®
afirma que alipidemia é a presenca de turvacao naamostra de
sangue, causada pelo acimulo de particulas de lipoproteina.

Ele também relata que a causa pré-analitica mais comum de
lipidemia é o tempo inadequado da coleta de sangue, ou
seja, apos a refeicdo. O correto é que os pacientes estejam
devidamente preparados e em jejum (que pode variar entre
quatro a doze horas de jejum ap6s a ultima refeicao) antes
da coleta de sangue. Segundo o autor, isso ocorre porque
os pacientes nao sdao devidamente informados sobre como
deve proceder o preparo para a coleta de sangue.®?

O plasma sanguineo normal consiste em aproximada-
mente 92% de dgua e 8% de lipidios, porém na amostra
lipémica a proporc¢ao da fase lipidica aumenta e pode chegar
a25%. Desta forma, a lipidemia pode interferir nos resultados
dos testes que utilizam métodos de espectrofotometria, ja
que particulas de lipoproteinas na amostra podem absorver
a luz. A quantidade de luz absorvida é inversamente pro-
porcional ao cumprimento de onda, portanto métodos que
utilizam cumprimentos de onda menores sdo mais afetados,
pois a absorbancia é maior, e sendo assim a lipidemia pode
afetar os resultados de alguns parametros bioquimicos como
ALT, AST e GLL72)

Segundo Guimaraes et al.,® erros pré-analiticos estao
geralmente associados a elevada rotatividade de pessoas,
falta de entendimento sobre as boas praticas laboratoriais,
negligéncia e a falta de capacitacdo e treinamento dos profis-
sionais envolvidos nos processos pré-analiticos.® Os estudos
de Marin et al.®® e Lee® afirmam que os erros pré-analiticos
estao diretamente ligados ao processo de coleta de sangue,
corroborando as informagbes obtidas neste estudo, ja que
grande parte dos erros pré-analiticos encontrados estao rela-
cionados a falhas provocadas durante a pungao venosa.?"?

De acordo com os estudos de Li et al.,*” Lee®" e Dhotre
etal."? o treinamento e capacitacao da equipe de flebotomia
gerou melhorias significativas, de forma que estes obtiveram
aprimoramento das técnicas de coletas de amostras, que
resultou na reducéo das taxas de erros pré-analiticos.192'27)

CONCLUSAO

Esta revisao bibliografica conclui que, apesar dos avan-
cos tecnoldgicos, a fase pré-analitica ainda é a principal
responsavel pelos erros laboratoriais e que a maior parte dos
erros pré-analiticos estao enraizados nos setores de coleta
sanguinea. Cada um dos erros apontados neste estudo possui
grande potencial para afetar de diversas formas a qualidade
dos resultados e dos testes laboratoriais. Uma pequena falha
no processo de coleta sanguinea pode gerar danos ao labo-
ratério e principalmente a salde do paciente.
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Portanto, recomenda-se a realizacdo de treinamentos
periédicos e aimplantacdo de programas de educacéo con-
tinuada voltadas para as equipes de flebotomia (envolvendo
palestras, aplicacao de questionarios para avaliar e nivelar o
grau de conhecimento destas equipes), focados nas técnicas
de puncao venosa, ordem e escolha correta dos tubos e dos
materiais que serao usados na coleta, utilizagcao de etiquetas
com cédigo de barras, preparacdo adequada do paciente e
aplicagao dos critérios de rejeicao de amostras.

Com isso, estas medidas possuem o objetivo de propor-
cionar um aperfeicoamento destes processos e, consequen-
temente, reduzir as taxas dos erros pré-analiticos, gerando
a melhoria do atendimento ao paciente e a emissao de
resultados mais fidedignos.

SUPORTE FINANCEIRO
A pesquisa ndo recebeu financiamento para sua realizacdo.
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Resumo

A estrita relacdo entre doencas cardiovasculares e dislipidemias exige o monitoramento periédico do perfil lipidico através de dosagens séricas de
colesterol total, triglicérides, colesterol da lipoproteina de baixa densidade (c-LDL) e colesterol da lipoproteina de alta densidade (c-HDL). Contudo, esses
testes laboratoriais estdo sujeitos a interferéncia medicamentosa in vivo e in vitro. O objetivo desta revisao da literatura foi disponibilizar os principais
medicamentos que podem interferir nos exames de avaliagcao do perfil lipidico, com seus respectivos mecanismos de interferéncia in vivo ou in vitro. Alguns
farmacos podem causar como reagdo adversa o aumento dos niveis de c-LDL e triglicérides, ou a reducao dos niveis de c-HDL, o que estd associado a um
maior risco de eventos cardiovasculares. Por outro lado, outros farmacos podem reduzir os niveis de c-LDL e triglicérides, ou aumentar os niveis de c-HDL.
Alguns medicamentos ainda podem interferir in vitro na dosagem dos biomarcadores de avaliagao do perfil lipidico. O monitoramento e diagnéstico
das dislipidemias devem levar em consideragao estas interferéncias medicamentosas, ja que a interpretacao equivocada dos exames laboratoriais pode
resultar em tratamento desnecessario ou falta de tratamento farmacoldgico, gastos desnecessérios e prejuizo na qualidade de vida do paciente.

Palavras-chave: Colesterol; Dislipidemias; Efeitos Colaterais e Reacoes Adversas Relacionados a Medicamentos; Técnicas de Laboratdrio Clinico;
Triglicerideos

Abstract

The strict relationship between cardiovascular disease and dyslipidemia requires periodic monitoring of the lipid profile through serum measurements
of total cholesterol, triglycerides, low-density lipoprotein cholesterol (LDL-c) and high-density lipoprotein cholesterol (HDL-c). However, these laboratory
tests are subject to drug interference in vivo and in vitro. The purpose of this literature review was to make available the main drugs that can interfere with
lipid profile assessment tests, with their respective in vivo or in vitro interference mechanisms. Some drugs can cause as adverse reaction the increase of
LDL-c and triglycerides levels, or the reduction of HDL-c levels, which is associated with a greater risk of cardiovascular events. On the other hand, other
drugs can reduce LDL-c and triglycerides levels, or increase HDL-c levels. Some medications can still interfere in vitro in the dosage of biomarkers to
assess the lipid profile. The monitoring and diagnosis of dyslipidemia should take into account these drug interferences, since the misinterpretation of
laboratory tests may result in unnecessary treatment or lack of pharmacological treatment, unnecessary expenses and damage to the patient's quality of life.
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1.INTRODUCAO

As dislipidemias sdo caracterizadas pelos niveis séricos
anormais de lipoproteinas, podendo desencadear doencas
cardiovasculares, sendo que a predisposicao genética, idade,
género e estilo de vida sao fatores determinantes para o seu
desenvolvimento.™

Aimportancia daidentificacdo das dislipidemias motivou
a avaliacao laboratorial do perfil lipidico através de dosa-
gens séricas de colesterol total, triglicérides, colesterol da
lipoproteina de densidade muito baixa (c-VLDL), colesterol
da lipoproteina de baixa densidade (c-LDL) e colesterol da
lipoproteina de alta densidade (c-HDL).?’ Contudo, esses testes
laboratoriais estao sujeitos a interferéncia medicamentosa
in vivo e in vitro.®

A utilizagcao de alguns medicamentos pode acarretar
como efeito adverso o aumento nos niveis séricos de triglicé-
rides e de c-LDL e reducdo dos niveis de c-HDL, sendo impor-
tante o monitoramento do perfil lipidico nos individuos que
usam esses medicamentos cronicamente, devido ao aumento
do risco de desenvolvimento de eventos cardiovasculares.”)

2. MEDICAMENTOS QUE INTERFEREM NOS EXAMES
DE AVALIAGAO DO PERFIL LIPIDICO

ATabela 1 apresenta os principais medicamentos que
interferem nos exames laboratoriais de avaliacao do perfil
lipidico e 0s mecanismos in vivo ou in vitro responsaveis
pela interferéncia.

2.1 Hipolipemiantes

Dentre os medicamentos utilizados para o tratamento
das dislipidemias, tem-se os fibratos. Eles atuam alterando o
metabolismo lipidico ao diminuir a liberacao de acidos gra-
x0s nos adipdcitos, resultando em diminuicao da sintese de
lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL) e, consequen-
temente, em diminuicdo dos niveis séricos de triglicérides.
Além disso, promove aumento dos niveis séricos de c-HDL e
da expressao de receptores hepaticos para LDL, promovendo
reducédo dos niveis séricos de c-LDL.®

J4 as estatinas diminuem os niveis séricos de c-LDL ao
inibirem a HMG-CoA redutase, que é a enzima responsa-
vel pela sintese de colesterol.® A ezetimiba, por sua vez,
interrompe a absorcdo de colesterol ao inibir a atividade da
proteina NPC1L1, que é responsavel pela captagao intestinal
de lipidios, diminuindo, assim, os niveis séricos de c-LDL."”)

Outro medicamento hipolipemiante é a colestiramina.
O complexo formado pela ligacdo de acidos biliares com a
colestiramina é excretado nas fezes, reduzindo, assim, os
niveis de acidos biliares. O efeito induz a sua sintese pelos
hepatdcitos a partir do colesterol, sendo que esse consumo
de colesterol reduz seus niveis intracelulares, estimulando a
captacédo de LDL sérico para sua sintese, o que, consequen-
temente, diminui os niveis sanguineos de c-LDL.®

2.2 Antiagregantes plaquetarios e anticoagulantes
Alguns antiagregantes plaquetérios, como o clopidogrel,
podem aumentar o resultado da dosagem de colesterol total
através de um mecanismo desconhecido.® A heparina, um
anticoagulante, por outro lado, pode diminuir os niveis de
colesterol através de mecanismo desconhecido.”

2.3 Anti-hipertensivos

Os diuréticos podem aumentar os niveis séricos de
triglicérides. Contudo, ndo apresentam importancia clinica
comprovada e 0 mecanismo para esse efeito é desconhecido.
19 A hidroclorotiazida, que é um diurético tiazidico, aumenta
também os niveis séricos de colesterol total e de c-LDL através
de mecanismo desconhecido.”

Os betabloqueadores reduzem os niveis séricos de c-HDL
e aumentam os de triglicérides, sendo que, assim como
os diuréticos, o mecanismo é desconhecido devido a nao
comprovacdo da importancia clinica."® O atenolol, além do
efeito causado por ser um betabloqueador, também aumenta
falsamente os niveis de lipoproteinas dosadas através de
eletroforese. O mecanismo é igualmente desconhecido.”

Outra classe de medicamentos anti-hipertensivos que
podem interferir no perfil lipidico é a dos inibidores da enzima
conversa da angiotensina (iECA). O captopril, por efeito fisio-
I6gico no soro para avaliacdo do perfil lipidico, é capaz de
diminuir os niveis de colesterol total e c-LDL e aumentar os
de c-HDL"2. Além disso, interfere na eletroforese para dosa-
gem de lipoproteinas, aumentando falsamente seus niveis
séricos.” O lisinopril também interfere na eletroforese para
a dosagem de lipoproteinas, resultando em falso aumento
de seus niveis séricos.”

2.4 Glicocorticoides

Os glicocorticoides, como a prednisona e a predniso-
lona, aumentam a sintese de 4cidos graxos e estimulam a
lipase hepatica, resultando em aumento dos niveis séricos
de triglicérides, colesterol total e c-LDL."®
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Principais f&rmacos que podem interferir nos exames de avaliacdo do perfil lipidico, mecanismo in vivo ou in vitro responsével pela interferéncia e resposta a alteracdo.

Farmaco

Mecanismo Resposta

Invitro

Acido ascérbico

Inibicdo dos ensaios que utilizam oxidases e peroxidases para dosagem de colesterol Falsa diminuicdo de colesterol total

Atenolol, captopril, lisinopril

Interferéncia na eletroforese para dosagem de lipoproteinas Falso aumento de lipoproteinas

1. Metronidazol
2. Acido ascérbico

1. Interferéncia no método que utiliza NAD para dosagem de triglicérides
2. Inibicao dos ensaios que utilizam oxidases e peroxidases para dosagem de triglicérides

Falsa diminuicdo de triglicérides

Invivo

1. Estanazolol
2. Fenotiazidicos
3. Betabloqueadores

1. Alteracdo da funcdo hepética Diminuicdo de c-HDL
2. Alteracao do metabolismo lipidico

3. Desconhecido

Acido valproico, captopril, fibratos

Desconhecido Aumento de ¢-HDL

1. Colestiramina

2. Acido valproico, captopril, heparina
3. Estatinas

4. Ezetimiba

5. Levotiroxina

6.0mega3

7.Fibratos

8. Acido nicotinico

9. Metformina

1. Aumento da excre¢do de dcidos biliares nas fezes e aumento do consumo de colesterol

2. Desconhecido

3. Inibicdo da HMG-CoA redutase e da sintese hepatica de colesterol

4. Inibicdo da absorcao intestinal de colesterol

5. Aumento do metabolismo do colesterol

6. Reducdo da lipemia pds-prandial e da sintese de VLDL e de Apo B-100

7. Aumento da expressao de receptores hepaticos de LDL

8. Inibi¢do da liberacdo de &cidos graxos pelos adipdcitos e da sintese hepdtica de colesterol
9. Aumento do metabolismo lipidico

Diminuicdo de c-LDL

1. Carbamazepina, ciclosporina, clopidogrel,
neomicina, hidroclorotiazida, clozapina,
olanzapina, risperidona

2. Lopinavir, ritonavir, fenotiazidicos
3. Estanazolol

4. Isotretinoina

5. Contraceptivos orais

1. Desconhecido Aumento de ¢-LDL
2. Diminuicao do metabolismo lipidico

3. Alteracao da funcdo hepética

4. Aumento da sintese de LDL e da absorcao de lipidios da dieta

5. Alteracdo do metabolismo das lipoproteinas

1. Cetoconazol, haloperidol
2. Acido nicotinico

3. Metformina

4. Fibratos

1. Desconhecido

2. Inibicdo da liberagao de acidos graxos pelos adipdcitos e da sintese hepatica de triglicérides
3. Aumento do metabolismo lipidico

4. Inibi¢do da liberacdo de acidos graxos pelos adipdcitos e da sintese hepatica de triglicérides

Diminuicao de triglicérides

1. Diuréticos, linagliptina, betabloqueadores,

clozapina, olanzapina, risperidona
2. Lopinavir, ritonavir, fenotiazidicos
3. Contraceptivos orais

4. Isotretinoina

5. Prednisolona, prednisona

1. Desconhecido

2. Diminuicao do metabolismo lipidico

3. Alteragdo do metabolismo das lipoproteinas

4. Aumento da sintese de triglicérides

5. Aumento da sintese de dcidos graxos e da atividade da lipase hepatica

Aumento de triglicérides

¢-HDL — colesterol da lipoproteina de alta densidade; c-LDL — colesterol da lipoproteina de baixa densidade; NAD — nicotinamida adenina dinucleotideo.

2.5 Antimicrobianos

O cetoconazol, assim como os outros antifingicos da
classe dos imidazdis, compromete a producao de triglicéri-
des através de um mecanismo desconhecido, resultando na
diminuicédo de seus niveis séricos."

A dosagem de triglicérides sérica por meio do teste de
oxirreducao dos triglicérides pode zerar devido ao uso de
metronidazol, pois este farmaco apresenta pico de absor-
bancia compativel ao do nicotinamida adenina dinucleotideo
(NAD) em pH neutro.
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O uso de neomicina, que é um antibacteriano aminogli-
cosideo, pode aumentar os niveis séricos de colesterol total
através de mecanismo desconhecido.®

2.6 Antiepilépticos

A interferéncia dos antiepilépticos no perfil lipidico
ainda ndo é totalmente elucidada, sendo que ha estudos que
apontam o uso de carbamazepina associado ao aumento
sérico do colesterol total."® Ja o uso de acido valproico pode
diminuir os niveis de c-LDL e colesterol total e aumentar os
de c-HDL por mecanismo desconhecido.®

2.7 Antipsicoéticos

O uso dos fenotiazidicos, como a clorpromazina, pode
alterar o metabolismo lipidico e, consequentemente, aumen-
tar os niveis séricos de triglicérides e c-LDL com diminuigdo
dos niveis de c-HDL."” Ha relatos da associacdo entre o
haloperidol e a diminuicdo dos niveis séricos de triglicérides,
contudo o mecanismo do efeito é desconhecido."”

A olanzapina e a clozapina aumentam os niveis séricos
de colesterol total. Além disso, a olanzapina, assim como
a risperidona, aumenta também os niveis de triglicérides
através de mecanismo desconhecido."®

2.8 Hormonios

A levotiroxina promove aumento do metabolismo do
colesterol, diminuindo os niveis séricos de c-LDL e colesterol
total."? Os contraceptivos com estrogénio e progesterona
alteram o metabolismo das lipoproteinas, sendo que o coles-
terol é o ponto-chave para a esteroidogénese, resultando em
aumento dos niveis séricos de triglicérides e colesterol total."®

O mecanismo para o aumento dos niveis séricos de c-LDL
e diminuicao dos de c-HDL devido ao uso de estanazolol
nao é totalmente elucidado, contudo sabe-se que o farmaco
altera a funcao hepatica, o que pode acarretar alteracao da
sintese e secrecao de lipoproteinas.'?

2.9 Vitaminas

O &cido nicotinico (vitamina B3) inibe os receptores
responsaveis pela secrecao de acidos graxos dos adipdcitos,
comprometendo a sintese hepatica de triglicérides e coleste-
rol e, consequentemente, diminuindo seus niveis séricos.??

Ja o acido ascorbico (vitamina C) interfere nos resulta-
dos de métodos que utilizam oxidases e peroxidases para a
dosagem sérica de triglicérides e colesterol, como a reacao
de Trinder, que é inibida pela acdo da vitamina, diminuindo
falsamente os niveis séricos de triglicérides e colesterol total.?”

2.10 Imunossupressor

O uso de ciclosporina pode induzir o aumento dos
niveis séricos de colesterol total através de mecanismo
desconhecido.??

2.11 Tratamento da acne

Aisotretinoinainduz a sintese de triglicérides, colesterol
e LDL, aumentando, assim, seus niveis séricos e diminuindo
os de HDL. Além disso, o farmaco estimula a sintese de qui-
lomicrons ao aumentar a absorcéo lipidica proveniente da
dieta, efeito que também aumenta os niveis de triglicérides.®

2.12 Acido graxo

O 6mega 3 reduz a lipemia pds-prandial e a sintese de
VLDL e de apolipoproteina B-100, diminuindo os niveis séricos
de triglicérides e de c-LDL.?¥

2.13 Hipoglicemiantes

Ha relatos do aumento sérico de triglicérides associado
ao uso de linagliptina, contudo o mecanismo para o efeito
é desconhecido.” J4 a metformina altera o metabolismo
hepatico dos lipidios e aumenta a depuracdo de lipoproteinas
provenientes da alimentacéo, reduzindo os niveis séricos de
acidos graxos, VLDL, triglicerideos e colesterol total.?

2.14 Antirretrovirais

Os inibidores de protease, como o lopinavir e o ritonavir,
inibem a atividade de proteinas responsaveis pelo metabo-
lismo lipidico, diminuindo a captacdo e clivagem hepatica de
triglicérides e aumentando seus niveis séricos, assim como
os de c-LDL.?%

3. CONSIDERAGOES FINAIS

Alguns farmacos podem causar como reagao adversa
0 aumento dos niveis de colesterol total, c-LDL, c-VLDL e
triglicérides, ou a reducdo dos niveis de c-HDL, resultando
em aumento do risco de eventos cardiovasculares, sendo
necessario o monitoramento continuo do perfil lipidico
dos pacientes que utilizam estes medicamentos. Por outro
lado, outros farmacos podem reduzir os niveis de colesterol
total, c-LDL e triglicérides, ou aumentar os niveis de c-HDL,
sendo importante o conhecimento de quais farmacos podem
causar estas interferéncias in vivo para o ajuste da dose do
hipolipemiante no caso dos pacientes que utilizam este tipo
de medicamento para controle de dislipidemias. Além disso,
alguns medicamentos ainda podem interferir in vitro na
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dosagem dos biomarcadores de avaliacao do perfil lipidico,
sendo fundamental o conhecimento destas interferéncias
pelos profissionais da area da satude para evitar erros de
interpretacdo dos exames laboratoriais e proporcionar o
diagndstico e monitoramento adequados dos pacientes.
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Resumo

A toxoplasmose é uma doenca de ampla distribuicdo geografica, sendo um grave problema de saude publica. A infecgao primaria durante a gravidez pode
causar infeccdo congénita ao feto e gerar consequéncias graves. Neste contexto, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é atualmente um dos métodos
mais eficientes para investigacdo fetal em casos de suspeita de infeccdo. Portanto, o objetivo do presente estudo foi realizar uma revisao bibliogréfica
sobre a toxoplasmose congénita e seu diagndstico molecular através da PCR. Para tanto, foram pesquisados artigos publicados no periodo de janeiro
de 2010 a abril de 2021 em diferentes bases de dados usando os descritores "Reacdo em Cadeia da Polimerase", "Toxoplasma gondii" e "Toxoplasmose
congénita". A partir da pesquisa, foi possivel verificar que a combinacdo de métodos soroldgicos com a realizacao da PCR, principalmente no liquido
amniotico, constitui uma importante ferramenta para o diagnéstico antenatal e pés-natal da toxoplasmose congénita. Além disso, a PCR em tempo real
parece ndo apresentar melhores resultados em comparacao a PCR convencional. Nao obstante, estudos voltados a padronizagao da técnica visando
melhor sensibilidade sdo necessérios, uma vez que o diagnéstico da toxoplasmose gestacional/congénita permite a implementagéo do tratamento a
fim de minimizar as consequéncias da infeccao ao neonato.

Palavras-chave: Reacdo em Cadeia da Polimerase; Toxoplasma; Toxoplasmose Congénita; Técnicas de Diagnéstico Molecular

Abstract

Toxoplasmosis is a disease of wide geographical distribution, being a serious public health concern. The primary infection during pregnancy may
cause congenital infection of the infant and lead to serious consequences. In this context, the polymerase chain reaction (PCR) is currently one of the
most efficient methods for fetal investigation in cases when infection is suspected. Therefore, the present study aimed to conduct a literature review
on congenital toxoplasmosis and its molecular diagnosis by PCR. Thus, the research for papers published between January 2010 and April 2021 was
conducted in different databases, using the terms "polymerase chain reaction", "Toxoplasma gondii" and "congenital toxoplasmosis". It was possible to
verify that the combination of serological methods and PCR, mainly of the amniotic fluid, is a valuable tool the antenatal and post-natal diagnosis of
congenital toxoplasmosis. Furthermore, real time PCR seems to have no better results in comparison to conventional PCR. Nevertheless, studies related
to standardization of the technique aiming higher sensitivity are necessary since the diagnosis of gestational/congenital toxoplasmosis enables the
treatment in order to minimize the consequences of the infection to the infant.

Keywords: Polymerase Chain Reaction; Toxoplasma; Toxoplasmosis, Congenital; Molecular Diagnostic Techniques
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INTRODUCAO

A toxoplasmose é uma doenca de ampla distribuicao
geografica, o que a torna um grave problema de saude em
varios paises, sendo causada principalmente pela ingestao
de oocistos do protozodrio Toxoplasma gondii presentes na
agua, nos alimentos ou no solo contaminando com fezes
felinas, ou de cistos presentes em carne crua ou mal cozida.
-3 Quando a infecgdo ocorre durante a gravidez (transmissao
vertical), ha risco de infeccao congénita, que pode causar
lesbes graves ao feto.”? No entanto, aproximadamente 85%
dos recém-nascidos com toxoplasmose congénita nao apre-
sentam sinais clinicos evidentes ao nascimento.®” Quando
presentes, as manifestacdes podem ser encefalite, ictericia,
urticaria e hepatoesplenomegalia, geralmente associada a
coriorretinite, hidrocefalia e microcefalia, com altas taxas de
morbidade e mortalidade."”

As incidéncias de toxoplasmose no Brasil estao entre as
mais altas relatadas na literatura, ndo obstante a vigilancia
epidemioldgica especifica para esta doenca ainda estejaem
fase de estruturacao.® Mundialmente, a soroprevaléncia
da doenca é variada, possivelmente em decorréncia das
diversidades étnicas e geograficas relacionadas as condicdes
sanitarias, indices socioeconémicos e, ainda, de acordo com
a idade e a populacao estudada. A prevaléncia da infeccao
latente varia entre 10% e 75% na populacdo mundial, com
base em estudos soroldgicos.”®

A prevaléncia da infeccdo congénita varia de 0,1 a 0,3
por mil nascidos vivos. A taxa de transmissdo materno-fetal
aumenta com a idade gestacional, de menos de 15% na
132 semana de gestacdo para mais de 70% na 362 semana.
@ |sto ocorre porque a barreira placentaria é mais eficiente
no primeiro semestre de gestacao, permitindo a passagem
do protozoario em menos de 10% das gestantes infectadas.
Porém, a barreira placentaria se torna mais permeavel con-
forme a evolugdo da gestagao.”

Caso exista a suspeita de infeccao fetal, a amniocentese
deve ser realizada para a identificacdo do DNA do parasito.
Uma das técnicas que pode ser utilizada é a reacao em cadeia
da polimerase (PCR), um dos métodos mais eficientes para
investigacao fetal."” Neste contexto, é importante destacar
que o tratamento precoce e adequado das mulheres infec-
tadas durante a gravidez reduz as complicacdes, sequelas e
Obitos, tornando evidente os beneficios da triagem pré-na-
tal.2"" Portanto, o objetivo deste trabalho foi realizar uma
revisao bibliografica acerca do diagndstico da toxoplasmose
gestacional/congénita com énfase nos métodos moleculares.

MATERIAL E METODOS

Foi realizada uma revisao narrativa de carater descritivo
a partir de publicagdes em bases de dados on-line, relacio-
nada a utilizacdo da PCR no diagnéstico complementar da
toxoplasmose congénita. A coleta de material foi baseada na
busca de artigos cientificos publicados no periodo de janeiro
de 2010 aabril de 2021, nas bases de dados Biblioteca Virtual
da Saude (BVS), LILACS, PubMed (National Library of Medicine)
e SciELO (Scientific Electronic Library Online). Na pesquisa
foram utilizadas as seguintes palavras-chave: “reacdo em
cadeia da polimerase”, “Toxoplasma gondii", *
congénita’,bem como a combinacao entre elas, nos idiomas
portugués e inglés.

toxoplasmose

Inicialmente foram selecionadas 64 publicacdes através
da leitura do titulo e resumo, abrangendo artigos originais,
de revisdo e comunicacdes breves. As referéncias listadas
nos trabalhos selecionados, quando de livre acesso, também
foram utilizadas como fonte de pesquisa. Foram incluidos
artigos publicados no referido periodo, que priorizaram a
utilizagcao da técnica de PCR para o diagnéstico da toxoplas-
mose congénita. Foram excluidos da pesquisa monografias e
resumos, bem como artigos publicados no periodo anterior
aoano 2010, que utilizaram outros métodos no diagndstico
dainfeccéo, excluindo a PCR, ou ainda que demonstraram o
uso do teste para deteccdo de outras doencas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir dos critérios de inclusao e exclusao, 18 arti-
gos foram elegiveis para integrar a presente pesquisa. Na
Tabela 1, encontra-se a relacdo dos artigos publicados no
periodo abrangido sobre o uso da PCR no diagnéstico da
toxoplasmose congénita. Pode-se verificar que a maioria
dos estudos foi do tipo retrospectivo, sendo que o nimero
amostral variou de 12 a 1.386. No que concerne as técnicas
para diagnéstico da toxoplasmose congénita, a PCR do
liquido amnidtico foi a mais utilizada, seguida da PCR do
sangue materno e do neonato.

Os melhores métodos para deteccdo precoce da infeccao
congénita sdo ELISA (IgG e IgM), teste de avidez de anticorpos
IgG e PCR do liquido amniético. ™ O diagnéstico da infec-
cao materna é realizado atualmente pelo perfil sorolégico
da doenca aguda, que exibe positividade para anticorpos
IgM e IgG. Como os niveis de anticorpos IgM podem se
manter positivos por um longo periodo (até 18 meses) apds
a infeccdo, outros métodos devem ser utilizados, como o
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Tabela 1
Artigos publicados entre janeiro de 2010 e abril de 2021 sobre o uso da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) no diagndstico da toxoplasmose gestacional/congénita
Tipo de estudo Numero amostral Técnica utilizada Referéncia
Estudo prospectivo 12 neonatos PCR do sangue periférico (12)
Revissio da literatura Nao se aplica PCR do material pIacgntarlo, |nocula§a,o de sangue fetal 13)
em camundongos, Elisa e cultura de células
Estudo trapsversal descritivo e 98 gestantes e seus 99 recém-nascidos (um parto laM, 196, avidez de lgG, PCR do liquido amnidtico 14
retrospectivo gemelar)
Estudo prospectivo 146 gestantes AvidezdelgGe PCB do Ilqy!do amniético, sangue (15)
materno e do corddo umbilical
Estudo retrospectivo 33 amostras de liquido amnidtico PCR comercial aninhado, PCR convencional e PCR em (16)
tempo real
Estudo prospectivo 23 neonatos com infeccao congénita e 31 ndo Avidez de Ig'G ’e'PCR convencional e em tempo real a7
infectados (sangue periférico)
Estudo retrospectivo 488 gestantes PCR do liquido amnidtico (18)
Estudo retrospectivo 1.386 gestantes com IgG positivo PCR do liquido amnidtico (19)
Estudo prospetivo 487 geftantes e.seus recém-nascidos (quando houve IgM, !g.G, PCR e avidez de IgG (todos avaliados no sangue 20)
deteccdo de anticorpos IgG) periférico)
Revisao da literatura (metandlise) 4.171 amostras PCR do liquido amnidtico (21)
Estudo retrospectivo 346 gestantes com suspeita de infecdo primaria lgG, IgM, avidez de IgG e PCR do liquido amniético (22)
Estudo prospectivo londitudinal 128 amostras clinicas (76 de liquido amnidtico e 52 de PCR, kit comercial Toxoplasma ELITe MGB (ELITech), Q)
prosp 9 placenta) kit comercial EXTRAblood e kit comercial QIA minikit
Estudo retrospectivo 65 pacientes com toxoplasmose congénita confirmada PCR do liquido amnidtico (23)
Estudo retrospectivo 778 gesta'nte's “’"? avidez baixa ou [ndeterm|nada de PCR em tempo real do liquido amnidtico (24)
IgG no primeiro trimestre de gestacao
Estudo de coorte prospectivo ﬁ]éd9e?i(;size:)ntes com lgG positivo ¢ IgM positivo ou PCR do liquido amnidtico, sangue materno e do neonato (25)
Estudo retrospectivo 216 pac|en'Fes e 43 fetos/criangas com Te.nos de12 PCR do liquido amnidtico (26)
meses de vida com toxoplasmose congénita
Estudo observacional transversal 80 gestantes com toxoplasmose gestacional PCR deliquido amnictico e placenta e/ou inoculagdo em 9)
camundongo
Estudo prospectivo 500 amostras de sangue materno e corddo umbilical IgG, IgM e PCR (se sorologia positiva) 27

teste de avidez de IgG, que resulta em baixa avidez (<30%)
para os casos cuja infec¢do ocorreu nas Ultimas 12 semanas
e alta avidez (>60%) para aqueles ocorridos ha mais de 12
semanas.“® Nos casos de infeccdo materna aguda ou nos
casos de exames sorologicos com alta suspeita de infeccdo
adquirida durante a gestacdo, deve-se fazer aamniocentese
eaPCR-exame que apresenta boa acuracia e que se tornou
procedimento de escolha no diagnéstico da infeccéo fetal.
(4 Em um estudo realizado com 12 neonatos, a toxoplas-
mose congénita foi confirmada em 50% destes pela PCR
positiva para o T. gondii no sangue periférico coletado até
15 dias ap6s o nascimento."? Cabe ressaltar que em um dos

neonatos a PCR positiva foi o primeiro exame que confirmou
o diagnéstico de toxoplasmose congénita, o que permitiu
o inicio do tratamento antiparasitario a fim de minimizar as
consequéncias da doenca.

A sensibilidade e especificidade dos testes usados paraa
investigacao da infecgao fetal tem sido relatada na literatura.
Em estudo realizado em Israel com fetos e/ou criangas com
menos de 12 meses de vida com toxoplasmose congénita, a
sensibilidade da PCR juntamente com o teste de IgM foi de
93%.%9 Em outro estudo, conduzido com neonatos infectados
e ndo infectados, a sensibilidade geral da PCR convencional
e em tempo real foi de 82,6%."” Achados de outro estudo
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comparativo incluem sensibilidades de 81% para PCR do
material placentdrio, 58% para inoculacdo em camundongos e
15% para cultura celular."® Por outro lado, uma sensibilidade
inferior, correspondendo a 54%, mas especificidade superior
(de 100%) foi relatada em um estudo realizado na Franca. A
sensibilidade variou de 33% a 68% quando o diagnostico
antenatal foi positivo e negativo ou ausente, respectivamente.
Os autores relacionaram tais diferencas na sensibilidade ao
tratamento antenatal dos casos diagnosticados.®

Alguns estudos tém evidenciado aimportancia de com-
binar os resultados do teste de avidez de IgG no sangue
materno e PCR do liquido amniético e sangue do neonato
para o diagnostico de toxoplasmose gestacional/congénita.
Entre eles, um estudo realizado no Japéo relatou PCR positiva
do liquido amniético da amniocentese pré-natal ou no parto,
ou no sangue do neonato. Mais de 50% dos casos investiga-
dos (7/12) foram diagnosticados como tendo toxoplasmose
congénita, e tinham baixa avidez de 1gG.%® OQutro estudo,
realizado com 346 gestantes sob suspeita de infeccdo primaria
pelo T. gondii, mostrou que a PCR do liquido amnidtico foi
negativa em apenas um dos 15 neonatos infectados com
0 protozoario.”? Os autores relacionam os resultados da
PCR negativa a falha do teste, erradicacdo do parasito pelo
tratamento antes da amniocentese e transmissao placenta-
ria tardia resultando na transmissao do protozodario apds a
amniocentese. Ademais, outro estudo evidenciou a transmis-
sao vertical da toxoplasmose em 28% (7/25) das pacientes
com anticorpos IgM positivo, através da realizacdo da PCR e
testes soroldgicos nos recém-nascidos.??

Apesar de a técnica de PCR ter sido utilizada como exame
complementar para diagnostico confirmatério da infeccéao
congénita, existem algumas inconsisténcias na literatura. Em
estudo realizado em um hospital publico do Rio de Janeiro,
a PCR apresentou resultado negativo nas sete gestantes
em que foi realizada, sendo inconclusiva para avaliacdo da
sua eficacia.’ A PCR também foi negativa quando usada
para triagem da toxoplasmose congénita/gestacional em
pacientes cuja sorologia foi positiva para anticorpos IgG
e IgM.?” Em outro estudo retrospectivo realizado na Itélia
com 778 pacientes no primeiro trimestre de gestacdo, com
avidez de IgG baixa ou indeterminada, a PCR do liquido
amniético foi positiva em apenas duas, sendo que, destas, o
diagnéstico de toxoplasmose congénita foi confirmado em
uma. Isso pode ter ocorrido porque as pacientes estavam em
tratamento.“? Em outro estudo, a PCR foi positiva no liquido
amnioético em apenas 6,2% (9/146) das pacientes com IgG
com baixa avidez."®

Ainda nesse contexto, os resultados de uma metanalise
acerca da realizacdo da PCR em liquido amniético reforcam
que estudos sobre ensaios de PCR para toxoplasmose fetal
sdo geralmente suscetiveis a viés.?" A falta de padronizacao
da PCR para Toxoplasma devido a diversidade de métodos
desenvolvidos em laboratério representa um obstaculo para
o diagnéstico da toxoplasmose congénita. No Brasil, além da
falta de padronizacdo dos testes, a falta de obrigatoriedade
em triar componentes sanguineos para toxoplasmose em
gestantes é um grave problema enfrentado no Sistema Unico
de Saude. Ademais, existem poucos grupos de estudo no Brasil
em area basica, para realizacao de pesquisas em genémica
e protedmica de cepas de T. gondii, para o design de novos
métodos diagndsticos, drogas parasiticidas e de um modelo
vacinal para humanos e animais.(2'4

No entanto, uma PCR positiva usando liquido amniético
ou sangue do corddo umbilical confirma a toxoplasmose
congénita, constituindo o teste bioldgico mais informativo
para o diagnéstico da doencga no pré-natal. Ressalta-se que
as mulheres gravidas devem ter um acompanhamento
sorolégico mensal, direcionando para aamniocentese e PCR
quando uma infec¢do primaria for documentada.?

Outro aspecto que deve ser destacado refere-se ao tipo de
PCR.APCRem tempo real é uma metodologia rapida, sensivel
e quantitativa de deteccao do T. gondii em amostras clinicas.
Este método pode ser usado para estimar a concentracdo de
parasitos no fluido corporal e, no caso de liquido amniotico,
é capaz de contribuir precocemente para o prognéstico da
toxoplasmose congénita.”® No entanto, cabe ressaltar que
ha relatos na literatura de pacientes IgM-negativos com PCR
positiva, o que pode implicar falsa positividade ou ocorréncia
de parasitemia na fase crénica da doenca."®

Os trés tipos de PCR (nested, convencional e em tempo
real) foram testados em um estudo. Dentre os achados,
observou-se que a PCR em tempo real nao foi mais sensivel
que a convencional. Ambas apresentaram sensibilidade de
88% e especificidade de 100%, ao passo que a nested-PCR
(kit comercial) apresentou sensibilidade menor que 50%,
demonstrando que os padrbes dos kits comerciais nao
devem se basear no DNA pré-extraido, mas devem ter como
objetivo avaliar o desempenho do método de extracdo e da
propria PCR.1® Similarmente, a PCR em tempo real também
ndo apresentou melhor sensibilidade em comparacédo a
convencional em outro estudo realizado com neonatos com
infeccdo congénita e nao infectados.!” Desta forma, mais
estudos sdo necessarios para explorar o potencial dessa
técnica no diagnostico da toxoplasmose.
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CONCLUSAO

A otimizacao de um rastreamento para a toxoplasmose
depende de fatores como o investimento na prevencéao pri-
maria nas mulheres soronegativas, antes e durante a gravidez,
rastreamento mensal da mulher soronegativa, diagnéstico
acurado de infeccdo fetal e terapéutica adequada para
cada caso, estudo evolutivo do recém-nascido infectado até
prova de que nao esta infectado e estudo evolutivo correto
nas criangas com infeccdo comprovada. Com estas acoes, a
prevencao primaria, secundaria e o diagndstico e tratamento
da toxoplasmose congénita estariam completos.

Diversos estudos nacionais e internacionais demonstra-
ram a importancia da utilizacdo da PCR para o diagnéstico
confirmatorio da toxoplasmose congénita. O pré-natal é
muito importante no acompanhamento de uma gestante
com toxoplasmose aguda, pois melhora consideravelmente
o prognostico de latentes infectados. A triagem materna
para a deteccao precoce da toxoplasmose é uma importante
ferramenta que permite a adocdo de medidas profilaticas
e/ou terapéuticas, reduzindo a taxa de transmissao vertical
e danos ao desenvolvimento do feto. A PCR constitui-se de
um instrumento valioso, no entanto o diagndéstico da toxo-
plasmose ainda é baseado na sorologia.

Apesar de muitos estudos terem utilizado a PCR para o
diagnostico confirmatorio da toxoplasmose gestacional/con-
génita nos ultimos anos, a comparagao de seus resultados esta
sujeita a vieses em virtude da prevaléncia da toxoplasmose
na populacdo amostrada, do periodo da coleta de amostras,
realizacao de tratamento pela gestante, do tipo daamostra e
técnica de PCR utilizada. Ndo obstante, as técnicas moleculares
se encontram em constante avaliacao, e sendo assim, apesar
de serainda cedo para determinar uma técnica padrao-ouro
diferente da sorologia, a PCR é um método promissor que
pode complementar os resultados soroldgicos e nortear a
conduta clinica.
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Resumo

O género Acinetobacter spp. surgiu como patégeno hospitalar oportunista, com numerosos surtos hospitalares. O género Acinetobacter spp. compreende
até 31 espécies, entre elas a espécie Acinetobacter baumannii que é responsavel por cerca de 80% das infec¢oes, as quais podem se espalhar de forma
epidémica entre os pacientes hospitalizados e gravemente doentes. A espécie A. baumannii pode estar presente no ambiente hospitalar em maquinas de
didlise; nos ventiladores mecanicos; nos monitores de pressao arterial; nos sistemas de ventilagao; nas fontes de agua; na pele e mucosas dos profissionais
de saude e dos doentes; nas preparagdes medicamentosas e até nos desinfetantes. Uma ampla variedade de objetos de uso do paciente, como cama,
travesseiro, aparelho de televisao e de som, tem sido encontrada contaminada com Acinetobacter, podendo servir como reservatérios durante um
surto nosocomial. Para manter resisténcia, a bactéria deve sofrer alteragcdo no seu material genético, o que podera ocorrer de duas formas: indugao de
mutacao no DNA ou processo de transformacao. Os principais mecanismos de resisténcia sao a alteracdo da permeabilidade, alteracéo do sitio de acao
do antimicrobiano, bomba de efluxo e mecanismo enziméatico pela producao de beta-lactmases, sendo que os principais processos ocorrem por meio
de conjugacao, transformagao e transducao.

Palavras-chave: Acinetobacter baumannii; Infeccdo Hospitalar; Resisténcia Microbiana a Medicamentos

Abstract

The genus Acinetobacter spp emerged as an opportunistic hospital pathogen, with numerous hospital outbreaks. The genus Acinetobacter spp. comprises
up to 31 species, among them the species Acinetobacter baumannii is responsible for about 80% of infections which can spread epidemically among
hospitalized and seriously ill patients. A. baumannii may be present in the hospital environment on dialysis machines; mechanical fans; blood pressure
monitors; ventilation systems; in water sources; on the skin and mucous membranes of health professionals and patients; in drug preparations and even
disinfectants. A wide variety of objects for use by the patient, such as bed, pillow, television and stereo, have been found contaminated with Acinetobacter
and can serve as reservoirs during a nosocomial outbreak. To maintain resistance, the bacterium must undergo changes in its genetic material, which
may occur in two ways: mutation induction in DNA or transformation process. The main resistance mechanisms are the change in permeability, alteration
of the antimicrobial action site, efflux pump and enzymatic mechanism by the production of -lactmases, and the main processes occur through
conjugation, transformation and transduction.
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INTRODUCAO

O género Acinetobacter spp. surgiu como patégeno
hospitalar oportunista, com numerosos surtos hospitalares.
O género Acinetobacter spp. compreende até 31 espécies,
entre elas a espécie Acinetobacter baumannii, responsavel por
cerca de 80% das infeccdes, a qual pode se espalhar de forma
epidémica entre os pacientes hospitalizados e gravemente
doentes. Acinetobacter sao bacilos ou cocobacilos aerébios
Gram-negativos que pertencem a familia Moraxellaceae.”" Eles
sdo onipresentes e podem sobreviver em superficies secas por
até um més, aumentando a probabilidade de pacientes serem
colonizados e equipamentos médicos serem contaminados.
A. baumannii sdo nao fermentadores de glicose, capazes de
sobreviver por longos periodos no ambiente nosocomial,
fator este que favorece sua propagacao hospitalar.?

Esta bactéria apresenta mecanismos que facilitam a
colonizacao de pacientes e de equipamentos hospitalares,
como a formacdo de biofilmes por acdo das proteinas da
membrana bacteriana externa, que sdo aglomerados de
microrganismos protegidos por uma matriz polimérica e
se aderem a superficies sélidas quando em contato com
material liquido.® As células que se ligam irreversivelmente
a superficies comecam a divisao celular, em microcolénias,
e produzem os polimeros extracelulares que definem um
biofilme e representam um grave problema para a saude
publica em razao do aumento da resisténcia dos organismos
associados.” A formacao de biofilmes pode ser considerada
um processo clinicamente relevante devido a quatro fatores:
(1) eles sao mais resistentes aos agentes antimicrobianos; (2)
podem ser uma fonte de infeccdo persistente; (3) sdo capazes
de abrigar organismos patogénicos e (4) permitem a troca
de plasmideos de resisténcia. A maioria dos isolados clinicos
deste patdgeno é suscetivel a muitos antibiéticos disponiveis,
incluindo beta-lactamicos, como carbapenéns.®

No entanto, este microrganismo apresenta uma elevada
capacidade de desenvolver resisténcia contra antibiéticos,
0 que resultou em uma elevacdo da incidéncia de cepas
multirresistentes desta bactéria e associacao com altos
indices de mortalidade.® Antibidticos beta-lactamicos
sdo uma opcdo terapéutica importante no tratamento de
infeccbes por A. baumannii, em razdo da sua eficécia e a
possibilidade de potencializacao de sua acédo, por modifi-
cacao quimica.” Dentre os beta-lactdmicos, destacam-se
os carbapenens (imipeném e meropeném), farmacos com
amplo espetro de acdo. As cepas resistentes a vasta maioria

dos beta-lactamicos, incluindo carbapenéns, pée em foco
o potencial deste patégeno em responder rapidamente a
mudancas de pressao seletiva ambiental.®

Os mecanismos de resisténcia do A. baumannii podem
ter origem intrinseca ou adquirida e sdo mediados por
diversos fatores, como perda da permeabilidade da mem-
brana, mais expressivamente a producao de beta-lactamases,
enzimas que degradam antibioticos beta-lactamicos, sendo
a principal causa de resisténcia bacteriana.”” O mecanismo
de resisténcia bacteriano mais importante e frequente é a
degradacao do antimicrobiano por enzimas que se localizam
no espaco periplasmatico, como exemplo as beta-lactama-
ses que inativam os agentes beta-lactamicos. Sao varias as
classes de beta-lactamases e as do tipo OXA sdo amplamente
mencionadas em varios estudos no mundo. Um dos genes
que codifica a producéo de oxacilinases (OXA), o blaOXA-51,
é usado como marcador da espécie A. baumannii. Outros
genes também sdao encontrados, como o blaOXA-24/40
e blaOXA-58 de relevancia na resisténcia intrinseca desse
género.” Portanto, Conhecer a sua taxonomia; os genes
mais relevantes como blaOXA-51 e blaOXA-23, sua habili-
dade de formar biofilme; os mecanismos de interacao com
o hospedeiro; as recomendagdes dos érgdos fiscalizadores
e os tratamentos preconizados atualmente é essencial para
identificar maneiras mais eficientes de combater e controlar o
referido microrganismo, que esta entre as principias bactérias
multirresistentes no mundo, tornando necessaria a pesquisa
e adescoberta de novos farmacos para tratamentos mais efi-
cientes para os pacientes, principalmente aqueles assistidos
em centros de tratamento intensivo.®

Sendo assim, o objetivo desse trabalho é descrever as
caracteristicas e os aspectos fisiologicos da espécie Acine-
tobacter spp., apresentar os mecanismos de resisténcia da
Acinetobacter e descrever medidas no controle das infeccoes
hospitalares.?

MATERIAL E METODOS

Nesta pesquisa, de carater descritivo e exploratério, serao
consultados artigos através das bases de dados Scientific
Eletronic Library online (SciELO), National Library of Medicine
(PubMed), e realizadas buscas de artigos cientificos rela-
cionados a resisténcia bacteriana em ambiente hospitalar,
entre o periodo de 2015 a 2020, utilizando as palavras-chave:
Acinetobacter baumannii, infeccao hospitalar e resisténcia a
antimicrobiano.
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Taxonomia e Fisiologia

O microrganismo do género Acinetobacter passou por
vdrias revisdes taxondmicas, sendo atualmente classificado
na familia Moraxellaceae. E um bacilo Gram-negativo, que se
apresenta como cocobacilos, é ndo seletivo, imovel, aerdbio,
nao formador de esporos, e pode apresentar capsula e fim-
brias para adeséo e formacao de biofilmes.""

Sua histéria taxondmica teve inicioem 1911, por um cien-
tista alemao, que descobriu novas seis espécies isoladas do
solo, nomeando-as Micrococcus calcoaceticus."? No entanto,
com o passar dos anos, novas bactérias com caracteristicas
semelhantes foram descritas e, entao, classificadas em cerca
de 31 espécies e géneros diferentes de Acinetobacter, como
Acinetobacter calcoaceticus, A. baumannii, A. haemolyticus, A.
junii, A. johnsonii, A. Iwoffii, A. radioresistens e outras espécies
nao denominadas. Recentemente, duas novas espécies foram
descritas e denominadas como A. ursingii sp. nov. e A. schindleri
sp. nov."® Dentre as espécies descritas, A. baumannii tem
sido a mais encontrada em amostras clinicas, especialmente
relacionada com infec¢bes hospitalares.'

Transmissao

Acinetobacter spp. sao frequentemente transmitidos aos
pacientes através da persisténcia nas superficies ambientais e
colonizacao transitdria das maos dos profissionais de saude.
(% Dentre as Acinetobacter spp., a espécie A. baumanni é
um patoégeno oportunista associado a surtos de infeccoes
nosocomiais, com incidéncia mais elevada em unidades de
terapia intensiva (UTls).(®

A principal forma de transmissao do Acinetobacter ocorre
por contato direto ou indireto. Contato direto: transferéncia
fisica de microrganismos entre o hospedeiro suscetivel e
a pessoa infectada ou colonizada durante procedimentos
como mudanca de decubito, banho no leito e verificacao de
pressao arterial. Contato indireto: transferéncia por meio de
um objeto contaminado (reservatério), por exemplo, material
contaminado como luvas, maquinas de didlise, ventiladores
mecanicos, sistemas de ventilagcdo; nas fontes de agua; na
pele e mucosas."™

Estudos de Rock et al." mostram que esta espécie é capaz
de sobreviver por longos periodos em objetos inanimados,
superficies situadas em imediacdes proximas ao paciente
debilitado, podendo ser transmitida diretamente ou por
meio das maos dos profissionais de saude ou, ainda, ser
passada de paciente para paciente. Surtos de Acinetobacter
tém sido atribuidos particularmente a terapia respiratéria e
aos equipamentos de ventilacdo e infeccdo cruzada pelas

maos de trabalhadores de salde que cuidaram de pacientes
colonizados ou infectados (Figura 1).
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Apresentando as formas de transmissao.

Fonte: Adaptado https://alagoasreal.blogspot.com/2011/07/admission-screening-disinfection. 2011.

Formacao de biofilme

Os biofilmes sao microrganismos acumulados protegidos
por uma matriz polimérica e se fixam a superficies sélidas em
contato com material liquido. As células que aderem a essas
superficies iniciam sua divisao celular e produzem polimeros
extracelulares que definem um biofilme.™

Os biofilmes podem representar um grande problema
para a saude publica devido ao aumento da resisténcia dos
organismos associados. As evidéncias de biofilmes sobre
dispositivos médicos veio por meio de estudos em que os
dispositivos foram examinados apds a remocao dos doentes.
18 A formacao de biofilmes pode ser considerada clinica-
mente relevante em razdo de fatores como: sdo resistentes
aos agentes antimicrobianos; podem se tornar uma fonte de
infeccédo persistente; podem abrigar organismos patogénicos
e permitem a troca dos plasmideos.?

A formacao de biofilmes é uma grande preocupacao,
pois podem se formar em instrumentos de uso hospitalar e
ser compostos por multiplas bactérias que segregam ampla
gama de fatores de viruléncia. Com isso a estrutura do bio-
filme torna o tratamento quimico dificil e leva a resisténcia
a antimicrobianos.®?
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Perfil ou mecanismo de resisténcia bacteriana

Para Darren et al."" e Noto et al.?" o principal desafio
do tratamento de infec¢bes por Acinetobacter centra-se
na superacao da resisténcia aos antibiéticos. A. baumannii
possui elevada versatilidade nutricional e metabdlica, permi-
tindo a sua adaptagao a multiplos ambientes. Os patégenos
oportunistas como A. baumannii raramente sdo aptos para
causar uma infeccao devido a eficiéncia da resposta imune
inata do hospedeiro.

Com o passar do tempo e a descoberta de novos estu-
dos a bactéria tornou-se mais resistente a antimicrobianos
devido a fatores como alteracao nos sitios de ligacoes a
esses farmacos, producao de proteinas que hidrolisam e os
modificam, alteracdo nas ligacdes proteicas com penicilinas,
perdas de proteinas na membrana externa e a producao de
beta-lactamases, enzimas que tem a capacidade de hidrolisar
antimicrobianos beta-lactamamicos. Pode sobreviver em
superficies inanimadas e secas por varios meses, tem bom
crescimento em altas temperaturas e variacoes de pH.??

A escolha do tratamento antimicrobiano deve conside-
rar a histéria do paciente, a sindrome clinica e os testes de
sensibilidade aos antimicrobianos. A terapia antimicrobiana
deve considerar os dados de resisténcia bacteriana. Alguns
estudos sugerem que o uso de ampicilina em altas doses
no tratamento de Acinetobacter multirresistente apresenta
resultados equivalentes a carbapenémicos mesmo em pneu-
monias associadas a ventilacdo mecanica de inicio tardio,
razao pela qual esse antimicrobiano tem sido utilizado como
opcao para tratamento dessa bactéria, o que permite evitar
o uso de carbapenémicos.?®

Porém tem havido resisténcia crescente do Acinetobacter
aampicilina, e nestes casos os antimicrobianos carbapené-
micos sao normalmente considerados como a ultima alter-
nativa para o tratamento de escolha de infeccdes causadas
por Acinetobacter, principalmente com a emergéncia de
resisténcia a outros beta-lactamicos.?¥

Fatores de riscos no ambiente hospitalar

Bactérias do género Acinetobacter spp. apresentam habi-
lidade de crescimento em ambientes como solo e 4gua, pode
sobreviver em superficies inanimadas e secas por varios
meses, tém bom crescimento em altas temperaturas e varia-
¢coes de pH.? No ambiente hospitalar, esta bactéria forma
biofilmes em instrumentos médicos, em destaque: estetoscé-
pio, termdmetro, torniquetes, nebulizadores, umidificadores,
circuito de respirador, dentre outros, e superficies como
bancadas e leitos de centros hospitalares, como unidades de

tratamento intensivo - UTls.?®Além disso, podem acometer
pacientes imunocomprometidos que recebem tratamentos
mais complexos, em unidades de tratamento intensivo,
queimados, com ferimentos ou doencas de base graves.?”

Diagnéstico

O diagndstico da infeccao por Acinetobacter é feito em
ambiente hospitalar, visto que a maioria das pessoas que
apresentam essa infeccao estao internadas, através da coleta
de amostra de sangue, de secrecdo traqueal e/ou de urina,
que é enviada para o laboratério de microbiologia para que
seja feita a analise.®®

No diagnéstico é possivel serem observadas caracteristicas
morfotintoriais apds coloracao pela metodologia de Gram,
teste da oxidase, teste da catalase, teste de crescimento em
caldo a44°C, e observar a producao de hemolise em dgar-san-
gue. Acinetobacter é composta por bactérias em formato de
varetas curtas na fase logaritmica de crescimento, tornando-se,
maioria das vezes, mais cocoides na fase estacionaria, em
que podem ocorrer agrupamento de células, variabilidade
na coloracao de Gram, assim como variagées no tamanho
da célula e arranjo, dentro de uma mesma cultura pura.®

Tratamento com o uso de antimicrobianos

Acinetobacter possui resisténcia a uma enorme variedade
de antimicrobianos e uma grande capacidade para adquirir
mecanismos de resisténcia a praticamente todos os antimi-
crobianos de uso comum, como penicilina, cefalosporinas
de primeira e segunda geracao, cloranfenicol, e resisténcia
antimicrobiana a base de carbapenémicos (por exemplo,
imipeném e meropeném). Essa resisténcia aos carbapené-
micos em Acinetobacter pode ser mediada por um ou mais
mecanismos, incluindo inativacao enzimatica, efluxo ativo,
diminuicao da permeabilidade da membrana e modificacao
dos sitios alvo de ligacdo aos antimicrobianos.“?

As polimixinas sao um grupo de antibiéticos usados
contra varias bactérias Gram-negativas. Sdo constituidas por
cinco substancias, que receberam o nome de polimixinas A,
B, C, D e E, sendo esta ultima chamada de colistina, produzida
pelo Bacillus colistinus, entretanto somente as polimixinas
B e E sdo utilizadas clinicamente, em virtude da grande
toxicidade das demais.®

RESULTADOS

A revisao da literatura foi realizada em duas bases de
infeccao

s

dados, com os descritores”Acinetobacter baumannii
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hospitalar” e “resisténcia a antimicrobiano”, que contabiliza-
ram 209 artigos, dos quais 100 foram encontrados na base
de dados eletrénico National Library of Medicine (PubMed)
e 109 na base de dados SciELO (Scientific Electronic Library
Online). Foram utilizados os filtros idioma (inglés e portugués),
espécie (humano) e ano (2015 a 2020) de publicacao. Desses
citados foram excluidos 194 artigos por nao abordarem a
tematica da pesquisa e selecionados 15 artigos em sintese
quantitativa para compor a revisao.

O Gréfico 1 apresenta o perfil das publicacoes seleciona-
das para a revisao de acordo com o ano e o quantitativo de
trabalhos. Dos 15 estudos incluidos que foram selecionados
entre osanos de 2015 a 2020, verificaram-se cinco (33,3%) de
2015, dois (13,3%) de 2016, cinco (33,3%) de 2017, um (6,7%)
de 2018, um (6,7%) de 2019 e um (6,7%) de 2020.
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Material encontrado por ordem cronoldgica de publicagdo.

DISCUSSAO

Acinetobacter baumanniivem assumindo um importante
papel nos processos infecciosos com inumeras infeccdes hos-
pitalares no mundo, acarretando o aumento da morbidade e
mortalidade de pacientes internados em unidade de terapia
intensiva (UTI).2% O uso extensivo de terapia antimicrobiana
em hospitais tem contribuido para a selecdo e o aumento
no numero deisolados de A. baumannii multirresistentes aos
antimicrobianos, inclusive aos carbapenémicos, dificultando
o tratamento.®

Segundo o estudo de Noto et al.,?" a resisténcia ao
carbapeném entre isolados de A. baumannii aumentou
drasticamente nos ultimos anos devido ao surgimento e

disseminacao desse patogeno especifico. Os sistemas bacte-
rianos de multidrogas contribuem para o desenvolvimento de
padrdes de multirresisténcia de A. baumannii, um patégeno
nosocomial de importancia crescente devido a sua resisténcia
emergente aos carbapenémicos. O fendémeno de multirre-
sisténcia é gerado por uma combinacao de mecanismos
que inclui inativacao enzimatica, efluxo ativo, diminuicao
da permeabilidade da membrana. Alharbe et al.?® e Vane-
gas et al.?® relatam um desses mecanismos que vem sendo
considerado importante fator, que é o sistema de bomba
de efluxo. Muitos desses isolados multirresistentes de A.
baumannii abrigam genes para o sistema de efluxo de mul-
tiplos farmacos, relacionados a resisténcia a varios grupos de
agentes antibacterianos, incluindo ampicilina e meropeném.
De acordo com Scarcella et al.?” e Dalmasio,* as bombas
de efluxo bacterianas transportam ativamente diversos anti-
bidticos para fora da célula e sdo os principais contribuintes
para aresisténcia intrinseca e aos muitos medicamentos que
podem ser utilizados no tratamento de doencas infecciosas
por Gram-negativas. Com isso a inibicao desse sistema per-
mitiria aumentar a eficacia desses antimicrobianos.

Varios autores como Viana et al,"® Trindade et al.'"® e
Weber et al." discutem sobre a formacéo de biofilmes, que
é frequente em amostras clinicas de A. baumannii e é um
requerimento importante para a colonizagao cronica de
tecidos humanos e persisténcia em instrumentos médicos.
Biofilmes microbianos que sdo comunidades envoltas em
uma matriz extracelular sao produzidos por varias bactérias.
A habilidade de a A. baumannii crescer como biofilme em
superficies abidticas desempenha um importante papel
em doencas infecciosas nosocomiais, devido a coloniza-
cao de equipamentos hospitalares e dispositivos médicos,
como cateteres urindrios, cateteres venosos centrais, tubos
endotraqueais e ventiladores mecanicos. E provavel que
os biofilmes contribuam nas interacdes de viruléncia da A.
baumannii com seu hospedeiro.

De acordo com Ledo et al.™ e Kurihara et al.,,*® algumas
caracteristicas devem ser consideradas por estarem relacio-
nadas aos fatores de risco para infeccdes dos pacientes por A.
baumannii, por exemplo, tabagismo, alcoolismo, hipertensao,
com maior frequéncia no sexo masculino, idade > 60 anos
e com prevaléncias de doencas de base, incluindo diabetes
mellitus, doencas cardiovasculares, doengas pulmonares
como pneumonia grave, foram semelhantes e que apresentou
mortalidade associada a infeccao por A. baumannii de 75%.
As duracoes totais de internacdo hospitalar também foram
semelhantes com tempo de internacdao em UTI para tais
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pacientes em mais de sete dias significativamente associadas
a um progndstico ruim por esses fatores.

Com base no estudo de Darren et al"" e Ledo,*® as
investigacdes em surtos hospitalares por A. baumannii se
revelam incapazes de identificar uma Unica fonte de conta-
minacao, a qual entao pode estar relacionada a resisténcia
bacteriana, as condigdes do paciente, a presenca do patégeno
em equipamentos médicos ou a equipe de saide.Todo esse
conjunto dificulta a prevencao e o controle das infeccoes
por A. baumannii. Pacientes colonizados e a contaminacao
do ambiente sdo os maiores reservatérios para a infeccao,
enquanto a prevenc¢ao inadequada e a transmissao cruzada
sdao determinantes para persisténcia do A. baumannii. O uso
de equipamentos exclusivos para os pacientes pode facilitar o
controle de surtos, assim como a manutenc¢ao de um regime
apropriado de higiene das maos para os profissionais de satide
também é importante. Para prevenir o contagio, profissio-
nais da saude devem tomar precaugdes lavar as maos como
precaugdes de barreira, com cuidado e limpeza apropriada
dos ventiladores mecanicos para pacientes colonizados ou
infectados por A. baumannii.

CONCLUSAO

A. baumannii estd ganhando cada vez mais atencao e se
mostrando como uma grande ameaca a saude publica, uma
vez que possui mecanismos poderosos de resisténcia inatos
ou adquiridos contra muitos agentes antimicrobianos, ou seja,
de se adaptar ao ambiente nosocomial e de resistir a desafios
ambientais adversos, burlando as barreiras de protecao local.
Os principais mecanismos de resisténcia sdo a alteracdo da
permeabilidade, alteracdo do sitio de acdo do antimicrobiano,
bomba de efluxo e mecanismo enzimatico pela producédo de
beta-lactmases, sendo que os principais processos ocorrem
por meio de conjugacao, transformacao e transducao. Sendo
assim, cada vez mais esforcos e recursos cientificos serao neces-
sarios para estudos epidemioldgicos e de controle de infeccao
relacionada a A. baumannii, evitando assim graves infeccdes
nosocomiais e surtos descontrolados em ambiente clinico.
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Resumo

Com a ampliacdo e a frequéncia das campanhas de desparasitacdo contra os geo-helmintos Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, ancilostomideos
e Strongyloides stercoralis, ocorreu, como esperado, a reducdo da prevaléncia e da morbidade associada a estas parasitoses. Entretanto, alteracées no
perfil parasitologico das populagdes com reducdo dos helmintos e aumento significativo das protozooses intestinais se tornaram evidentes em todo o
mundo. Além disso, a reducao de carga parasitaria tem dificultado o diagndstico de rotina por meio de técnicas microscépicas de baixa sensibilidade.
Neste artigo trazemos atualizagdes sobre algumas técnicas diagndsticas, como a Técnica de Sedimentacdo Espontanea em Tubo (SSTT), FLOTAC/Mini-
FLOTAC e a otimizacao do método de Kato-Katz, além de alternativas vidveis para aumentar a sensibilidade dos métodos e tornar o diagnéstico das
parasitoses intestinais mais preciso.

Palavras-chave: Helmintiase; Quimioprevencao; Técnicas de Laboratério Clinico

Abstract

With the expansion and increased frequency of deworming against soil-transmitted helminths Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, hookworms
and Strongyloides stercoralis, there was, as expected, a reduction in the prevalence and morbidity associated with these diseases. However, changes
in the parasitological profile of populations, with a reduction in helminths and a significant increase in intestinal protozoa, became evident worldwide.
In addition, the reduction in the parasitic burden has made routine diagnosis difficult through low-sensitivity microscopic techniques. In this article
we bring updates on diagnostic techniques, such as spontaneous sedimentation technique in tube (SSTT), FLOTAC/Mini-FLOTAC and optimization of
Kato-Katz technique, as well as viable alternatives to increase the sensitivity of methods and make the diagnosis of intestinal parasites more accurate.
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INTRODUCAO

Os geo-helmintos Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura,
ancilostomideos e Strongyloides stercoralis sao os causadores
mais comuns de helmintiases nas regides tropicais e subtro-
picais. A prevaléncia destas infeccées depende de fatores
ecologicos e climaticos que favorecam o ciclo de vida de cada
espécie de parasito, bem como de elementos sociocompor-
tamentais que contribuam para a sua disseminacao.” Até
2017 estimava-se que 513 milhdes de pessoas no mundo
estavam infectadas com algum tipo de geo-helminto e cerca
de 835 milhbes necessitavam de quimioterapia profilatica.?

Em 2003, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) come-
cou a concentrar medidas de controle para 19 doencas
tropicais negligenciadas (DTNs) visando as necessidades
de salide de comunidades carentes. Isso ocasionou a intro-
ducéo da quimioterapia preventiva, visando otimizar o uso
de medicamentos em dose Unica em larga escala e ofere-
cendo aos pacientes uma alternativa para reduzir a extensa
morbidade associada a fibrose linfatica, a oncocercose, ao
tracoma, as geo-helmintiases e as esquistossomoses, entre
outras doencas.?

A administracdo da quimioterapia profildtica abrange
grupos considerados derisco para as morbidades associadas
aestas doencas, como criangas em idade escolar, gestantes e
adultos em profissdes de risco, como mineiros e agricultores.
) A recomendacgao é que os anti-helminticos sejam adminis-
trados sem diagnéstico individual prévio para pessoas em
risco que vivem em dareas endémicas. A frequéncia anual de
tratamento é recomendada quando a prevaléncia da infeccao
por qualquer geo-helminto na comunidade estiver entre 20%
e 50%, em casos nos quais a prevaléncia for superior a 50%,
o tratamento semestral é indicado.®

No Brasil, os grupos de risco atendidos por estas campa-
nhas compreendem apenas as criancas, pois a desparasitacao
foiintegrada aos programas de saude realizados nas escolas
da rede publica de ensino.® Desta forma, as escolas fornecem
um importante ponto de entrada para as atividades de des-
parasitacao, além de proporcionar facil acesso a componentes
de educacdo sobre saude e higiene.®

A meta global era reduzir a carga parasitaria e a morbi-
dade ocasionadas por geo-helmintos em criancas até 2020,
com o objetivo de promover o tratamento regular de pelo
menos 75% das criancas em areas endémicas até o fim do
prazo estipulado.® Entretanto, até o final de 2019 apenas
22% dos paises envolvidos nesta campanha alcancaram a
meta proposta, sendo que outros 20%, incluindo o Brasil, ndo

forneceram dados suficientes para a avaliacao da cobertura.”®)
Assim, o prazo acabou sendo ampliado para 2030 e o controle
do parasito S. stercoralis, com administracdao de ivermectina,
foi introduzido como objetivo da campanha.®

Com aampliacao e a frequéncia das campanhas de des-
parasitagcao ocorreu, como esperado, a reducao da prevaléncia
e damorbidade associada a estas parasitoses devido a redu-
¢do da carga parasitaria nos individuos infectados.® O que
nao foi discutida anteriormente, e se mostrou evidente, foi
amudanca no perfil epidemioldgico das populagdes devido
areducao das helmintiases com concomitante aumento das
protozooses intestinais,”® que apresentam potencial de cau-
sar tanto danos a saude dos pacientes quanto as helmintiases.

No tocante ao diagndstico, rotineiramente sdo utilizadas
técnicas de sensibilidade limitada para estimar a carga parasi-
taria e assim atestar a eficacia do tratamento quimioprofilatico.
Infelizmente, as técnicas utilizadas para o diagnéstico das
parasitoses intestinais apresentam falhas nos casos em que
ha baixas quantidades de ovos nas fezes.” Destarte, novos
desafios surgiram, pois métodos mais sensiveis se tornam
necessarios para o diagnostico fidedigno destes pacientes.
Assim, este estudo objetiva discutir as mudancas no perfil
parasitolégico em dreas endémicas para geo-helmintiases
e os desafios enfrentados pelos profissionais no diagnostico
destas doencas nesta nova realidade.

Quimioprofilaxia em massa: mudancas no perfil
parasitolégico das populagdes

A desparasitacdo em massa com foco no controle de
geo-helmintos trouxe diversos beneficios para a populacdo
geral em razédo da reducdo de morbidade e carga parasitaria.
Em diversas regides do mundo foram realizados estudos
epidemioldgicos para avaliar a efetividade das campanhas.
Na Africa, em Malawi, a taxa de infeccao para qualquer geo-
-helminto foi inferior a 8% para a populacdo geral e de 4,6%
entre os escolares, que sdo o publico-alvo das campanhas.®
A reducio foi reportada em outras regides, como na Africa
Subsaariana, onde a prevaléncia de geo-helmintos caiu de
44% para 18% no periodo de 18 anos, atribuida, dentre outros
fatores, a quimioterapia profilatica.’.

Na Asia, em Myanmar, a prevaléncia caiu significativa-
mente de aproximadamente 28% para 9% para os geo-hel-
mintos."? Ja na Indonésia a queda foi de 19,6% para 6%."%
Em paises da América do Sul foram identificadas prevaléncias
inferiores a 2% para A. lumbricoides e T. trichiura na Bolivia;"”)
e de 7,4%, 4,5% e 0,4% para ascaridiase, tricuriase e ancilos-
tomiase, respectivamente, no Brasil.®
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Neste contexto surgiu outra problemdtica: o gradual,
porém significativo, aumento da prevaléncia de protozooses
intestinais. Este perfil tem sido observado em diferentes
regides do mundo, como na Bolivia e no Brasil, que reportaram
grande aumento de Blastocystis hominis e Entamoeba spp.
78 em locais onde antes a prevaléncia era proxima a zero.

Na Burquina, pais africano, a prevaléncia de protozoarios
intestinais foi maior que 80% entre as criancas, principalmente
Entamoeba histolytica/E. dispar, E. coli e Giardia lamblia,
enquanto a prevaléncia de geo-helmintos foi de 10,7%." No
Nepal, Asia, isto também se tornou evidente, pois os parasitos
mais encontrados entre escolares foram G. lamblia (46,8%),
E. histolytica/E. dispar (23,4%) e E. coli (21,3%), enquanto os
helmintos foram pouco encontrados (<2%)."

Esta mudanca de perfil epidemioldgico de diferentes
populacdes que receberam tratamento quimioprofilatico em
massa levanta um importante ponto de discussdo: o para-
sitismo se mantém devido as condi¢des sanitarias as quais
essas populagdes estdo expostas. O fornecimento regular
de dgua tratada (evitando o transporte e 0 armazenamento
inadequados), 0 acesso a banheiros e a saneamento basico
(com tratamento de esgoto), a higienizacdo adequada de
alimentos consumidos crus e a lavagem frequente de méos
com agua e sabdo antes das refeicdes e apos a defecacao
sao fatores protetivos contra parasitoses.®

Entretanto, isso ainda ndo é realidade em comunidades
rurais e, mesmo em algumas dareas urbanas periféricas em
paises como o Brasil, o investimento em saneamento ainda é
precario, o que expde a populacao a diversos problemas de
sauide como doencas diarreicas e parasitoses intestinais. No
estudo de Medeiros e Ferreira,"” que avaliou diversas cidades
brasileiras quanto ao fornecimento adequado dos servicos
de dgua e esgoto, apenas 20% destas cidades apresentaram
servicos classificados como eficientes, com capitais onde a
taxa de eficiéncia de saneamento foi de apenas 52%."”

Reducao de carga parasitaria eimpacto sobre o diagnoéstico

Muitos beneficios em saude foram alcancados com
o tratamento quimioprofilatico para as geo-helmintiases,
como a reducao da morbidade, das hospitalizacbes e do
DALY, do inglés disability-adjusted life years, que se refere
aos anos de vida perdidos mais os anos de vida vividos com
uma deficiéncia. Houve reducéo de até 68% de DALY, com
impacto mais significativo no primeiro ano do programa de
desparasitacdo no Vietna."®

Mas, além dos impactos supracitados, outra mudanca
de importancia médica é a reducdo da carga parasitaria

nos individuos infectados por helmintos intestinais. Em
diversos estudos foram relatadas redugdes na contagem
de ovos ap6s rodadas sucessivas de tratamento. No Congo,
com uma cobertura de tratamento superior a 80%, em trés
anos a média da contagem de ovos de A. lumbricoides foi
reduzida de 9.844 ovos por grama de fezes (opg) para 724
opg, a reducao observada para T. trichiura foi de 1107 para
366 opg e os ancilostomideos foram indetectdveis apds o
primeiro ano de tratamento."”

Em outro estudo, realizado no Kenya pelo periodo de
trés anos, a prevaléncia geral das geo-helmintiases caiu
pela metade. Com relacao a quantidade de ovos, para A.
lumbricoides a reducéo foi de 1.659 para 960 opg, para T.
trichiura de 33 para 17 opg e para ancilostomideos de 63
para 33 opg. A reducao relativa das infeccées foi de 87%
para ancilostomideos, 42% para A. lumbricoides e 49,5%
para T. trichiura.®®

No tocante ao diagnodstico, esta mudanga evidencia
dificuldades intrinsecas aos laboratdrios de analises clinicas:
o diagndstico correto utilizando técnicas microscépicas de
baixa sensibilidade. Além da constante necessidade de trei-
namento e reciclagem dos laboratoristas e do investimento
em controle de qualidade, é preciso considerar que o nimero
de ovos excretados pelos parasitos e posteriormente identi-
ficados e/ou contados num exame parasitolégico de fezes
(EPF) depende de duas principais variantes: a excrecao nas
fezes e os fatores técnicos. A excrecao depende de fatores
biolégicos que levam em consideracao a relacao parasito-
-hospedeiro e a oviposicao.?”

As diferentes espécies de geo-helmintos apresentam
variados padrdes de oviposicdo, com as fémeas de A. lum-
bricoides liberando cerca de 200 mil ovos por dia, as de T.
trichiura liberando até 20 mil e as de ancilostomideos até
10 mil ovos.?? Pode parecer muito, mas ja foi demonstrado
que o albendazol, utilizado rotineiramente nas campanhas
de desparasitacao, ocasiona alteragdes nos tubulos testi-
culares dos parasitos, promovendo infertilidade ou menor
producédo de ovos, muitas vezes com aumento da producao
de ovos inférteis.?* Todos esses fatores reduzem a oviposi¢ao
e dificultam o diagnéstico.

No que dizrespeito aos fatores técnicos, a técnica quan-
titativa mais utilizada nos laboratérios em razao do seu custo
e por ser considerada padrao-ouro para a quantificacao de
ovos de Schistosoma mansoni e geo-helmintos é a técnica de
Kato-Katz (KK), que consiste na estimativa do nimero de opg.
@) Diversos fatores influenciam na reducao da sensibilidade
desta técnica. Dentre eles podemos citar o armazenamento
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das fezes por periodo superior a 24 horas;?¥ a quantidade
de fezes utilizada, que no KK é equivalente a 42mg de fezes,
inferior a outros métodos quantitativos como o Mini-FLOTAC
e o FLOTAC, que utilizam 100mg e 500mg de fezes, respec-
tivamente; e o fator de multiplicacdo (FM), que para o KK é
de 24 para que o numero de ovos na amostra analisada seja
equivalente ao encontrado em 1g de material fecal, superior
ao Mini-FLOTAC (FM = 10) e FLOTAC (FM = 2), o que torna o
KK mais estimativo. Todos esses fatores reduzem a chance
de visualizacdao de ovos na amostra utilizada e induzem a
erros diagnosticos.?"

Sensibilidade dos métodos diagnésticos e alternativas

Diferentes métodos parasitolégicos apresentam dife-
rentes sensibilidades devido as suas variagdes intrinsecas,
o que pode alterar o diagnéstico a depender dos fatores
supracitados. Atualmente, como preconizado pela Orga-
nizacao Mundial da Saude, o método padrao-ouro para
diagndstico da esquistossomose e das geo-helmintiases
é o KK, em razado da sua facilidade de utilizacdo, ao baixo
custo e a alta sensibilidade em éreas de alta endemicidade.
Entretanto, quando as localidades sdo de moderada a baixa
endemicidade (as cargas parasitdrias sao reduzidas e/ou a
populacao recebeu quimioterapia profilatica), a sensibilidade
deste método é reduzida.>>?®

Diante da sua ampla utilizacéo, principalmente em areas
com recursos limitados e onde é realizado o rastreio pds-tra-
tamento em massa, muitos autores tém investigado formas
de aumentar a sensibilidade do KK. E sabido que a coleta
de multiplas amostras fecais e o exame de pelo menos duas
laminas de cada uma delas pode melhorar o resultado e
elevar a sensibilidade para mais de 90%.?>2°

Outro estudo comprovou o aumento de prevalénciaem
23%, 26% e 100% para A. lumbricoides, T. trichiura e ancilos-
tomideos, respectivamente, com o exame de mais de uma
amostra, com custo superior de apenas 31%.%” Considerando
os impactos ambientais e em salde do subdiagndstico
(leia-se necessidade adicional de tratamento, aumento de
morbidade e DALY’s), o custo-beneficio é bastante interes-
sante e o diagndstico preciso pode influenciar, inclusive, nas
politicas publicas em saude.

Ainda assim, diversos estudos no decorrer dos anos tém
comparado os métodos diagnosticos a fim de definir qual
o melhor a ser utilizado de acordo com as caracteristicas da
populacdo em estudo, as condicdes financeiras, estruturais
e logisticas de cada local e os recursos humanos disponiveis

para a execucao destes, pois nao se pode definir qual a melhor
técnica baseando-se em apenas um critério.?®

Muitos métodos podem ser utilizados para o diagnéstico
das geo-helmintiases além do KK, como métodos baseados
em sedimentacdo/centrifugacdo (Hoffmann, Pons e Janer
- HPJ, Ritchie, Blagg) e em flutuacao (Faust). Entretanto, a
desvantagem principal desses métodos é aimpossibilidade
de se quantificar os ovos e estimar a carga parasitaria.?®
Neste caso, outras técnicas foram desenvolvidas para suprir
esta necessidade, como o McMaster, o FECPAK, o FLOTAC/
Mini-FLOTAC (métodos microscopicos) e a reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) (método molecular).

Porém, o teste mais utilizado nos laboratérios de analises
clinicas ainda é o método HPJ, conhecido como método de
Lutz ou sedimentacgao espontanea, que consiste na diluicao
das fezes em agua destilada e na utilizacdo da gravidade para
a deposicdo dos detritos e das formas parasitarias no célice
de fundo cénico. Sua ampla utilizacdo se d4 em razdo do
baixo custo por teste realizado e da facilidade de manuseio
e higienizacdo dos materiais, que rapidamente podem ser
reutilizados, além da possibilidade de se diagnosticar infec-
¢oes por helmintos e protozoarios.?

Apesar destas vantagens, o HPJ é considerado um
método de baixa sensibilidade, o que exige dos profissionais
maior esforco para o diagnéstico correto. Devido a isso,
Tello et al.®® propuseram uma adaptacao deste método
que nao impactaria em custos e tornaria o método mais
sensivel: a técnica de sedimentacdo espontanea em tubo
(spontaneous sedimentation technique in tube, SSTT). No
SSTT, 10g de fezes é diluida em 10mL de solucéo salina e
homogeneizada de 30 a 60 segundos. A amostra é filtrada
diretamente para um tubo conico e agitada vigorosamente
por 30 segundos, antes de ser posicionada verticalmente
para a sedimentacao por 45 minutos. Apds este tempo, o
sedimento deve ser recolhido com pipeta plastica, trans-
ferido para duas laminas e corado com lugol para andlise.
Desta forma, o SSTT se mostrou mais sensivel que o exame
direto a fresco e que os métodos de concentracdo em for-
mol-éter e de flutuacdo em sulfato de zinco para todos os
parasitos avaliados, com prevaléncias de até o dobro dos
encontrados por estas técnicas.®%

Devido a grande quantidade de amostras processadas,
geralmente coletadas e/ou armazenadas incorretamente, o
desconforto com o odor e a sujeira e por questdes de bios-
seguranca, foram desenvolvidos coletores adaptados que
reduzem as etapas de processamento das amostras (diluicao,
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filtragem e posterior lavagem do material), como o Paratest”.
Sao formas de otimizacdo da técnica que reduz tempo e
custo. Foi demonstrado que a sensibilidade diagnoéstica é
semelhante paraambos, com repetibilidade (concordancia)
quase perfeita. A excecdo foi para Blastocystis sp., cujo diag-
noéstico pelo Paratest” foi melhor, e ancilostomideos, que foi
mais identificado pelo HPJ.6"

Dentre os novos métodos microscépicos, o FLOTAC/Mini-
-FLOTAC mostrou alta eficiéncia, com sensibilidade superior
a 80% para todos os parasitos,” principalmente quando a
carga parasitaria é mais baixa. Neste caso em particular, o
FLOTAC/Mini-FLOTAC apresentou sensibilidade quase duas
vezes maior que o KK (81,8% vs. 48,8%).°

Entretanto, esses dados variam de acordo com o estudo:
Cools et al. mostraram que, mesmo com apenas uma lamina,
o KK foi superior ao Mini-FLOTAC para o diagnéstico de A.
lumbricoides em individuos com baixa carga parasitaria
(55,6% vs. 42,1%). Isso nao se repetiu para T. trichiura (79,6%
vs. 85,6%) e ancilostomideos (69,4% vs. 70,8%), mas os valo-
res de sensibilidade foram bastante préximos. Além disso,
a média do numero de ovos em cada método foi bastante
diferente para A. lumbricoides e ancilostomideos, com o KK
sendo superior para ambos (10.000 vs. 6.404 opg e 833 vs.
366 opg, respectivamente).®?

A alternativa mais eficaz desenvolvida para o diagnos-
tico de diferentes patégenos foi o PCR. Suas vantagens
sdo inumeras, dentre elas a capacidade de amplificacdo de
pequenas quantidades de DNA, o que permite correlacdo
com a carga parasitaria, diagnostico preciso em pacientes
com carga parasitdria reduzida, identificacdo especifica de
espécies cuja morfologia é similar, como ancilostomideos e
Entamoeba spp., e a possibilidade de diagnéstico simultaneo
de multiplas infecces. Entretanto, as desvantagens também
sdo claras, como a necessidade de profissionais qualificados
para o desenvolvimento e interpretacao da técnica, o alto
custo associado e a necessidade de infraestrutura e equipa-
mentos especificos para a realizacdo do exame. Isto inviabiliza
a utilizacdo desta técnica como rotina diagndstica, estando
atualmente restrita a instituicoes de pesquisa.®®

CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com o exposto, pode-se identificar as dificul-
dades diagnosticas em regides onde a populagao recebeu
quimioterapia profilatica por varios anos, como é o caso do
Brasil. Os laboratérios de analises clinicas devem se atentar

para isso e se atualizar no tocante a otimizacdo ou mesmo
a substituicao das técnicas utilizadas na rotina. Sabe-se que
nem sempre é possivel utilizar métodos de alta sensibilidade,
como o PCR, visto o alto custo de implanta¢do e manutencéo.
No entanto, alternativas viaveis, as quais ndo impactariam
sobremaneira no custo dos exames, podem serimplementa-
das, como a otimiza¢ao dos métodos utilizados; utilizacdo do
SSTT no lugar do HPJ; coleta de multiplas amostras em dias
alternados; preparo e leitura de pelo menos duas laminas;
treinamento, reciclagem e capacitacdo periddica dos profissio-
nais; elaboracdo e atualizacao de procedimentos operacionais
padrao (POP’s) de acordo com as sugestdes da literatura; ou
mesmo a adoc¢ao de novos métodos microscdpicos com maior
sensibilidade, como o FLOTAC. Desta forma, os diagnésticos
se tornam mais precisos, mais eficientes e os pacientes
podem ser corretamente tratados, impedindo a transmissao
e a continuidade do ciclo infeccioso das geo-helmintiases.
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Resumo

Serratia marcescens pertence a Familia Enterobacteriaceae, ¢ Gram-negativa e anaerodbica facultativa, sendo bem distribuida na natureza; pode ser isolada
como saprofita do solo e da dgua. Possui um significado clinico relevante, pois acarreta infeccdes nosocomiais e pulmonares em determinados setores
da saude, como unidades neonatais, maternidades e UTls, além de sepse, meningite, choque endotdxico e infecgdes do trato urinario. O intuito desse
estudo foi analisar o mecanismo de heterorresisténcia em linhagens sensiveis de Serratia marcescens diante das concentracoes testadas de meropeném.
Aslinhagens SR1 e SR2 apresentaram perfil heterorresistente, ao passo que a SR6 demonstrou ser néo heterorresistente, com CIM elevado (32pg/mL). Os
isolados de Serratia marcescens sao suscetiveis ao meropenem, por testes de sensibilidade padrao, mas contém subpopulagées resistentes ao mesmo.

Palavras-chave: Bactérias Gram-Negativas; Biologia Celular; Enterobacteriaceae; Enterobacteridceas Resistentes a Carbapenémicos

Abstract

Serratia marcescens belongs to the Enterobacteriaceae family, it is optional anaerobic gram-negative, being well distributed in nature and it might be
isolated as saprophytic from soil and water. It has a meaningful clinical significance, because it causes nosocomial and lung infections in certain healthcare
sectors, such as neonatal units, maternity units and UTIs; septicemia, meningitis, endotoxin shock and urinary tract infections. The aim of this study was to
analyze the mechanism of heteroresistance in susceptible strains of Serratia marcescens in the presence of the tested concentration of meropenem. The
lineages SR1 and SR2 presented heteroresistant profile, while the SR6 showed to be nonheterorresistente, with CIM (32 pg/mL). The Isolates of Serratia
marcescens are susceptible to meropenem, by standard sensitivity testing, but there are subpopulations resistant to it.

Keywords: Gram-Negative Bacteria; Cell Biology; Enterobacteriaceae; Carbapenem-Resistant Enterobacteriaceae
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1.INTRODUCAO

Serratiamarcescens pertence a Familia Enterobacteriaceae,
é Gram-negativa e anaerdbica facultativa, sendo bem distri-
buida na natureza e podendo ser isolada como saprofita do
solo e da dgua.™ Possui significado clinico relevante, pois acar-
reta infeccoes nosocomiais e pulmonares em determinados
setores da sauide, como unidades neonatais, maternidades e
Unidade deTerapia Intensiva (UTI), além de sepse, meningite,
choque endotdxico e infecgdes do trato urinario, por ser
considerada uma bactéria oportunista em recém-nascidos,
imunocomprometidos e pacientes intensivos, podendo estar
presente em fontes contaminadas como solu¢ées de infuséo,
desinfetantes, equipamentos médicos como broncoscépicos
e laringoscopicos, ou maos dos profissionais de satide.??

O numero de infeccdes causadas por Serratia marcescens
tem aumentado em razéo do desenvolvimento da resisténcia
adquirida a diversos farmacos antimicrobianos, incluindo os
carbapenémicos, e por apresentar resisténcia intrinseca a
alguns farmacos como, por exemplo, penicilinas, cefalospori-
nas, nitrofurantoina, macrélidos e colistina, proporcionando
resultados que tém despertado o interesse pela pesquisa de
linhagens multirresistentes a medicamentos (MDR — Multi-
drug-Resistant).®

A resisténcia aos farmacos antimicrobianos foi des-
crita pela primeira vez em 1947 em bactéria Gram-negativa
Haemophilus influenzae e, quase 20 anos mais tarde, para
estafilococos Gram-positivos.®

Mesmo com a diminuicdo no nimero de farmacos
antimicrobianos ativos contra bactérias multirresisten-
tes nas ultimas trés décadas, o meropeném estd entre as
primeiras escolhas nas infeccdes causadas por bactérias
Gram-negativas pertencentes as familias Enterobacteria-
ceae, Pseudomonadaceae e Moraxellaceae, por exemplo, e
no tratamento empirico de infec¢des graves. Para alguns
autores, o meropeném é um farmaco antimicrobiano da
classe dos carbapenémicos que possui amplo espectro de
atividade antibacteriana.®”

Diante disso, a resisténcia a determinado farmaco pode
ser desencadeada por fendomenos de resisténcia especificos
como a heterorresisténcia, que é definida pela presenca de
subpopulacdes resistentes dentro de uma populacao maior
de microrganismos totalmente sensiveis a antimicrobianos.®

No entanto, o primeiro relato do termo “heterorresis-
téncia” data de 1970 e pode ser referida como “resisténcia
heterogénea’,“variacao de resisténcia em toda a populagao”
e”heterogeneidade de resposta a farmaco antimicrobiano”®

Estas subpopulacdes advém do crescimento bacteriano
em meio de cultura contendo concentracdes de farmacos
antimicrobianos superiores as Concentracoes Inibitorias
Minimas (CIMs) iniciais do isolado, podendo também ser
encontradas numa populacao sensivel, subpopulacées com
CIMs superiores as concentragdes originais, entretanto estes
valores nao indicam resisténcia, e sim heterogeneidade.®

Nesse contexto, sdo importantes pesquisas voltadas as
linhagens em que, mesmo apresentando CIMs que as classi-
ficam como sensiveis a um determinado farmaco antimicro-
biano, sdo detectadas subpopulacdes resistentes.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Proveniéncia e identificacao das amostras

As amostras das linhagens sensiveis de Serratia marces-
cens foram cedidas pelo Laboratério Cedro, localizado em Séo
Luis-MA. A identificacdo dos isolados bacterianos foi realizada
pelo sistema Matrix-Assisted Laser Desorption lonization —
Time of Flight Mass. 31 Spectrometry (MALDI-TOF MS).

2.2 Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima
para o meropenem

Para os testes de selecdo de clones heterorresistentes
foi utilizado o método de evolucao direta proposto, com
modificacoes.”

Para os ensaios da CIM, foi utilizado o método da micro-
diluicdo em Caldo Muller Hinton (Difco, Detroit, MI, USA) de
acordo com as normas do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2016), utilizando a placa de 96 pogos (Kasvi).®

Para execucao desse procedimento, foram utilizados os
clones obtidos na concentracao 1024pg/mL de meropeném
das 3 linhagens bacterianas e ativados em overnight (24
horas) em meio Agar Muller Hinton (Difco, Detroit, MI, USA)
a 37°C. Apos a incubacao, as bactérias foram diluidas em
salina (NaCl a 0,85%), ajustada na escala de McFarland 0,5
(1,5 x 108 UFC/ml). O antibidtico meropeném foi preparado
na concentracdo de 1024pug/mL de meropeném diluido em
5mL de Caldo Muller Hinton, filtrado em membrana estéril
0,22um (Milipore Co., Bedford, MA, EUA) acoplada a seringa.

Seguiu-se entdo o preparado das placas, onde foi colo-
cado em cada poco 100uL do Caldo Muller Hinton, depois
mais 100uL do meropeném correspondente, 5pL do indculo
bacteriano e feita a diluicdo seriada, descartando 100 pL
para obter um volume final de 100uL e uma concentracéo
de 10 células/mL. Apds o preparo das placas, estas foram
incubadas a 37°C por 24 horas. Apds a incubacado, os pocos
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foram monitorados para determinacao da CIM pelo método
visual de crescimento de bactérias.

As concentracdes testadas foram: 2X CIM, 1X CIM, 0,5X
CIM, 0,250X CIM, 0,125X CIM, 0,06125X CIM e 0,0,03125X CIM
para SR1 e SR2; 512X CIM, 256X CIM, 128X CIM, 64X CIM, 32X
CIM, 16X CIM, 8X CIM e 4X CIM para SR6.

2.3 Ensaios de curva de tempo-morte (time kill curve)
para o meropenem

Para a analise da curva de tempo-morte foram testadas
diferentes concentracdes de meropeném, nos clones de S.
Marcescens que foram isolados a 1024ug/mL. Essas concen-
tracoes foram 0,06125X CIM, 0,03125X CIM, 0,01625X CIM,
16X CIM, 32X CIM e 64X CIM, equivalendo a uma ordem
crescente da concentracao de meropeném de 0,01625ug/
mL; 0,03125pg/mL; 0,06125ug/mL para SR1 e SR2 e 16 pg/
mL, 32 ug/mL e 64 ug/mL para SRé.

O ino6culo foi preparado a partir da diluicdo da bactéria
em salina, ajustada na escala de McFarland 0,5 (1,5 x T08 UFC/
mL). Em seguida foram preparados os tubos de crescimento
bacteriano para as concentragdes testadas e incubados a
37°C na estufa bacterioldgica.

Ap0s esse processo, foram adicionados 900uL de salina
(NaCl a 0, 85%) em 9 microtubos eppendorfs e adicionado
100uL da respectiva bactéria para realizar a diluicdo seriada
(10" a 107). Apds esta etapa, foi realizada a inoculacdo da
amostra por microgota, retirando 10uL dos microtubos
eppendorfs respectivos as linhagens testadas, com as seguin-
tes diluicdes: 107,103,103, 107 e 10° para o plaqueamento
e montagem da curva de tempo-morte. As colonias foram
quantificadas em Log, UFC/mL e plotadas em grafico logarit-
mico. Esta quantificacado foi utilizada para estimar a viabilidade
celular dos clones tolerantes, obtidos a partir de 1024ug/
mL de meropeném, até o tempo de 24 horas nas seguintes
concentragdes: 0,06125X CIM; 0,03125X CIM e 0,01625X CIM;
16X CIM; 32X CIM e 64X CIM.

Este procedimento foi realizado para cada tempo da
curva, sendo os tempos analisados: 4 horas, 8 horas, 12
horas e 24 horas.

2.4 Aspectos Eticos

A presente pesquisa seguiu os preceitos éticos estabele-
cidos pelo Conselho Nacional de Saude através da Resolucao
n° 466/12 que trata direta e indiretamente a pesquisa com
seres humanos. O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Ceuma,
sob o Parecer n° 34939614.1.0000.5084.

3. RESULTADOS

3.1 Perfil de sensibilidade da Serratia marcescens ao
meropeném

Os trés isolados de S. marcescens SR1, SR2 e SR6 foram
suscetiveis ao meropeném. Os valores de Concentragao Ini-
bitéria Minima (CIM) foram 0,03pg/mL, 0,03ug/mL e 32ug/
mL, respectivamente.

3.2 Curva de tempo-morte (time kill curve) para
meropeném em isolados de Serratia marcescens

As linhagens SR1 e SR2, com perfil de heterorresistén-
cia, apresentaram viabilidade nas concentracdes 0,06125X
CIM, 0,03125X CIM e 0,01625X CIM até 8 horas expostos ao
antibiético, no entanto nao houve crescimento celular (no
tempo de 12 h) até o término do periodo experimental. Por
outro lado, a linhagem SR6, mais resistente, demonstrou
viabilidade nas concentracées 16X CIM, 32X CIM e 64X CIM
até 12 horas, entretanto ndo houve crescimento bacteriano
ao completar 24 horas.

O comportamento doisolado S. marcescens SR1 heterorre-
sistente demonstrou crescimento em todas as concentracdes
nas primeiras 4 horas com contagens de 2,34 Log, | UFC/mL
(0,06125X CIM), 2, 47 Log,, UFC/mL (0,03125X CIM) e 2,95
Log,, UFC/mL (0,01625X CIM). Em 8 horas de experimento
houve diminuicao (0,06125X CIM e 0,03125X CIM) das colénias
e permanéncia das mesmas (0,01625X CIM) com as quan-
tidades equivalendo a 2,14 Log,,UFC/ mL, 2,36 Log, , UFC/
mL e 2,95 Log,, UFC/mL, respectivamente. No entanto, ao
completar 12 horas e 24 horas nao houve mais crescimento
bacteriano observavel.

Por outro lado, o comportamento da linhagem S. mar-
cescens SR2, também heterorresistente, apresentou col6nias
em 4 horas nas quantidades 2,14 Log,, UFC/mL (0,06125X
CIM), 2,32 Log,, UFC/mL (0,03125X CIM) e 2,44 Log,  UFC/
mL (0,01625X CIM). E no tempo de 8 horas observou-se um
aumento em todas as concentragdes testadas, equivalendo
a 2,47 Log,, UFC/mL (0,06125X CIM), 2,69 Log,, UFC/mL
(0,03125X CIM) e 2,77 Log, ,UFC/mL (0,01625X CIM). Contudo,
no tempo de 12 horas e 24 horas ndo houve crescimento
bacteriano observavel.

Em contrapartida, alinhagem S. marcescens SR6 apresen-
tou maior crescimento nas primeiras 4 horas de 3,4 Log, UFC/
mL (16X CIM), 2,8 Log, ,UFC/mL (32X CIM) e 2 Log, ,UFC/mL
(64X CIM); ap6s 8 horas houve um declinio do crescimento
(16X CIM e 32X CIM), obtendo como contagem as seguintes
quantidades: 2 Log,, UFC/mL (16X CIM), 2,3 Log,, UFC/mL
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(32X CIM), respectivamente, e 2 Log10 UFC/mL (64X CIM). J&
no tempo de 12 horas observou-se um pequeno aumento
de células vidveis em todas as concentragOes testadas, a
saber: 2,11 LogmUFC/mL (16X CIM), 2,60 LogmUFC/mL (32X
CIM) e 3 Log,,UFC/mL (64X CIM). No tempo de 24 horas de
periodo experimental ndo houve mais crescimento bacte-
riano observavel.

Osisolados de subpopulagbes tolerantes de S. marcescens
SR1 e S. marcescens SR2 comparadas na curva de tempo-
-morte mostraram um perfil semelhante até o tempo de 4
horas de ensaio. Estas linhagens também apresentaram um
perfil de suscetibilidade ao meropeném apds 12 horas de
crescimento, sendo evidenciada a morte da cultura apos este
tempo, demonstrada pela perda de viabilidade celular. Tanto
S. marcescens SR1 quanto S. marcescens SR2 apresentam um
perfil heterorresistente devido ao retorno da suscetibilidade
a CIM inicial ao meropeném, ao passo que a S. marcescens
SR6, isolado nao heterorresistente, com caracteristicas de
persistente, apresentou maior nivel de crescimento com
sobrevivéncia por até 12 horas nas concentracdes testadas,
em comparagao com as linhagens heterorresistentes SR1
e SR2. No entanto, houve a morte da populacéo, perda de
100% da viabilidade, no tempo final de 24 horas.

4. DISCUSSAO

Diante da analise feita nesse estudo, esses resultados
podem ser comparados com Cherkaoui et al.’® ao ter evi-
denciado a heterorresisténcia ao antibiético imipeném
em isolados clinicos de Haemophilus influenzae, bactéria
Gram-negativa oportunista, porém esta espécie tem sido
raramente descrita frente a esse mecanismo. Vale ressaltar
que a heterorresisténcia ao meropeném foi pela primeira
vez detectada em Staphylococcus resistentes a meticilina."”

Também foram encontrados resultados semelhantes
de heterorresisténcia, em que foram comparados por curva
de tempo-morte!'? ao relatar a anélise de subpopulagées
resistentes de K. pneumoniae frente a colistina (polimixina E).

Com relacao a bactérias Gram-negativas, poucos sao os
estudos que avaliam a heterorresisténcia desses microrga-
nismos aos antibidticos carbapenémicos, como meropeném
e imipeném. A espécie mais estudada é K. pneumoniae.
03 Adams-Sapper et al.™® reportaram que linhagens de K.
pneumoniae, produtoras da enzima KPC e heteroresistentes
sobrevivem a concentragdes bactericidas de imipeném de
8 a 32 vezes mais altas do que as linhagens selvagens. Os
autores associaram a sobrevivéncia das células bacterianas a

uma alta densidade celular (resisténcia ao imipeném de alto
nivel) sem aumento da expressao do gene bla, .

Existem debates na comunidade cientifica sobre arelacao
delinhagens bacterianas heterorresistentes e sua associacao
ao fracasso do tratamento clinico com farmacos antibacteria-
nos."*'¥ No entanto, neste estudo foi observado que o uso de
uma monoterapia com meropeném in vitro para S. marcescens,
que apresenta inicialmente um perfil sensivel, pode exibir
uma elevacdo da densidade populacional culminando na
formacéo de subpopulacdes resistentes em concentracées
crescentes de meropeném, e que, possivelmente, em uma
situacdo clinica esse fendbmeno poderia ocorrer, especial-
mente em sitios de infeccao em que a densidade bacteriana
pode ser alta, e a penetracdo de farmacos subotima pode
involuntariamente levar a inducdo de resisténcia bacteriana
e falha do tratamento.

5.CONCLUSAO

Portanto, os isolados de S. marcescens que sao susce-
tiveis ao meropeném, por testes de sensibilidade padréo,
apresentaram subpopulagdes resistentes ao mesmo, cujas
subpopulacdes sao selecionadas diante de concentracdes
crescentes de meropeném. Sendo assim, os isolados SR1 e
SR2 sado heterorresistentes, pois retornaram a sua CIM inicial
(0,03ug/mL), ao passo que o isolado SR6 é nao heterorre-
sistente, pois nao retornou a sua CIM inicial (2ug/mL), mas
apresentou uma CIM elevada, de 32ug/mL.
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Resumo

Objetivo: O presente estudo busca avaliar a importancia da adesdo ao exame de Papanicolaou no diagndstico do Papilomavirus humano, bem como
relatar as dificuldades e os fatores da nao realizagdao do mesmo por mulheres brasileiras. Métodos: revisao sistematica da literatura mediante busca de
artigos indexados nas plataformas eletronicas de dados PubMed, BVS-Brasil e SciELO, entre os anos de 2008 a 2018. Resultados: No total foram encontrados
1.458 artigos nas bases de dados selecionadas, foram excluidos 1.411 artigos, os quais se enquadraram nos critérios de exclusdo, e 38 duplicatas. Ao final
do total de artigos analisados foram incluidos 10 para a realizacao da sintese quali-quantitativa. Consideragoes finais: A partir dos artigos analisados
pode-se observar que as diferencas entre raca, classe econdmica, nivel de escolaridade e estado civil mostram-se como fatores determinantes quando
comparamos a diferenca na adesdo e acesso do exame de Papanicolaou entre as mulheres brasileiras. Faz-se necessaria a utilizacdo de acdes, campanhas
e estratégias para a melhoria na realizagao do exame, enfatizando a sua importancia.

Palavras-chave: Deteccao Precoce de Cancer; Neoplasia Intraepitelial Cervical; Papillomaviridae

Abstract

Objective: The present study aims to evaluate the importance of the adhesion of the Pap smear technique to the diagnosis of the human papillomavirus,
as well as to report the difficulties and factors of noncompletion by Brazilian women. Methods: systematic review of the literature by searching articles
indexed in the electronic platforms of data PubMed, BVS-Brazil and Scielo, between the years of 2008 to 2018. Results: In total, 1,458 articles were found
in the selected databases, 1,411 articles were excluded, as these were included in the exclusion criteria and 38 duplicates. At the end of the total of
analyzed articles, 10 were included for the accomplishment of the qualitative-quantitative synthesis. Final considerations: From the analyzed articles,
it can be observed that the differences between race, economic class, schooling level and marital status are determining factors when comparing the
difference in the adhesion and access of the Pap test among Brazilian women. It is necessary to use actions, campaigns and strategies for improving the
exam, emphasizing the importance of taking the exam.

Keywords: Papillomaviridae; Cervix Neoplasms Prevention; Cervical Intraepithelial Neoplasia
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INTRODUCAO

O papilomavirus humano (HPV) é reconhecido como o
agente causador da infeccao sexualmente transmissivel (IST)
mais frequente do mundo, e considerado o maior fator de
risco associado ao cancer de colo de utero.” O cancer de
colo de utero (CCU) possui progressao lenta, sendo neces-
sarios de 10 a 20 anos para se desenvolver a partir de uma
infeccdo pelo virus do papilomavirus humano (HPV), e deste
modo os programas de rastreamento de lesdes precursoras
facilitam e auxiliam na diminuicao das taxas de incidéncia e
mortalidade da doenca.®

No Brasil, atualmente, a mortalidade por cancer de colo
de Utero é bem menor do que costumava ser, o que se deve
ao aumento da disponibilidade de estratégias de prevencgao
por meio do teste de Papanicolaou, também conhecido
como Preventivo do Cancer do Colo de Utero (PCCU). O Brasil
foi um dos pioneiros a utilizar o exame em programas de
rastreamento, e o seu sucesso relaciona-se a fatores como
acompanhamento adequado, qualidade nainterpretacdo e
coleta de material, além do tratamento das lesdes; quando
realizado de forma adequada, o exame é capaz de reduzir
em até 90% os casos de CCU.®

Apesar da diminuicao das taxas de mortalidade, de
acordo com o Instituto Nacional de Cancer — INCA o cancer
de colo de Utero ainda esta entre os trés tipos mais comuns
de cancer que afetam as mulheres, sendo a quarta maior
causa de morte relacionada a cancer no Brasil, excluindo os
de pele ndo melanoma. Foi estimado pelo INCA um risco de
aproximadamente 15,43 casos a cada 100 mil mulheres, assim
como a ocorréncia de 16.370 novos casos de cancer de colo de
Utero para cada ano. Destaca-se o fato de que na Regido Norte
o cancer de colo é o primeiro mais incidente (25,62/100 mil),
estando na segunda posicao a Regiao Nordeste (20,47/100
mil), terceira posicao a Centro-Oeste (18,32/100 mil), enquanto
ocupa as ultimas posi¢oes as regides Sul (14,07/100 mil) e
Sudeste (9,97/100 mil).®

O Sistema de Informacdo do Cancer de Colo do Utero
(SISCOLO), por meio do Departamento de Informética do SUS
(DATASUS) em conjunto com o Instituto Nacional de Cancer
(INCA), armazena informacdes coletadas, e através dele é possi-
vel fazer a avaliacdo de dados como a quantidade e qualidade
da coleta, o perfil das mulheres que realizaram o exame e a
prevaléncia de alteragdes. O SISCOLO é reconhecido como uma
importante ferramenta de acompanhamento em a¢des contra
0 CCU, porém essa ferramenta ainda nao consegue explicar o
porqué da nao adesao de muitas mulheres ao exame.®

Devido a caréncia de informacdes acerca das baixas
taxas de realizacdo do exame de Papanicolaou e as altas
taxas de mortalidade por cancer de colo de utero no Brasil, o
presente estudo tem como objetivo enfatizar aimportancia
darealizacdo datécnica de Papanicolaou, bem como relatar
as dificuldades e os fatores relacionados a ndo adeséo das
mulheres brasileiras ao exame Papanicolaou.

METODOS

Este estudo trata-se de uma revisao sistematica da
literatura que foi realizada de acordo com as diretrizes do
protocolo PRISMA (Principais Itens para Relatar Revisoes
sistematicas e Meta-analises).® A busca pelos artigos inde-
xados utilizados no presente estudo ocorreu de janeiro a
dezembro de 2019, nas plataformas eletronicas de dados
Nacional Library of Medicine (PubMed), Scientific Eletronic
Library Online (SciELO) e na BVS-Brasil (Biblioteca Virtual
em Saude-Brasil).

Foram utilizados os seguintes descritores: “HPV preven-
tion Brazil”;“Prevaléncia infeccdo HPV”;"HPV pap smear Brazil”;
“HPV epidemiology Brazil”; “Papsmear Brazil”. A selecdo dos
artigos incluidos na revisao foi feita de forma independente
por trés autores, para verificacado dos estudos potencialmente
relevantes, com a utilizagao de um quarto revisor quando
nao houve consenso. Todos os artigos identificados passa-
ram por uma triagem com base na leitura do titulo, resumo
e, posteriormente, foram selecionados para elegibilidade a
partir da leitura na integra de cada artigo, aplicando sempre
os critérios de exclusao e inclusao.

Os critérios de inclusdo consistiram em: artigos com a
tematica abordada neste estudo, artigos originais, realizados
em humanos, publicados entre os anos de 2008 a 2019 e
nos idiomas portugués, inglés e espanhol. J& os critérios
de exclusdo foram: artigos em duplicatas, de revisdo, de
pesquisa em animais, fora dos idiomas descritos, disserta-
¢oes, relatos de caso, carta ao editor, monografias, artigos
que nao abordassem a tematica e ndo estavam disponiveis
na integra.

Apos a selecao os artigos foram analisados por inter-
médio dos seguintes destaques: Ano de publicacdo, quan-
titativo de mulheres participantes, faixa etaria, variaveis
associadas a ndo adesao e as principais caracteristicas do
estudo. Tal organizacédo facilitou a analise dos dados e a
busca de contetdo acerca dos fatores associados a nao
adesao ao exame preventivo do cancer de colo uterino por
mulheres brasileiras.
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RESULTADOS

No total foram encontrados 1.458 artigos nas bases de
dados, dos quais 733 no PubMed, 64 no SciELO e 688 na BVS;
dentre estes, 38 eram duplicatas, e 1 artigo foi encontrado
em outras fontes. Foram excluidos 1.410 artigos, pois estes
se enquadraram nos critérios de exclusao, e ao final do total
de artigos analisados foram incluidos 10 para a realizagao da
revisao (Figura 1).

Em relacao as informacoes retiradas dos 10 artigos qua-
lificados para integrar os resultados da pesquisa, o Quadro
1 sintetiza-as com base nas principais caracteristicas e des-
taques de cada um dos trabalhos.

DISCUSSAO

O exame de Papanicolaou pode ser considerado como
uma tecnologia relativamente simples, eficaz e de baixo
custo para a prevencao do cancer cérvico-uterino e de suas
lesdes precursoras associadas ao HPV, no entanto, muitas

LHCP, Gomes LM, Rodrigues-Antunes S, Feio DCA

mulheres ainda deixam de realizé-lo no Brasil. O estudo de
Girianelli et al."® relatou que, entre 1980 e 2010, as regides
mais desenvolvidas do pais, Sul e Sudeste, registraram uma
queda da mortalidade por cancer cervical em mulheres resi-
dentes dessas regides, ao passo que nas capitais das regides
Norte e Nordeste tal registro ndao ocorreu.

Tais achados corroboram com os resultados do estudo
de Barbosa et al."?, que demonstrou queda da mortalidade
por cancer de colo de utero (CCU) entre os anos de 1996 a
2010, na proporc¢ao de 1,7% ao ano, com as maiores taxas de
reducao observadas para o Sul (variacdo percentual anual
VPA = -3,9%), Sudeste (VPA = -3,0%) e Centro-Oeste (VPA
= -2,0%); além disso, os estados do Norte e do Nordeste
registraram o menor percentual de exames realizados entre
os anos de 2011 a2013.

A baixa adesdo das mulheres residentes nas regides
Norte e Nordeste do Brasil aos programas de prevencdo e a
consequente nao reducao da mortalidade de CCU podem
estar associadas aos possiveis problemas estruturais desses
programas, uma vez que, de acordo com os dados PNAD,"” as
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Fluxograma com os critérios de busca eletronica em trés bases de dados.
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Distribuicdo dos artigos com base no autor, ano de publicacdo, nimero de mulheres entrevistadas, faixa etdria, varidveis analisadas e as principais caracteristicas

de cada estudo.
Autor/ano Numero de Faixa etaria Variaveis Caracteristicas do estudo
mulheres

MARTINEZ-MESA, 20137 102.108 25-64anos | Populagdes urbanas e rurais das regides Condicdes socioecondmicas e demograficas levam a desigualdade no
Norte, Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul. | acesso ao exame de Papanicolaou.

BAIRROS et al, 2011® 2030 20-60 anos | Idade; estado civil; classe econdmica; renda | Deteccdo precoce pode ser um reflexo das desigualdades raciais e
familiar; escolaridade; raca socioecondmicas.

AMORIM; BARROS, 2014 507 20-59.anos | Desigualdade social ao acesso; Filiagdo a As taxas de mortalidade no Brasil sdo altas quando comparadas aos
plano de satde paises desenvolvidos, que possuem programas de deteccao precoce

ANDRADE et al., 2014 230 40-59 anos | Desigualdade social ao acesso na unidade de | A oferta do Papanicolaou gratuitamente nas unidades de Satide da
salde e setor privado Familia ainda nao foram suficientes para reduzir a mortalidade de CCU

ALBUQUERQUE et al., 2009""" 258 25-59anos | Grau de escolaridade; renda familiar; raca; | Os maiores percentuais da ndo realizacdo do exame concentram-se
estado civil em mulheres que nunca tiveram filhos

NAVARRO et al., 2015 603 20-54anos | Nivel de conhecimento sobre o cancer de colo | Regides com alta incidéncia de CCU geralmente apresentam
de (tero; renda familiar per capita programas de rastreamento que fornecem cobertura limitada

CORREA et al., 2012 3939 25-27 anos | Paridade e regiao brasileira Menor escolaridade e nivel socioecondmico sdo fatores de risco para

o(CU
BORGES et al., 20101 164 12-17 anos | Nivel de conhecimento Dentre as participantes, 58,5% ndo sabiam da existéncia de um
exame para prevencao de cancer de colo do Gtero

BARBOSA et al., 20179 NI 25-64anos | Cobertura do exame; Varidveis sociais e A cobertura do rastreio para o CCU no Brasil tem proporcéo abaixo da

sociodemograficas entre as regides recomendada e apresenta disparidades regionais e sociodemogréficas

Legenda: NI — Nao informado.

moradoras dessas regides apresentaram as menores propor-
¢oes de realizacdo do exame de PCCU. O que corrobora com
o observado por Oliveira et al.,"® que apresenta os maiores
indices de cobertura do exame entre mulheres de 35 a 54
anos, com maior escolaridade, brancas, residentes na area
urbana e moradoras das regides Sul e Sudeste.

Um estudo realizado por Albuquerque et al."” evi-
denciou que as proporc¢des da realizacdo do exame foram
baixas (menores que 40%), tanto em mulheres com menos
de 25 anos quanto em mulheres de 60-69 anos de idade.
Além da variavel idade, as maiores influéncias de fatores
associados a ndo realizacdo do exame ginecolégico junto
ao Papanicolaou concentraram-se em mulheres que nunca
tiveram filhos, com apenas 29%; e as diferencas no grau de
escolaridade, com o percentual de 71% de realizagcao do
exame entre mulheres com o ensino fundamental completo,
e apenas 60% entre mulheres com o ensino fundamental
incompleto. Contudo, a realizacdo do exame se mostrou mais
elevada em mulheres de maior poder aquisitivo, brancas e
que viviam com o companheiro. Sendo esta Ultima varia-
vel um fator de risco associado a infeccao pelo HPV, pois

as mulheres que possuem multiplos parceiros se expdem
mais a esta infeccdo quando comparadas as que tiveram
apenas um parceiro.

Em contrapartida, outros pesquisadores demonstraram
que houve maior prevaléncia de adesao ao exame (90,0%)
em mulheres na faixa etéria de 20 a 34 anos e uma menor
(76,0%), de 50 a 54 anos. Ressalte-se que a rotina periddica
foi o principal motivo informado para a realizacdo do rastrea-
mento preventivo, o que se deve ao fato de que as mulheres
realizam o exame de maneira oportunista (por gravidez,
rotina médica ou queixa ginecoldgica). Geralmente, diante
dessas situacdes as mulheres procuram assisténcia médica
e entdo sao orientadas a realizar o exame preventivo. Esse
modelo estd associado a percepcao das mulheres de que o
exame somente é necessario em condi¢des de enfermidade
ou sintomas, quando na verdade deve ser realizado nas
mulheres assintomaticas, rotineiramente. Além disso, den-
tre os motivos relatados pelas mulheres que nunca haviam
realizado o exame, a maioria nao explicou o motivo da nao
realizacdo, entretanto as que expuseram os motivos relata-
ram vergonha ou medo, ndo achar necessario, dificuldade
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em agendar uma consulta ou encontrar vaga, desinteresse
e auséncia de recomendacao médica."?

Correa et al."® avaliaram em seu estudo a cobertura e a
periodicidade do exame de Papanicolaou nas regides Sul e
Nordeste do Brasil. A populacédo estudada foi composta por
mulheres atendidas pelas Unidades Bésicas de Saude (UBS),
residentes de 41 municipios com mais de 100 mil habitan-
tes, e que tiveram filhos nos ultimos dois anos anteriores a
pesquisa. A amostra foi composta por mulheres da regido
Sul e do Nordeste, com idade média de 25 anos. Sobre o
conhecimento do exame citopatoldgico, 91,1% do total das
entrevistadas respondeu que conhecia o teste (Sul =90,1%;
Nordeste = 91,9%), porém, mesmo conhecendo, 17,3% das
mulheres relataram que nunca o haviam realizado (Sul =
17,6%; Nordeste = 17%). Ja a cobertura foi de 75,3%, nao
apresentando diferenca significativa entre as regioes.

Um estudo realizado nas diferentes regides brasileiras
(Norte, Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul) observou
que a prevaléncia da nao realizacao do rastreamento foi de
12,9% no Brasil em geral, e a adesao ao exame preventivo
foi maior em areas urbanas do que nas areas rurais. O que
esta intimamente ligado ao fato de existir, nas areas urbanas,
uma maior facilidade ao acesso dos servicos de saude dispo-
nibilizados, o que facilita significativamente a realizacdo do
exame preventivo. Acrescentam ainda que a maior prevaléncia
de cancer ocorreu entre mulheres entre 25 e 30 anos. Além
disso, renda familiar, cor da pele, baixa escolaridade, paridade,
nao possuir plano de satide e ndo consultar o médico nos
ultimos 12 meses foram fatores determinantes para a ndo
realizacdo do exame.”

Correa et al."™ afirmam que mulheres com mais de um
filho e que fizeram o teste no ultimo ano apresentam uma
probabilidade mais alta de ter periodicidade na realizagao do
exame, observando-se que ter filhos é um fator essencial para
gue as maes se preocupem em realizar o exame citopatoldgico,
em razao da necessidade de autocuidado apds a gestacao.

Ja Bairros et al.®’ relataram uma maior prevaléncia de
mulheres negras que nunca haviam se submetido ao exame
de Papanicolaou, o que demonstra que a variavel raca/cor
pode ser considerada um marcador demografico de desigual-
dade, em que mulheres negras se encontram em situacdo
de maior vulnerabilidade econdmica, social e de atencao a
saude. Quando analisadas as caracteristicas socioecondmicas
dessas mulheres negras, estas apresentaram como perfil que
45% pertencerem as classes D e E, 88,9% tém renda familiar
per capita de até trés salarios-minimos ou menos e a maioria
possuia menos de oito anos de estudo.

Em relacdo a escolaridade, tais resultados assemelham-se
ao verificado por Amorim e Barros,® onde fora evidenciado
que mulheres com ensino superior e renda eram mais pro-
pensas a realizar o teste de citologia quando comparadas
as mulheres com menor escolaridade e renda. Tais achados
demonstram que o baixo nivel educacional interfere no
entendimento das mulheres sobre a relevancia do exame,
tornando-se uma barreira que dificulta a procura e adesédo
ao exame preventivo.

Andrade et al."® afirmaram que, na regido Nordeste, os
fatores que interferem na nao realizacdo do exame foram
maiores em mulheres mais velhas (40-59 anos), de cor preta/
parda, sem parceiro, com renda familiar menor ou igual a
um salario-minimo. A ndo adesao foi 2,5 vezes maior entre
as mulheres que tinham conhecimento inadequado sobre
0 exame. Soma-se a isto, que os principais motivos para a
nao realizacdo do exame preventivo nos ultimos trés anos
ou para nunca o ter realizado foram a vergonha (23,5%) e
auséncia de problemas ginecoldgicos (47,0%), sendo este
ultimo ligado ao fato de que muitas mulheres ainda possuem
acrenca de estar saudavel, por ndo apresentarem nenhuma
sintomatologia, e por este motivo ndo achar necessario a
realizacdo do exame.

Borges et al.™ avaliaram o conhecimento de adolescentes
sobre o diagnéstico das principais doencas sexualmente trans-
missiveis (DST) e do cancer de colo de utero (CCU), em que
mostraram que grande parte (58%) das alunas entrevistadas
nao sabiam da existéncia de um exame para a prevencdo de
cancer de colo de ttero. Antes de um questiondrio e palestra
educativa, 64,6% das adolescentes entrevistadas conheciam
o exame de Papanicolaou e julgavam importante realiza-lo,
porém desconheciam sua real funcao.

Dessaforma, a falta de conhecimento ou conhecimento
incompleto em relacédo a finalidade do exame de Papanicolaou
podem acabar limitando o acesso dessas mulheres ao exame
devido a falta de compreenséo sobre a doenca, suas conse-
quéncias, bem como a forma de prevencao e tratamento. O
que demonstra a necessidade de aumentar a cobertura do
exame, mas também o investimento em politicas publicas
voltadas a esclarecer a populacdo quanto a importancia da
prevencdo do cancer de colo do Utero e na realizacdo do
exame de Papanicolau, uma vez que muitas mulheres nao
parecem ter adquirido a cultura e/ou acesso de cuidados
preventivos e de promocao de sua satude.%29

Amorim e Barros® relataram que o principal motivo
alegado para a realizacao do exame foi fazé-lo como proce-
dimento de rotina (92,8%). J4 para as mulheres que nunca
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fizeram o exame, ou que o tinham feito ha mais de trés anos,
o pretexto utilizado foi o de achar que nao era necessario
realiza-lo, somente uma minoria das mulheres nao sabiam
o resultado do ultimo exame. Em 3,1% dos exames os resul-
tados apontavam alguma alteracdo, ndo sendo observada
diferenca estatisticamente significante na realizacdo do exame
entre as mulheres que tém e que nédo tém plano privado de
salide, sendo o setor publico responsavel por 55,7% e os
planos privados de saude por 44,3%, sendo que 8,2% das
mulheres que referiram ter plano de satuide tiveram o exame
realizado pelo SUS. Isso contradiz o observado por Andrade
etal.,"” onde houve maior prevaléncia de adesao ao exame
citopatoldgico entre as mulheres que nao utilizavam o servico
de saude do bairro.

Ainda conforme Andrade et al., " fatores como descrenca
na qualidade do exame realizado na unidade do bairro e
demora para agendamento, entre outros aspectos, também
podem ter relacao com a baixa realizacdo do exame na
unidade de saude local e, consequentemente, a sua prépria
realizacdo, uma vez que boa parte da populacao brasileira
é dependente exclusivamente aos servicos de satde ofere-
cidos pelo SUS.

Por fim, observou-se que nos diferentes estudos selecio-
nados para a revisdo, fatores predisponentes semelhantes
como raga, escolaridade, poder aquisitivo, estado civil, pari-
dade, possuir plano de satde e conhecimento inadequado
estdo fortemente associados a ndo adesdo ao exame nas
diferentes regides brasileiras.

CONSIDERAGOES FINAIS

Diante do exposto, considerando a convergéncia nos
resultados das diferentes regides do pais, pode-se concluir
que o Brasil possui uma grande deficiéncia quanto a igual-
dade de acesso ao exame de Papanicolaou, bem como as
informacdes sobre a sua importancia e relevancia, onde
pode ser observado que a falta de conhecimento ou o
conhecimento inadequado sobre a exame preventivo se
tornou uma barreira que dificulta o acesso das mulheres ao
exame. As diferencas entre raca, classe econémica, nivel de
escolaridade e estado civil mostram-se fatores determinan-
tes quando comparamos a diferenca na procura e acesso
ao exame de Papanicolaou entre as mulheres brasileiras.
Necessdria, portanto, a utilizacdo de acdes, campanhas e
estratégias para a melhoria na adesao ao exame, enfatizando
a importancia da sua realizacgéo.
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Resumo

A infeccdo causada pelo virus da dengue gera quase 400 milhdes de novos casos a cada ano especialmente nos paises tropicais e subtropicais, sendo
considerada um problema de satide publica em todo o mundo. Trata-se de uma doenca sistémica e infectocontagiosa, que pode ser classificada como
dengue com ou sem sinais de alarme, e dengue grave. As alteragbes hematoldgicas estao relacionadas com a gravidade da doenca e direcionam condutas
médicas. Neste estudo foram realizadas buscas nas plataformas CAPES, LILACS e PubMed no periodo de janeiro de 2014 a janeiro de 2021 com o objetivo
de reunir e avaliar artigos publicados que traziam informagoes sobre as alteragoes hematolégicas na infeccao de dengue grave. Apés revisao minuciosa,
foram incluidos no estudo um total de 15 artigos e os principais dados observados foram: diminuicao da contagem de plaquetas (66,7%), aumento do
hematdcrito (26,6%), aumento do tempo de tromboplastina parcial ativada (26,6%) e leucopenia (26,6%).

Palavras-chave: Dengue Grave; Trombocitopenia; Leucopenia; Hemorragia

Abstract

The infection caused by the dengue virus generates almost 400 million new cases each year, especially in tropical and subtropical countries, being
considered a public health problem worldwide. It is a systemic and infectious disease, which can be classified as dengue with or without alarm signs,
and severe dengue. Hematological changes are related to the severity of the disease and may guide medical procedures. In this study, researches were
carried out on the CAPES, LILACS and PubMed platforms with the aim of gathering and evaluating published articles that brought information about
hematological changes in severe dengue infection from January 2014 to January 2021. After thorough review, a total of 15 articles were included in the
study and the main data observed were: decreased platelet count (66.7%), increased hematocrit (26.6%), increased activated partial thromboplastin
time (26.6%) and leukopenia (26.6%).
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INTRODUCAO

Segundo dados da Organizacao Mundial da Saude (OMS),
a dengue causa impactos em pelo menos 128 paises, com
quase 400 milhdes de novos casos registrados a cada ano,
sendo considerada um problema de saude publicaemtodo o
mundo, especialmente nos paises tropicais. No Brasil, o cres-
cimento global da populacéo, a urbanizagao e as condi¢des
socioambientais contribuiram para a proliferacdo do vetor e
uma consequente disseminacao desordenada da doenca.?
A dengue é uma doenca sistémica, infectocontagiosa,
classificada como arbovirose e tem como principal vetor o
mosquito Aedes Aegypti. Atualmente existem quatro soroti-
pos virais: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4. Com base nos
sinais e sintomas apresentados pelo paciente, a dengue pode
ser classificada de trés formas: dengue, dengue com sinais
de alarme e dengue grave. Dentre as manifestacdes clinicas,
podemos citar como principais a febre aguda, cefaleia fron-
tal, dor retro-ocular, dor muscular e dor nas articulages.“®
Alteracdes hemorragicas como hemoconcentracdo, leuco-
penia e plaquetopenia direcionam intervengoes terapéuticas
e estao relacionadas com a gravidade da doenca, fazendo com
que parametros hematoldgicos atuem de forma importante
no diagnostico, na evolugao e no tratamento da dengue.”
A gravidade da doenca, seu forte carater reemergente e a
auséncia de um tratamento especifico apontam a necessidade
de estudos voltados para a compreensao do seu comporta-
mento clinico, visto que afisiopatologia da doenca ainda ndo
esta completamente esclarecida e a evolucao dos estudos séo
fundamentais para estabelecer uma base consistente para
que sejam criadas medidas eficazes na progressao da cura.®*:
O objetivo do presente estudo consiste em reunir, sinte-
tizar e avaliar os resultados de estudos primarios, buscando
enfatizar caracteristicas hematoldgicas nos casos de dengue
grave para a construcao de um artigo de revisdo literaria.

METODOLOGIA

Estratégia de busca

Usando os guias PRISMA,"? foram utilizadas as bases de
dados LILACS (Literatura Latino-Americana e do Caribe em
Ciéncias da Sauide), PubMed e Periddicos CAPES para identifi-
carartigos relacionados a essa revisao publicados no periodo
de janeiro de 2014 a de janeiro de 2021. A metodologia
empregada foi a revisdo sistematica em estudos primarios,
utilizando métodos previamente estabelecidos para identifi-
car e avaliar criticamente pesquisas consideradas relevantes.

Como critério de inclusao, foram avaliados estudos
publicados no periodo de 01 janeiro de 2014 a 01 janeiro de
2021, através da opc¢ao de busca avancada das plataformas
utilizadas. Para que fossem incluidos, os trabalhos deveriam
abordar sobre a dengue em sua forma grave e conter dados
sobre alteragbes hematoldgicas. Os descritores utilizados
foram “Severe dengue” e “hematological’, sendo o primeiro
procurado no titulo dos estudos e o segundo descrito na
opgao Outros; a busca foi processada da mesma forma em
todas as plataformas. A pesquisa foi realizada em lingua
inglesa e o periodo da busca foi entre 01 de novembro de
2020 e 01 de janeiro de 2021.

Foram excluidos trabalhos de revisées literarias, manus-
critos com texto completo indisponivel e artigos que ndo
traziam informaco6es relacionadas a alteracdes hematoldgicas.
A busca foi feita por dois revisores, os quais examinaram a
elegibilidade de cada manuscrito independentemente.

Obtencao dos dados

Os artigos elegiveis tiveram suas informacdes detalhadas
no questiondrio PRISMA. No total, foram encontrados 39
artigos; e destes, 24 foram excluidos por nao preencherem
os critérios de elegibilidade. Foram adotados 15 artigos para
a composicao deste estudo de revisao (Figura 1).

Sintese dos dados e analises

Apbds a analise dos artigos, os dados foram organizados
em tabela por ordem cronolégica da data de publicacao,
contendo informacdes referentes aos dados dos artigos como
populagao do estudo, autor, ano de publicacao, descricao
das alteragdes hematoldgicas. Posteriormente, os dados
encontrados foram discutidos resumidamente.

RESULTADOS

Foram realizadas buscas na literatura de artigos relacio-
nados ao tema nas plataformas CAPES, LILACS e PubMed
publicados entre 01 janeiro de 2014 e 01 janeiro de 2021.
Um total de 39 estudos foram identificados, no entanto 15
artigos com uma ampla gama de objetivos atenderam aos
critérios de elegibilidade e foram incluidos na analise, os
quais sao estudos observacionais.

Apds avaliacdo dos estudos, os principais dados foram
incluidos naTabela 1 e posteriormente foi criada uma segunda
tabela com as alteragcbées hematolégicas encontradas e
suas respectivas frequéncias (Tabela 2). Entre as alteracoes
hematoldgicas encontradas em casos de dengue grave, as
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principais evidenciadas foram: diminuicdo da contagem de tempo de protrombina e tempo de tromboplastina parcial
plaquetas, variacdo dos indices de hematécrito, aumento do ativada e leucopenia.
PubMed (n=8) LILACS (n=0) CAPES (n=31)
(=)
S
2 Y
=
a Total (n=39)
Selecionados para avaliaéo Duplicados (n=1) Excluidos (n=16)
= (n=22) #
=
A
Texto completo indisponivel Revisdes de literatura
(n=14) (n=2)
y
a
=9
2 Artigos que continham informacdes sobre Artigos que ndo continham informacdes sobre
% alteracdes hematoldgicas laboratoriais (n=15) alteracdo hematoldgicas laboratoriais (n=7)
=
\ 4
(=)
'S
g Total de artigos incluidos na revisao (n=15)
=

Diagrama do fluxo de selecdo dos artigos elegiveis para o estudo sequndo 0 modelo PRISMA 2009.

Tabela 1
Sumério dos estudos que preencheram todos os critérios de elegibilidade pré-definidos e principais alteracdes hematoldgicas descritas em casos de dengue grave.
Populagéo de estudo Autores Pais Ano Alteracdes encontradas
(riancas com dengue grave Kamolwish Laoprasopwattana, Taildndia 2014 Tempo de tromboplastina parcial aumentado, hematécrito
Wanwipa Chaimongkol et al. baixo e tempo de protrombina aumentado.
Pacientes com diagnéstico confirmado de dengue ~ Ahmad, Mohd Hanief Ibrahim et al. Malasia 2014 Trombocitopenia, aumento de hematdcrito.
Individuos com idade entre 5 e 15 anos Edelwisa Segubre-Mercado, Fe Filipinas 2015 Trombocitopenia e aumento do hematdcrito.
Esperanza Espino et al.
Pacientes adultos com sintomas de dengue Yung, Chee Fu Lee et al. Singapura 2015 Trombocitopenia.
Pacientes com dengue grave na UTI. Chin-Ming Chen, Khee-Siang Chan Taiwan 2016 Tempo de tromboplastina parcial aumentado, hematdcrito
etal. baixo e tempo de protrombina aumentado.
Homem, cursou com anemia hemolitica apds Mra Aye, Jason Cabot, Lee Wei Kiat Malasia 2016 Hematdcrito baixo, leucopenia, monocitose, Coombs indireto
resolucdo da dengue grave William positivo e tempo de tromboplastina parcial aumentado.
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Tabela 1 (continuacao)

Sumério dos estudos que preencheram todos os critérios de elegibilidade pré-definidos e principais alteracdes hematoldgicas descritas em casos de dengue grave.

Populagéo de estudo Autores Pais Ano Alteragées encontradas

Gestante com dengue grave Hori Hariyanto, Corry Quando Yahya Indonésia 2016 Trombocitopenia, tempo de tromboplastina parcial
etal. aumentado, dimero D ligeiramente elevado

Homem com dengue grave, infectado por dois Soroy Lardo, Yaldiera Utami et al. Indonésia 2016 Trombocitopenia, leucopenia

sorotipos de dengue concomitantemente

Pacientes adultos com dengue grave e prolongada  Anil Kumar Hema S. india 2016 Trombocitopenia

(riangas com sintomas de dengue Minh Tuan Nguyen, Thi Nhan Ho Vietna 2018 Trombocitopenia
etal.

Pacientes adultos com suspeita clinica de dengue Ponsuge Chathurani Sigera, Sri Lanka 2019 Leucopenia
Ranmalee Amarasekara et al.

Pacientes pedidtricos com dengue de 5 a 12 anos Abhay PSRathore, Manouri EUA 2020 Trombocitopenia e aumento do hematécrito
Senanayake et al.

Pacientes adolescentes e adultos com diagndstico ~ Tongluk Teerasarntipan, Tailandia 2020 Trombocitopenia, alto grau de hemoconcentracdo,

soroldgico confirmado de dengue Roongruedee Chaiteerakij et al. leucopenia e linfocitose atipica.

Paciente hemofilico com dengue grave Dilushi Wijayaratne, Priyanga SriLanka 2020 Manifestagdes hemorrégicas em hemofilicos com niveis
Ranasinghe et al. de plaquetas elevados, comparados a pacientes ndo

hemofilicos.
Pacientes internados com suspeita de dengue Goutam Patra, Bibhuti Saha e Sumi india 2021 Trombocitopenia e aumento de hematdcrito.

Mukhopadhyay

Frequéncia das alteragdes hematoldgicas encontradas nos estudos avaliados.

Alteragdes Hematoldgicas Frequéncia (%)
Trombocitopenia 66,7
Leucopenia 26,6
Hematécrito aumentado 26,6
Tempo de tromboplastina parcial aumentado 26,6
Hematécrito baixo 20,0
Tempo de protrombina aumentado 133
Alto grau de hemoconcentragao 6,6
Linfocitose atipica 6,6
Monocitose 6,6
Coombs indireto positivo 6,6
Dimero D ligeiramente elevado 6,6
Contagem normal de plaquetas com manifestacoes hemorragicas 6,6

DISCUSSAO

No presente estudo, foram revisados artigos publicados
com informacoes referentes a alteracbes hematoldgicas
encontradas no perfil grave da infeccdo causada pelo virus
da dengue, com afinalidade de catalogé-las em um trabalho
secundario. A infeccao da dengue grave usualmente tem

como base fisiopatolégica uma reacdo imune atipica que
envolve imunocomplexos, citocinas e leucécitos cursando
com aumento da permeabilidade e manifestacées hemor-
ragicas associadas a trombocitopenia. "

A trombocitopenia concomitante ao aumento do hema-
tocrito foi a alteracao hematoldgica mais relatada nos tra-
balhos analisados nessa revisao. Esses achados podem ser
relacionados ao processo fisiopatogénico da dengue grave,
em que ocorre aumento da permeabilidade capilar e extra-
vasamento de liquido para o ambiente extravascular. 2

De acordo com Organizagao Mundial de Satde, a redugao
das plaquetas é um achado freqliente em todas as apresen-
tacdes da dengue, ja a queda acentuada dos trombdcitos
combinada com a elevagao dos valores de hematdcritos sao
caracteristicas da forma grave da doenca. Na variacao de con-
tagem total dos glébulos brancos, tanto a leucopenia quanto
aleucocitose foram pontuadas, esta Ultima se apresentando
de forma moderada noinicio da infeccao, e acompanhada de
linfocitose com células atipicas. Tais achados também foram
observados em estudo sobre alteracées do hemograma no
diagnéstico da dengue realizado por Oliveira et al. A leucope-
nia, assim como a queda das plaquetas, sdo observadas nos
casos brandos como também nos mais criticos, no entanto
na plaquetopenia valores abaixo de 50.000 acompanhados
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da prova do laco positiva ja caracteriza indicador de infeccao
na sua forma grave. O aumento do hematdcrito é observado
basicamente na fase grave da doenca como consequéncia
do extravasamento de plasma.

A diminuicao das plaquetas na infeccdo da dengue
pode estar associada a deficiéncia genética, acdo de agentes
infecciosos ou inducao farmacolégica; podendo ocasionar
inibicdo da proliferacdo dos megacariécitos com conse-
quente reducao da produgao ou destruicao plaquetaria. Dos
artigos analisados, 66,7% mencionaram a redugao da série
plaquetaria. Estudos associam esse achado com a supres-
sao medular induzida pelo virus da dengue, relacionando
a plaquetopenia com reagdes cruzadas entre anticorpos,
principalmente anti-NS1, e proteinas de superficie com a
formacdo de imunocomplexos e ativacao do sistema com-
plemento ocasionando a destruicao plaquetaria.’

Juntamente as alteracdes leucocitarias anteriormente
citadas, também foram relatados o aumento do tempo de
protrombina e o prolongamento do tempo de tromboplas-
tina parcial ativada no coagulograma. Os dados citados
anteriormente apareceram em 40% dos artigos utilizados. Os
resultados encontrados podem ser considerados esperados
quando relacionados ao comportamento fisiopatolégico
da infecdo. Essas alteracbes também foram observadas no
estudo feito por Fantinatti, sobre alteracoes hematoldgicas e
fisioldgicas provocadas pela infeccdo do virus da dengue.

Outros achados foram observados de forma menos fre-
guente, como: hemoconcentragao devido ao extravasamento
de liquidos, neutropenia, monocitose, Coombs indireto
positivo, dimero D aumentado e contagem de plaquetas
normais com manifestacées hemorragicas em pacientes
hemofilicos. Esses registros, além de estarem associados a
resposta imune do virus, foram observados em populagées
com caracteristicas especificas, como paciente hemofilico e
individuo diagnosticado com doenca autoimune e infeccdo
pela dengue simultaneamente.

Ainfeccao da dengue caracteriza-se por apresentar varia-
bilidade na sua apresentacao clinica. O sorotipo do virus, o
estado imunitdrio do paciente, a concomitancia com outras
doencas e uma infeccdo adquirida anteriormente sao fatores
de risco para casos graves. 19

Os estudos trouxeram valiosas informacdes, em diferen-
tes situacdes da dengue em sua forma grave. Aos analistas
clinicos, a observacado dessas alteracdes pode guiar suspeitas
iniciais de infeccdo da dengue e evolucéo para forma grave
aliadas aos achados clinicos indicativos.

Contudo, algumas limitacdes foram percebidas, como
auséncia de estudos contendo informacdes de distensdes
de laminas sanguineas. Também se observou um numero
limitado de estudos sobre a dengue grave de forma mais
especifica, uma vez que a maioria dos estudos encontrados
nas buscas das bases literdrias aborda sobre a dengue de
forma mais generalista. A possivel causa para o baixo niumero
de estudos em sua forma mais insita, apesar dos grandes
casos de infeccdes por dengue no mundo e no Brasil, deve-
-se ao fato de ser considerada uma das doencas tropicais
negligenciadas em razéo da gestdo e do pouco investimento
governamental, dificultando um manejo mais adequado e
um diagndstico mais acurado e precoce. (")

Sendo assim, os casos descritos apresentam significa-
tiva relevancia no estudo das alteracdes hematolégicas na
dengue grave, agregando informacdes de individuos com
caracteristicas distintas e sintetizando diferentes formas de
apresentacao do virus em situagdes peculiares relacionadas
a gestantes, hemofilicos, criancas, pacientes em unidade de
terapia intensiva e pacientes infectados por dois sorotipos
concomitantemente, algo que ocorre com mais frequéncia
em regides endémicas. Considerando-se que no ano de 2020
o Brasil representou 65% dos casos de dengue nas Améri-
cas,!"® esse trabalho retiine dados que podem colaborar para
melhor entendimento sobre o ritmo e manejo da doenca em
populagdes especificas.

Com a presente revisao literaria, foi possivel reunir dados
apresentados em 15 publicagdes sobre as principais alteracoes
hematoldgicas observadas em individuos que apresentam
a forma grave da infeccdo causada pelo virus da dengue.
Sendo assim, podemos destacar a importancia de se ter
mais investimentos que possibilitem a implementacao e/
ou continuacédo de pesquisas existentes na area, de forma
a facilitar o diagnostico e manejo clinico do paciente com
dengue grave.
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Resumo

Infeccoes respiratdrias virais estao entre as principais causas globais de adoecimento de acordo com o estado de saude e o microbioma do individuo. O
objetivo dessa revisao foi identificar possiveis efeitos associados a suplementacao de probidticos em infec¢oes respiratdrias virais. Para tanto, realizou-
se uma busca sistematizada nas bases de dados Google Académico, Scopus e PubMed partindo da hipétese de que a intervencéo clinica baseada na
suplementacao de probiéticos reduz a gravidade dos sinais/ sintomas de infec¢des virais. Foram identificados 585 artigos dos quais foram selecionados
16 para compor a sintese descritiva deste artigo. O uso de probidticos como terapéutica na infeccao respiratéria tem capacidade de melhorar o quadro
clinico do paciente por meio de: (i) modulacao da resposta imune, (ii) melhora da resposta especifica, (iii) producdo de bacteriocinas, (iv) melhora na
integridade de mucosas, (v) reducdo do nimero de cépias virais.

Palavras-chave: Bacteriocinas; Probidticos; Infeccoes; Antigenos Virais

Abstract

Viral respiratory infections are among the main global causes of illness according to the individual's health status and microbiome. The objective of this
review was to identify possible effects associated with probiotic supplementation in viral respiratory infections. Therefore, a systematic search was carried
out in the Google Academic, Scopus and PubMed databases, based on the hypothesis that clinical intervention based on supplementation of probiotics
reduces the severity of signs/symptoms of viral infections. 585 articles were identified, of which 16 were selected to compose the descriptive synthesis
of this article. The use of probiotics as therapeutics in respiratory infection is able to improve the patient's clinical condition through: (i) modulation of
the immune response, (i) improvement of the specific response, (i) production of bacteriocins, (iv) improvement in mucosal integrity, (v) reduction in
the number of viral copies.
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INTRODUCAO

Infeccdes respiratorias (IR), com potencial epidémico e
pandémico, tém assolado a sociedade por toda a histéria da
humanidade. Seu principal agente etiol6gico sao os virus das
familias Orthomyxoviridae, Paramyxoviridae, Picornaviridae,
Coronaviridae, Adenoviridae e Herpesviridae," das quais
alguns representantes sdo responsaveis, respectivamente,
por: (i) gripe, (ii) infeccdes no trato respiratério superior e
inferior; (iii) poliomielite, hepatite, infeccoes semelhantes a
rinite; (iv) sindrome respiratéria aguda (SARS); (v) infeccoes
diversas acometendo desde o trato respiratorio, olhos e trato
gastrointestinal e (vi) manifestacées clinicas de herpes.?

Epidemiologicamente, ao redor do mundo a carga de
adoecimento por infeccdo pulmonar, considerando o ano
de 2002, foi maior que 6% do total global de doencas.”® Das
cinco grandes condicdes respiratérias (doenca pulmonar
obstrutiva cronica, asma, infec¢des respiratoérias agudas,
tuberculose e cancer de pulméo), as tidas como infeccoes
respiratérias agudas sdo responsdveis por 4 milhdes de
mortes ao ano.” Ao serem infectados, alguns grupos de
individuos desenvolvem quadros clinicos mais severos do
que aqueles habitualmente observados para gripes comuns.
@ No contexto de infecgbes virais, a severidade e a evolucao
clinica do paciente estao atreladas a fatores diversos como
imunidade, idade, sexo, morbidades e variaces genéticas.”
Soma-se a esses fatores a imunomodulagao da microbiota.
© Dentre os mecanismos destacam-se, nesse contexto, o
aumento da producdo de butirato e modulacao do pefrfil
imune com reducao de secrecao de interleucinas 6 e 12, as
quais possuem carater inflamatorio.”

Apesar de todo o volume de informacgdes a respeito
dos mecanismos de acdo, beneficios a saude e baixo risco
de efeitos colaterais observados com a suplementacao de
probidticos, existem ainda diversas questdes a serem solu-
cionadas, das quais destacam-se as que tangem a padroni-
zagao e até mesmo a criacdo de protocolos de intervencgao
eficazes e que podem ser incorporados nos protocolos de
atendimento da atencao bdsica em saude. Nesse sentido, o
objetivo dessa revisao foi identificar e discutir possiveis efeitos
associados a suplementacao de probioéticos em infeccdes
respiratdrias virais.

Por fim, tendo em vista os mecanismos de acdo propostos
para os probiéticos e, portanto, seus potenciais terapéuticos
na modulacdo inflamatodria, reducédo de risco e sintomas em
infeccOes, o presente estudo teve como objetivo realizar uma
revisdo sistematica sobre o uso da suplementacdo/ingestao

de probidticos sobre a severidade dos sintomas durante
infeccdes virais do trato respiratério. Para tanto, essa revisao
objetivou responder a seguinte questao de pesquisa: “A
suplementacao de probioéticos pode modular a severidade
de infeccbes respiratorias virais?”.

METODOS

Essa revisao foi conduzida com base nas recomendagoes
PRISMA para Revisoes Sisteméticas e Metanalises.® A presente
revisdo bibliografica foi construida com base na pergunta“A
suplementacéo de cepas probidticas apresenta efeito sobre a
severidade das infeccdes virais do trato respiratorio?”, a qual
seguiu 0 modelo de estrutura PICO, como se segue: Popula¢do
= Pacientes portadores de doencgas crénicas com quadros
de infeccao respiratoria viral, Intervencao = suplementacao
com probiéticos, Controle = placebo, Desfecho = reducao
da severidade dos quadros infecciosos.

O desenvolvimento do artigo foi realizado por meio das
seguintes etapas:

1. Primeira etapa: (i) identificacdo da questao de pesquisa
através do sistema PICO, (ii) definicao dos termos descri-
tores/operadores booleanos ("Probiotics" AND"Respiratory
tractinfections” AND "Viral infection"), (iii) elaboracdo dos
critérios de inclusao e exclusao, (iv) busca das publica-
¢6es nas bases de dados (PubMed, Google Académico
e Scopus)

2. Segunda etapa: Leitura dos titulos e resumos para exclu-
sdo dos artigos que nao apresentavam relacdo com a
questao de pesquisa, bem como aqueles duplicados. A
segunda etapa foi desenvolvida pelo primeiro e segundo
autor (LGS e LFF) e avaliada pelo terceiro autor (JVCA).
As discordancias neste passo foram resolvidas mediante
consenso.

3. Terceira etapa: Aquisicdo dos arquivos selecionados na
etapa anterior e leitura completa com aplicagdo dos
critérios de inclusao e exclusao. A terceira etapa foi
desenvolvida de forma independente pelos autores
LGS e LFF. As discordancias neste passo foram resolvidas
mediante consenso.

4. Quarta etapa: Extracdo das informacdes pelo primeiro
autor (LGS), checado pelo segundo autor (LFF) e orga-
nizado por meio do programa Excel®2014.

Os filtros aplicados nas proprias bases de dados foram: o
periodo (2000 a 2021), o idioma, inglés e portugués. Foram
considerados aptos a participar da sintese descritiva deste
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artigo aqueles que se enquadravam nos seguintes critérios de
incluséao: (i) Ensaios Clinicos Randomizados, estudos in vitro ou
invivo (modelo experimental humanos e outros mamiferos) e
insilico, (i) Infeccoes do trato respiratorio, (iii) Infeccdes virais.

Estudos que nao se enquadravam no escopo deste
artigo, estudos de revisao, infeccdes em outras mucosas
e/ou sistemas e aquelas com etiologia bacteriana foram
excluidos. O periodo delimitado para pesquisa compreendeu
os anos de 2000 a 2021, nos idiomas inglés e portugués; a
consulta as bases de dados foi realizada em janeiro de 2021.
Os estudos selecionados tiveram as seguintes caracteristicas
registradas: (i) Fator de impacto; (ii) revista; (iii) titulo; (iv)
ano de publicacdo, (v) autor; (vi) objetivos principais; (vii)
modelo experimental; (viii) nimero de participantes e seus
respectivos sexos; (ix) cepa; (x) dose e (xi) principais efeitos.

RESULTADOS

Da buscainicial foram identificados 585 artigos nas bases
de dados. Destes, 200 encontrados no Google Académico,
340 no PubMed e 45 na Scopus. Apds refinamento por titulos,
resumo, duplicidades e critérios de inclusao e exclusao foram
selecionados 14 estudos para compor a sintese descritiva
deste estudo. Dos artigos selecionados para a presente revi-
sdo, trés foram realizados no Japao, dois na China, seguido
por Alemanha, Argentina, Austrélia, Egito, EUA, Finlandia,
Franca, India, Dinamarca,com apenas uma publicacdo cada.

O periodo de publicacao observado foi entre 2000 e
2021, sendo que o primeiro foi publicado por De Vrese et
al. (2006),“ ja o mais recente por Manna et al. (2020).%
Dentre os trabalhos incluidos, 7 (50%) realizaram pesquisas
em humanos, ®'"'® sendo que a maioria dos voluntarios é
composta por adultos sauddaveis entre 18 e 67 anos. Ainda
se tratando de modelos humanos, faz-se necessario destacar
que 1 foi desenvolvido em criancgas, " 1 com idosos acima
de 67 anos® e 1 com corredores de elite."” Os demais, 5
(35,7%) foram realizados em modelos animais'”?e 1 (7,14%)
utilizando células - in vitro® e 1 (7,14%) em modelo com-
putacional - in silico."®

Ao considerarmos a existéncia de uma composicao
microbioldgica distinta nas regides do corpo® e seus meca-
nismos de acao. Dentre os principais achados destaca-se,
em primeiro lugar, aqueles extraidos de estudos in vitro ??
e insilico." Foram observados, respectivamente, a reducao
do numero de copias virais, " bem como a identificacdo de
metabdélitos microbianos capazes de inibir o mecanismo de
ancoragem viral,?¥ mecanismo de viruléncia essencial ao

invasor. Em segundo lugar, destacam-se os efeitos observa-
dos nos 7 estudos desenvolvidos em humanos, 1121619 nog
quais identificou-se reducao dos sintomas da doenga,®'"1319
aumento de células da série branca,!">?" reducdo no nimero
de cépias virais"” e modulacdes nas concentragdes de
citocinas.'2'® Em terceiro lugar, destacam-se os efeitos
observados nos cinco estudos desenvolvidos em modelos
animais."”2" Nos quais identificou-se efeitos na manutencao
de peso,"®'? reducao no nimero de cépias virais,'®?* menor
alteracédo nas estruturas pulmonares’?" e modulagées nas
concentracgbes de citocinas.72"

Apriori,foram apresentados os principais mecanismos de
acao associados aos modelos em estudo, ficando, portanto,
evidente seu potencial na condicdo em estudo. Ademais, é
importante trazer para discussao as principais cepas e suas
respectivas acdes. Nesse sentido, os achados evidencia-
ram que Lactobacillus fermentum VRI-003, "V Lactobacillus
gasseri TMC0356,"° Lactobacillus delbrueckii ssp. Bulgaricus
OLL1073R-1,03 Lactobacillus rhamnosus GG (ATCC 53103),
(4 [actobacillus paracasei CNCM 1-1518, " bem como Bifi-
dobacterium longum SP 07/3 e Bifidobacterium bifidum MF
20/5° tém funcéo direta na melhora do prognéstico quando
suplementados. No que tange a resposta imune, grande
parte das evidéncias sugerem que as cepas Lactobacillus
fermentum," Lactobacillus gasseri TMC0356, Bifidobacterium
longum SP 07/3, Bifidobacterium bifidum MF 20/5%), Lactoba-
cillus delbrueckii ssp. Bulgaricus OLL1073R-1,"%, Streptococcus
thermophilus FDVS STM 5%, Lactobacillus paracasei CNCM("7),
Lactobacillus acidophilus NCFM, L. acidophilus X37, Escheri-
chia coli Nissle 1917 06:K5:H1@% estimulam tanto a resposta
imune nao especifica quanto especifica. Ademais, salienta-se
nos trabalhos que os microrganismos como Lactobacillus
fermentum, " Lactobacillus gasseri TMCO 3569 e Escherichia
coli Nissle 1917 06:K5:H12° foram capazes de estimular o
aumento de interleucinas anti-inflamatérias.

Quanto ao efeito benéfico do probidtico sobre a reducao
de citocinas inflamatadrias, apesar de poucos estudos clinicos
de curta duracao terem sido realizados, todos mostraram que
aingestao das cepas Clostridium butyricum, Bacillus subtilis,
Enterococcus faecium, " Bifidobacterium longum SP 07/3,
Bifidobacterium bifidum MF 20/5,® Lactobacillus paracasei
CNCMO7 e Lactobacillus plantarum NCIMB 8826"? exerceram
influéncia na resposta inflamatoria, reduzindo seus niveis.
A afirmativa de que os efeitos benéficos dos probidticos
sao mediados por multiplos mecanismos vém sendo iden-
tificada em centenas de trabalhos, dentre esses a reducao
da titulagao viral. As investigacdes salientam que as cepas
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Lactobacillus gasseri TMCO 356, Lactobacillus rhamnosus
GG (ATCC 53103), " Lactobacillus acidophilus NCFM, Lacto-
bacillus acidophilus X37,2% Lactobacillus plantarum NCIMB
8826, " Bifidobacterium animalis ssp.?? e Bifidobacterium
bifidum MF 20/5® apresentam efeito positivo na reducao
de titulacao viral. Além disso, Bifidobacterium animalis ssp.,
@2 | actococcus lactis JCM580519 e Lactobacillus plantarum
NCIMB 8826, quando suplementados, foram associados
como preditores positivos, devido a sua boa capacidade
de aderéncia as células hospedeiras, corroborando com
melhores progndsticos.

Outra acao atribuida aos probidticos é sua capacidade
de recompor a microbiota intestinal através da adesao e
colonizacdo da mucosa intestinal. Tal acdo impede a adesao
e subsequente producao de toxinas ou invasao das células
epiteliais (dependendo do mecanismo de patogenicidade)
por bactérias patogénicas. Nesse sentido, os microrganismos

Bifidobacterium longum SP 07/3, Bifidobacterium bifidum
MF 20/5°) e Lactobacillus casei®®foram apresentados pelos
estudos como os mais encontrados nas fezes em individuos
suplementados. Desse modo, a aplicagdo desses microrganis-
mos com funcdo modulatéria intestinal pode ser considerada.
Para além do supramencionado, condi¢des clinicas associadas
a infeccbes respiratdrias virais ou de antibioticoterapia tem
associacao direta a sintomas gastrointestinais e diarreia.
Tal condicao caracteriza-se pelo desbalanco microbiano
do hospedeiro repercutindo em sintomas diversos. Assim
sendo, a correcao das propriedades de uma microbiota em
desequilibrio constitui-se a base da terapia por probiéticos.
Desse modo, a restauracdo do equilibrio dessa microbiota
com cepas Clostridium butyricum, Bacillus subtilis e Enterococ-
cus faecium " foi apresentada nos estudos como beneficios
terapéuticos. Por fim, é possivel consultar a sintese dos
principais resultados nas Tabelas 1, 2 e 3.

Principais resultados observados em modelos in vitro e in silico para redugao da severidade de infeccdes virais respiratdrias durante intervengdes com cepas probidticas

Autor(es), Objetivos E.speﬂe/ leragao Microrganismo Dose Infectante Efeitos
ano linhagem (dias)
AbdelhamiD. Investigar as In vitro - Lactobacillus acidophilus, 10%a Virus Newcastlee 1) Redugdo na titulacdo de
etal, 2019  caracteristicas de (BHK célula) Lactobacillus helveticos, concentragdo  Virus da doenca virus quando em co-cultura
quatro bactérias do Lactobacillus plantarum ssp. de 1x10° ufc infecciosa da bolsa  com as cepas probidticas. 2)
filo Lactobacilos e duas plantarum, Lactobacillus 0s probidticos apresentaram
Bifidobacterium quanto rhamnosus, Bifidobacterium aderéncia a célula em cultura.
a sua citotoxicidade e longum Reuter 1963AL,
capacidade antiviral Bifidobacterium
bifidum (Tissier 1900)
Mannaetal., Investigara Modelo - Peptideos derivados de - Sars-Cov2 1) polipeptideos com alta
2020 probabilidade de computacional probidticos: Bacillus subtilis afinidade a proteina S. 2)
lipopeptideos oriundos  (in silico) e Bacillus amyloliquefaciens: polipeptideos com alta
de probidticos interferir subtilisina (PDB ID:1PXQ); afinidade pelo dominio de
ou vencer a competicdo Lactococcus lactis: lactococina ligagdo do receptor S1viral,

pelo dominio de ligacao
ao receptor utilizado
pela SARS-CoV-2 para
atingir o receptor ECA2.

Gb (PDBID:2JPM);
Lactobacillus curvattus e

Lactobacillus sakei: curvacina A
(PDBID:2A2B) e

bem como ECA2 inibindo a
infeccao da célula.

sacacina P (PDB ID:10G7);
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Tabela 2
Principais resultados observados em modelos humanos para reducdo da severidade de infeccdes virais respiratorias durante intervencdes com cepas probiéticas
Autor(es), Objetivos E‘specle/ Dt!ragao Microrganismo Dose Infectante Efeitos
ano linhagem (dias)
Coxetal, Avaliarahabilidade ~ Modelo humano 28 Lactobacillus 1,2x10"UF(/diariamente - 1) (1) no ntimero de dias e gravidade
2010 do probidtico (homens adultos fermentum VRI-003  (dividido em duas capsulas ao de afeccdes respiratdrias. 2) (1) da IgA
Lactobacillus atletas, n=20) dia) e lgA1 salivar no grupo suplementado.
fermentum VRI-003 3) (1) na concentracdo plasmatica
na melhora da de IFN-y durante o tratamento
imunidade de mucosa com probidtico. 4) manutencao das
de atletas de elite concentracdes de Interleucina-12 (IL-
12) durante tratamento com probiético.
DeVreseet Investigar o efeito Modelo humano  90e 180 Lactobacillus gasseri ~ 5x10’UFC/capsula/dia Rinovirus, 1) (]) da duragdo dos episédios
al., 2006 dasuplementacao (Idosos, n=468) PA16/8, RS virus, para Grupo Probiético (GP). 2) (1)
alongo prazo de Bifidobacterium Enterovirus  da contagem de células T-CD8*e
probidticos em longum SP 07/3, regulatdrias (T-reg). 3) (1) da contagem
infeccdes respiratdrias Bifidobacterium de células bacterianas do género
virais bifidum MF 20/5 Bifidobacterium sp. e Lactobacillus sp.
HUetal, Avaliaracapacidade  Modelo humano 40 Clostridium butyricum 10" UFC/comprimido e T0°UFC/  Influenza 1) (]) nos niveis de proteina C-reativa
2016 do tratamento (criancas, e Bacillus subtilis +  comprimido A(H7N9) para o (GP).2) (|) na diversidade e
com probiético adultos e idosos Enterococcus faecium uniformidade nos grupos infectados
em restaurar a n=15) com H7N9. 3) (1) na diversidade e
homeostase durante uniformidade dos grupos tratados
antibioticoterapia e com probitico sem a presenca de
reduzir/ melhorar o antibidticos. 4) tendéncia a aumentar
risco de infeccdo viral a diversidade e uniformidade em
pacientes probidticos+antibictico.
Makinoet  Investigar se o Modelo humano 60e90  Lactobacillus 2a3,5x108UFC Gripe 1) Risco de infeccdo 2,3 vezes menor
al., 2010 consumo deiogurte  (adultos, delbrueckii comum no GP. 2) (1) significativo do fator de
fermentado com n=158) ssp. bulgaricus transformacao de linfdcito blastoide. 3)
Lactobacillus OLL1073R-1 (1) da atividade de células NK no grupo
delbrueckii tem efeito que apresentava baixa atividade. 4)
sobre a resisténcia a Melhora no escore de qualidade de vida
gripes para o grupo controle.
Lehtoranta  Avaliar se probidticos ~ Modelo humano 90150  Lactobacillus 5x10° e 2x10° UFC, - 1) ({) virus foram detectados no GP
etal., podem diminuir (recrutas, rhamnosus GG respectivamente embora ndo haja diferenqas estatisticas.
2014 a ocorréncia finlandeses, (ATCC53103) e 2) grupo de recrutas com suplementacao
nasofaringea de virus  n=192) Bifidobacterium demonstrou menos picornavirus apds 3
respiratorios animalis ssp. lactis meses de intervencdo.
(DSM 15954)
Pérezet  Investigar se Modelo humano 120 Grupo controle: Streptococcus thermaphillus - 1) valores de IgM tendencialmente
al., 2010  probiéticos mantém  (criancas, Streptococcus (1x10°UFC/m). mais elevados no grupo experimental.
sua capacidade de n=162) thermaphilus cepa  Lactobacilluscasei cepa CRL431 2) ambos os grupos ndo apresentaram
imunoestimulacdo FDVS STM 5 (1x10° UFC/ml). diferencas na concentracao
em criangas com Grupo Lactobacillus acidophilus strain de anticorpos antitetanicos e
alto indice de experimental: CRL730 (1x10°UFC/ml). antipneumocécicos (pré-vacina). 3)
exposicoes naturais a Streptococcus Oligofrutose (950mg/garrafa). dia de febre e nimero de episddios
microrganismos thermaphilus cepa  Inulina (240mg/garrafa). de infeccdo ndo foi estatisticamente
FDVSSTM 5 Grupo controle: diferente entre os grupos. 4) L. casei
+ Lactobacillus Streptococcus thermophilus estava presente em 83% das fezes do
casei cepa (RL431+  (95xT0°UFC) grupo experimental e 5% do grupo
Lactobacillus Grupo experimental: controle.
acidophilus Streptococcus thermaphilus
cepa CRL730 + (95x108UFC) +
oligofrutose + Lactobacillus acidophilus cepa
inulina (RL730 (95x10°UFC) +

Lactobacillus casei (95x10°UF()
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Principais resultados observados em modelos humanos para reducdo da severidade de infeccdes virais respiratorias durante intervencdes com cepas probiéticas

Autorfes), Objetivos E‘SPECIE/ Dt!ragao Microrganismo Dose Infectante Efeitos
ano linhagem (dias)
Sugimura  Investigar os efeitos ~ Modelo humano 70 Grupo JM(5805: Lactococcus lactis JCM5805 100ml  — 1) (1) do nimero absoluto de
etal,, da ingestao oral (adultos, n=214) iogurte fermentado  1x10™ UFC diagnéstico de influenza ou resfriado
2015 de Lactococcus por Lactococcus lactis comum no grupo JCM5805.2) ()
lactis JCM5805 JCM5805 incidéncia de sintomas (febre e
na patogénese de Grupo controle: tosse) no grupo JCM5805. 3) os

doencas semelhantes
ainfluenza e na
resposta contra o virus
da gripe

jogurte sem bactérias

acido-laticas

sintomas moderados a severo (dor

de garganta, febre e tosse) (| ) para

0 grupo JCM5805. 4) pCD (CD86)

(1) apds suplementacdo no grupo
JCM5805 comparado ao placebo. 5)
(1) da transcricdo de IFN-alfa no grupo
JCM5805 comparado ao placebo. 6) (1)
transcrigo de 1SG15 apds periodo de
suplementacdo no grupo Lactococcus
lactis JCM5805 comparado ao grupo
placebo.

Principais resultados observados em modelos animais para reducao da severidade de infeccdes virais respiratérias durante interven¢des com cepas probidticas

Autores), Objetivos E'speqe/ Duragdo  Microrganismo  Dose Infectante  Efeitos
ano linhagem
Belkacem  Investigar o Modelo animal ~ Dose tnica L. paracasei (NCM  Gavagem oral de 200pL Influenza A (A/  Grupo tratado: 1) menor carga viral apés
etal., mecanismo (camundongo [-1518 (2x10°UFC) e Tmgde  Escdcia/20/74- 3,7 e 10 dias da infeccao; 2) Menor lesdo
2017 de protecao BALB/c) peptideoglicano H3N2) pulmonar em relagdo ao grupo controle (GC);
conferido pela 3) ({) de citocinas inflamatdrias (Mip-1a,
cepa L. paracasei Mip-1, IFN-y e MCP-1) em relacéo ao GC; 4)
(NCM 1-1518 (1) ndmero total de células imunitdrias no
em um modelo pulmdo em DO; 5) (1) do nimero de mieloides
de infeccao por em todos os tecidos de células residentes ou
influenza em rato circulatérias; 6) (1) do nimero de células
inatas no tecido pulmonar; 7) (1) do nimero
de células produtoras IFN-y (principalmente
NK) e Th2 na fase tardia da infeccdo.
Kawase et Investigar se a Modelo animal 19 dias Lactobacillus gasseri  Grupo controle: (Cepade Flu 1) (1) do peso grupo TMC0356-70 comparado
al., 2012 ingestdo oral (camundongo TMC0356 administrado200uL. ~ A/PR/8/34 a0 GG 2)(]) da titulacdo de virus para as
de Lactobacillus ~ BALB/c-Fémeas) solugdo salina adaptada a amostras isoladas do pulmao dos ratos
gasseri TMC0356 fisioldgica estéril; camundongo  TMC0356-70 e TMC0356-90 em relagdo ao

inativado pelo
calor protege o
hospedeiro contra
infeccdo pelo
virus influenza

e estimula sua
imunidade

Grupo 1: L. grassei
TMC0356-70 (inativado
a70°0);

Grupo 2: L. grassei
TMC0356-90 (inativado
a90°().

GG; 3) Desaparecimento do epitélio bronquico
para o grupo controle, enquanto TMC0356-

70 e TMC0356-90 se apresentou proximos a
normalidade; 4) Espaco alveolar para o GC foi
menor quando comparado ao TMC0356-70 e
TMC0356-90; 5) Maior atividade das NK para o
grupo TMC0356-90 em relacdo ao GC; 6) IFN-c,
IFN-ar1, perforina 1, (D247, KIrk1, MRNA de
TNF, IL-12a, IL-12rb1 e IL-2rb foi maior para o
grupo TMC0356-90 em relacao ao GC; 7) mRNA
expressao de IL-12a, IL-15 e IL-21 na placa de
Peyer foi maior para o GC.
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Tabela 3 (continuacao)
Principais resultados observados em modelos animais para reducéo da severidade de infeccdes virais respiratérias durante intervengdes com cepas probidticas

Autores), Objetivos E'speqe/ Duracgdo  Microrganismo  Dose Infectante  Efeitos
ano linhagem
Percopoet Avaliara Modelo animal ~ Dose tnica  Lactobacillus ~ 50pLauma Virus de 1) protegdo substancial contra sequelas letais
al., 2019 capacidade de (ratos selvagens plantarum concentragdo de 10°  pneumonia do PVM; 2) sobrevivéncia associada a reducdo
uma terapia (57BL/6 e NCIMB 8826 células derato (PMV)  IL-6 na circulagdo sistémica. 3) (] ) da doenca,
imunomoduladora geneticamente 13666 livre da presenca de neutrdfilos e edema; 4) (|)
para o tratamento modificados - de neutrdfilos das vias aéreas; 5) supressdo da
e profilaxia da IL-6 7, Nrdal ™, producdo de IL-6 induzida pelo virus, mecanismo
infeccdo viral (a2”) de protecdo mediado por Lactobacillus no
respiratdria trato respiratério; 6) perda de peso camundongos
aguda. IL-6" limitada numa concentracao menor de
L. plantarum (10); 7) protecao sustentada
contra sequelas inflamatdrias letais.
Weisset  Investigar a Modelo animal ~ Dose tnica  Lactobacilos Estimulacdo das células — L. aciddfilos NCFM: 1) (1) em 5x a concentracao
al, 2010 inducdo de IL-12 acidophilus NCFM,  dendriticas: de IFN-beta quando comparado ao controle
por Lactobacillus L. acidophilus X37,  (10ug/mL) L. aciddfilos positivo; 2) (1) em mais de 7x a concentracdo
acidofilos NCFM Bifidobacterium NCFM, de IL-12 quando comparado ao GC; 3) maior
em células bifidum19e L. aciddfilos X37 (+) producdo de TNF-alfa; 4) IL-10 exclusivamente
dendriticas de Escherichia Escherichia coli Nissle produzida por células dendriticas estimuladas
murinos coliNissle 1917~ 1917; com L. acidofillus NCFM; 5) (1) de CD80/CD86/
06:K5:H1 (bactérias  (40ug/ml) B. bifidum (D40 e MHC-II tanto para controle positivo como
mortas utilizando 79 L. acidofillus NCFM; 6) forte estimulacdo de
uv) IFN-beta por L. acidofillus NCFM; 7) L. acidofillus
NCFM foi capaz de (1) a titulacdo de TLR-3 como
observado no controle positivo; 8) (1) expressao
de genes de defesa viral.
Indugdo de mecanismos antivirais:
L. acidophilus NCFM induziu uma produgao 14
vezes maior de IFN-beta comparado a E. coli
Nissle 1917, ao passo que B. bifidum 79 nao
produziu niveis detectaveis.
WUetal., Investigara Modelo animal 8 dias (epa comercial Grupo normal: Influenza virus 1) Grupo neomicina adoeceu apés 8 dias com
2013 capacidadeque  (camundongo BIFICO administracdo (FM1) (|) apetite, preguica, fadiga mental, falta de ar
asuplementacdo  BALB/c- intragastrica NaCl; e fezes imidas. Melhora de todos os sintomas
com probiético Fémeas) Grupo infectado: 4 dias apds administracdo de probidtico;
desempenha na virus influenza; 2) Grupo neomicina apresentou (| ) para
sinalizacdo contra Grupo antibiotico: os filos Bifidobacterium e Lactobacillus com
infeccao por 30mg/mL, 0,2 mL/rato/ dominancia a nivel do c6lon de Enterobactéria,
influenza A dia (10 camundongos) Enterococcus e bactérias anaerébicas; 3)
+ virus; Grupo neomicina (+) BIFICO demonstrou (1)
Grupo probidtico: Bifidobacterium e Lactobacillus a niveis normais
BIFICO 15,3mg/ em comparacdo a neomicina; 4) Grupo BIFICO
mL + virus (10 (1) o indice pulmonar comparado a neomicina;
camundongos) 5) GP teve (|) de inchaco do apéndice em

relagdo ao grupo neomicina; 6) Grupo neomicina
obteve ruptura na estrutura pulmonar, tecido
conjuntivo com hiperplasia, elevada quantidade
de linfécitos, congestao intravascular grave e
infiltracdo na luz bronquica; 7) O GP apresentou
(|) extensdo da doenca; 8) restauracdo da
expressdo de mRNA para TLR7, MyD88, IRAK4,
TRAF6 e NF-kB para GP; 9) GP (]) o nivel de IL-4 e
IL-10 no homogeneizado pulmonar, estimulando
o0aumento de IFN-y e IL-17.
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DISCUSSAO

A administracdao de probidticos é uma abordagem de
baixo custo, segura e nédo invasiva. Probiéticos tém amplo
espectro de acdo, atuando desde a modulacdo de biomar-
cadores inflamatorios,”” passando pelo controle de sinto-
mas clinicos,®%2% magnitude das lesdes,® peso®'9 e, até
mesmo, interagindo diretamente com outros microrganismos
ou componentes do meio em que se inserem.?® No que
compete ao contexto imunoldgico, Berggren et al. (2011)
concluiram que a suplementacdo com género Lactobacillus
sp. foi eficaz na reducdo da contagem de linfécitos B (LTB)
desempenhando, portanto, inibicdo/reducédo de sua prolife-
racdo. Desta forma, apresenta acao eficiente na reducao da
inflamacao e, portanto, diminuindo os sintomas comuns ao
quadro observado em resfriados comuns.?® Considerando
ainda as modulag¢ées do perfil imune tanto no inato como
no adquirido,?® observa-se aumento nas concentragcoes de
interferons, aumento de células T citotdxicas (CD8*),'%)
modulacao da atividade das células Natural Killers® como
também no padrao de imunoglobulinas,?'® o que nos per-
mite inferir sua capacidade imunomodulatéria.

Além do exposto, probidticos também desempenham
papel na modulagao da expressao de mucinas?” e de protei-
nas de ligacao celular,®® o que, por sua vez, confere protecao
ao hospedeiro pela manutencdo da camada de muco e da
integridade epitelial. Com a camada de muco e a integridade
epitelial em homeostase ha maior protecdo em funcao do
estabelecimento de uma barreira fisica mais eficiente. Ambas
sdao capazes de aprisionar/remover patégenos e alérgenos
inalados, ? bem como de inviabilizar a invasdo de substan-
cias perigosas, ® respectivamente. Ao passo que ocorre a
aderéncia a superficie epitelial, tem-se o bloqueio a fixacdo
viral por interferéncia estérica.

Além da competicao fisica com as cépias virais, Al Kas-
saa et al,, (2014)¢% destacam que produtos do metabolismo
microbiano como as bacteriocinas desempenham efeitos
antivirais. Manna et al., (2020)"? corroboram tal declaracao
quando afirmam que compostos derivados de probioticos
podem interagir com as proteinas do hospedeiro e virais
inibindo sua ancoragem. Em se tratando da posologia, dife-
rentes propor¢des de unidade formadoras de colénias (UFC)
tém sido testadas no intuito de garantir que o minimo viavel
chegue ao érgao alvo. Dentre aquelas abordadas nessa revisao
é possivel retomar o intervalo de concentracao minimo de 10°
observado no estudo de Abdelhamid et al., (2019)?? e maximo

de 10" UFC observado no trabalho de Sugimuraetal., (2015).
(9Tal intervalo de concentracao se encontra adequando ao
minimo terapéutico previsto pela recomendacao da FAO de
10¢ UFC. Assim como as variadas formas de administracao
tém também uma grande diversidade de microrganismos.
No entanto, embora as formas de administracdo e espécies
sejam diversas, todos os estudos apontam efeitos positivos
do uso dos mesmos sem apresentar efeitos colaterais. Embora
os achados desta revisao sejam favoraveis, é valido destacar
a necessidade de novos estudos clinicos em humanos, tendo
em vista a heterogeneidade de metodologias. Além disso, a
maioria dos estudos foi realizada em modelos animais e pre-
cisam ser replicados em humanos. Portanto, novos estudos
clinicos devem ser conduzidos a fim de compilar os resultados
efacilitar as buscas de evidéncias que orientem novas praticas
para os profissionais que estao a frente do cuidado.

CONCLUSAO

A partir dos resultados identificados nos estudos com-
pilados nessa revisao, podemos inferir que a suplementacao
de probiéticos apresenta-se como estratégia de intervencao
promissora e sem relato de efeitos colaterais. Mediante esta
revisdo, podemos afirmar que a utilizacao de cepas probioti-
cas desempenha mecanismos de acdo capazes de modular
ainteracdo entre agente etioldgico e hospedeiro de forma a
reduzir a viruléncia do infectante e, até mesmo, seus impac-
tos clinicos associados. Dentre os diversos achados, os mais
relevantes foram quanto a melhora na capacidade responsiva
do sistema imune, homeostase da integridade epitelial e
da camada de muco, reducao do nimero de cépias virais,
dentre outros. No entanto, vale destacar que os desfechos
apontados nesta revisao se demonstram possiveis utilizando
cepas e doses especificas. Contudo, sao necessarios mais
estudos para esclarecer os mecanismos de acao, sinais clinicos
passiveis de modulacao, bem como possiveis doses, tempo
de intervencao e cepas a serem utilizadas em condicdes
clinicas que envolvam quadros infecciosos causados por
agentes etioldgicos virais.
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Resumo

Objetivo: Esse trabalho objetiva identificar e caracterizar o desenvolvimento da bactéria Pseudomonas aeruginosa forte produtora de biofilme nos
seguintes materiais ortopédicos: hastes de titanio e de cromo-cobalto. Método: A quantidade de biofilme formada nas amostras foi avaliada com base na
quantidade de Pseudomonas aeruginosa, compondo o biofilme das amostras. Resultado: A formacao de biofilme nas ligas de titanio foi significativamente
maior do que o observado nas ligas cromo-cobalto, tanto no periodo de 17 horas quanto em uma semana. O cromo-cobalto possibilitou a formacéao de
maior numero de biofilme em uma semana, enquanto o titanio viabilizou maior geracéo de biofilme no periodo de 17 horas. Além disso, observou-se
que um periodo de maior permanéncia do biomaterial em contato com a bactéria ndo pode ser considerado como um fator de prote¢ao no processo de
formacao de biofilme. Desse modo, evidenciamos a necessidade de investimento em pesquisas relacionadas a prevaléncia e desenvolvimento de biofilme
em ligas metdlicas largamente utilizadas nos implantes cirdrgicos. Concluséo: O tempo influenciou apenas na formacao de bactéria no cromo-cobalto,
sendo quanto maior tempo de contato com a bactéria, maior quantidade de biofilme. Entre as ligas metélicas titanio e cromo-cobalto, o cromo-cobalto
produziu menor quantidade de biofilme.

Palavras-chave: Coluna Vertebral. Biofilmes. Infeccoes

Abstract

Objective: This work aims to identify and characterize the development of the bacterium Pseudomonas aeruginosa forte that produces biofilm in the
following orthopedic materials: titanium and chromium-cobalt rods. Method: The amount of biofilm formed in the samples was evaluated based on
the amount of Pseudomonas aeruginosa composing the biofilm of the samples. Result: The biofilm formation in titanium alloys was significantly higher
than that observed in chromium-cobalt alloys both in 17 hours and in a week. Chromium-cobalt enabled the formation of a greater number of biofilms
in one week, while titanium enabled greater generation of biofilms in 17 hours. In addition, it was observed that a period of greater permanence of the
biomaterial in contact with the bacteria cannot be considered as a protective factor in the biofilm formation process. Thus, we highlight the need for
investment in research related to the prevalence and development of biofilm in metal alloys widely used in surgical implants. Conclusion: Time influenced
only the formation of bacteria in chromium-cobalt, the longer the contact with the bacteria, the greater the amount of biofilm. Among the titanium and
chromium-cobalt metal alloys, chromium-cobalt produced less biofilm.

Keywords: Spine. Biofilms. Infections
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INTRODUCAO

As doencas do sistema osteomuscular foram a causa
de morbidade de mais de 200.000 pessoas em territério
brasileiro no ano de 2017, sendo que em muitas dessas
doencas ha demanda de cirurgia.’? Os biomateriais ortopé-
dicos utilizados no tratamento dessas patologias podem ser
introduzidos no corpo humano substituindo ou reparando
diferentes tecidos e até orientando a reparacdo 6ssea,
quando necessario.*?

A infeccdo causada por bactérias é uma das principais
limitagdes para a permanéncia dos biomateriais ortopédicos,
como hastes no organismo.** Préteses utilizadas para corre-
¢do em cirurgia de coluna vertebral estdo relacionadas com
uma taxa de infeccao de 2% a 20%.? A adeséao bacteriana
aos biomateriais é um processo de alta complexidade que
demanda preocupacéao, dada a sua influéncia sobre a mor-
bidade e mortalidade dos pacientes.® A adesao a superficies
inertes pelas bactérias € um mecanismo de sobrevivéncia,
contudo também é um importante fator de viruléncia.” O
risco de infeccao também pode variar de acordo com o tipo
de proétese, devido a uma maior suscetibilidade ao desenvol-
vimento de biofilme em cada um dos tipos.?

De maneira geral, os implantes ortopédicos de coluna
vertebral sao compostos de polimeros ou de ligas metalicas,
sendo que neste Ultimo é necessaria maior concentracao
bacteriana para o desenvolvimento de infec¢oes.® Entre os
metais, as ligas de titanio sdo menos propensas as infeccoes
quando comparadas as de cromo-cobalto, por apresentar
resisténcia a corrosao e ser mais inerte quando implantado
em tecidos humanos.®'® Em estudos comparando a diferenca
de propenséo a formacdo de biofilme em ligas de cromo-
-cobalto e titanio, notou-se que os primeiros apresentaram
maior tendéncia a essa formacdo."” Dentre as iniUmeras
bactérias envolvidas nos estudos de biofilme, destacam-se
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus.'? Estu-
dos realizados comparando a liga de titanio em relagao ao
cromo-cobalto mostraram que a liga de titanio apresenta
menor nivel de aderéncia bacteriana."® A espécie P. aeru-
ginosa é um bacilo Gram-negativo aerébico pertencente a
familia bacteriana Pseudomonadaceae, com metabolismo
oxidativo e temperatura 6tima de crescimento entre 37°Ce
42°C. Suas infeccoes predominam em pacientes criticos e 13
imunocomprometidos.®' Estudos em varios paises mostram
a presenca de Pseudomonas aeruginosa multirresistentes a
antimicrobianos causando infec¢des hospitalares.">'? Desse

modo, esse estudo objetiva identificar o desenvolvimento
da bactéria Pseudomonas aeruginosa, forte produtora de
biofilmes nos biomateriais titanio e cromo-cobalto.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no laboratério de Microbiologia
da Escola Superior de Ciéncias da Santa Casa de Misericordia
de Vitéria (EMESCAM) e o biofilme formado no meio de cul-
tura das amostras de hastes de titanio e de cromo-cobalto
foi avaliado de acordo com a quantidade de Pseudomonas
aeruginosa desenvolvida nas amostras. O estudo se iniciou
com o repique da bactéria Pseudomonas aeruginosa, forte
produtora de biofilme, centrifugacdo da cultura restante a
3500 rpm por 10 minutos e lavagem da biomassa com tampao
de fosfato (PBS - bactérias solubilizadoras de fosfato) pH 7,2.
A biomassa foi, entdo, suspensa em 3mL de PBS e a turvacao
da suspensao foi monitorada por densidade 6ptica (DO) em
espectrofotdmetro para avaliar a absorbancia de cada uma
das amostras. A amostra com maior absorbancia (0,313),
ou seja, com maior concentracao de bactérias, foi utilizada
para a pesquisa.’ Fez-se, entao, a preparacao dos inéculos
de bactéria, que foram transferidos individualmente para
tubos Falcon de 15mL esterilizados, contendo 5mL de caldo
Mueller-Hinton. Os corpos de prova de cada biomaterial foram
esterilizados e introduzidos nestes tubos, permanecendo
incubados a 37°C, sob agitacao, em estufa por 17 horas e por
168 horas (uma semana), a fim de viabilizar a formacao de
biofilme nos materiais."” Ap6s estes periodos de incubacao,
as hastes foram retiradas dos tubos e lavadas separadamente
com salina fisioldgica estéril. Os biofilmes formados nesses
materiais foram fixados com etanol, secos em ar ambiente
e corados com cristal violeta por 5 minutos. O excesso de
corante ndo ligado ao biofilme foi removido lavando-se as
amostras com agua destilada.™

Apds essa etapa, os corpos de prova foram secos ao ar,
colocados em contato com salina tamponada com fosfato pH
7,2, em seguida foram submetidos ao vértex por 3 minutos.
Apds esse processo, foi feita sonicacdo por 5 minutos a 120
W para separar o biofilme formado do biomaterial."” Apos
a sonicacado, as amostras foram novamente vorticadas por
3 minutos. As suspensdes restantes tiveram seus valores
de absorbancia medidos a 570 nm por espectofotdometro
Espectronic 20 - Baush Lomb para determinar a quantidade
de biofilme formado em cada biomaterial." Esse ensaio!' foi
realizado em triplicata, utilizando-se trés amostras de cada
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material para a avaliagdo por 17 horas e trés amostras de cada
material para a avaliacdo por 168 horas, isto €, uma semana.

Foi utilizada a estatistica descritiva para apresentagao dos
resultados da avaliacao da formacéo de biofilme bacteriano
em diferentes ligas metdlicas (titanio e cromocobalto). A
normalidade dos dados obtidos foi testada a partir do teste
Shapiro-Wilk, a fim de verificar como se apresentava tal distri-
buicao. Para a comparacédo entre os grupos com distribuicdo
normal foi utilizado o teste paramétrico ANOVA, seguido do
teste de Tukey. Os dados com distribuicdo ndo normal foram
comparados com a utilizacdo do teste Kruskal-Wallis, sequido
do teste de Dunn. Para todas as analises foi considerado o
nivel de significancia de 5%. As andlises estatisticas foram
realizadas com o auxilio do programa graphpadPrism 6.01.

RESULTADOS

Dentre os biomateriais testados no presente estudo,
observou-se que a formacao de biofilme nas ligas de titanio
foi significativamente maior (p<0,05) do que o observado
nas ligas de cromo-cobalto tanto em 17 horas quanto em 1
semana (Figura 1).

Além disso, foi observado que o crescimento bacteriano
em cromo-cobalto obteve diferenca significativa quando
comparado os tempos 17 horas e 1 semana de incubagao
(p=0,0346). Para os resultados do crescimento bacteriano no
biomaterial titanio, ndo foi observada diferenca significativa
(p=0,95) (Figura 2).
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Comparacdo do crescimento bacteriano nos biomateriais cromo-cobalto e titanio
em 17h e 1 semana. Letras diferentes no gréfico indicam diferenca significativa
pelo teste-T (p<0,05).
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Comparagao temporal (17h e 1 semana) do crescimento bacteriano nos
biomateriais cromo-cobalto e titanio.

DISCUSSAO

Dados na literatura ndo apontam um consenso sobre
como as caracteristicas fisicas de um biomaterial influenciam
aformacéo precoce do biofilme. E possivel que caracteristicas
fisico-quimicas adicionais, como ions metalicos liberados
e estrutura quimica, possam ter alguma influéncia que
iniba ou retarde o desenvolvimento do biofilme."® Outros
estudos advogam que a composicao quimica e a superficie
sdo caracteristicas dos biomateriais que mais influenciam
na sua capacidade de interagir com microrganismos,>2%
de forma que a formacao inicial de biofilme é um processo
multifatorial que dificilmente pode ser explicado por uma
Unica caracteristica de superficie."® Poucos estudos com-
param a formacdo de biofilme bacteriano entre titanio e
cromo-cobalto e, quando comparados, apresentam resul-
tados contraditérios. Ha indicios de que as ligas de titanio
sdo menos propensas as infeccdes quando comparadas as
de aco e de cromo-cobalto,*?* o que ocorre devido a uma
melhor biointegracao do titanio, mais inerte quando implan-
tada em tecidos humanos.?? Os implantes de liga de titanio
permitem que células hospedeiras se desenvolvam em um
revestimento de tecido fibroso, dificultando a aderéncia
bacteriana na superficie do implante.?® Além disso, o titanio
pode manter as bactérias dispersas na superficie do implante,
tornando-as mais suscetiveis aos antibioticos.?® As ligas de
cromo-cobalto, por apresentarem reduzida integragao com
células do hospedeiro, dispdem de mais energia livre em sua
superficie, o que permite mais colonizagao bacteriana.”??
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Estudos também concluiram que implantes de cromo-
-cobalto tiveram maior propenséo para formacao de biofilme
em comparacdao com implantes de liga de titanio em 48 e
96 horas de incubacdo.“?” Contudo, observaram que apés 6
horas a liga de cromo-cobalto-molibdénio (Cr-Co-Mo) formou
menos biofilme que a liga de titanio, de modo que proprieda-
des da superficie, como a hidrofobicidade ou a baixa energia
livre superficial do Co-Cr-Mo, podem ter alguma influéncia
na inibicao ou no ato de retardar a expansao bidimensional
do biofilme em superficies com um grau semelhante de
suavidade.™ Um estudo comparando o titdnio com outros
materiais avaliou o titanio e o aco inoxidavel, concluindo
que o primeiro obteve uma taxa de infeccdo mais baixa que
0 ac¢o inoxidavel, corroborando o fato de que o material do
implante impacta diretamente na taxa de infeccdo.?®

Apesar do presente trabalho mostrar que o titanio forma
mais biofilme que o cromo-cobalto, dados na literatura ja
indicam que o aco inoxidavel permite mais formacdo de
biofilme que o titanio.?® Além disso, foi observado por meio
do presente estudo que manter a bactéria em contato com
o cromo-cobalto por uma semana favoreceu a formacgao de
biofilme, sugerindo que quanto maior o tempo da protese,
maior é a chance de formacao de biofilme. E importante
salientar que estudos afirmam que as caracteristicas inerentes
do substrato, como rugosidade da superficie e a tendéncia
hidrofébica relativa da instrumentacao, sdo pré-requisitos
importantes para a formacao de biofilmes.?® Essas carac-
teristicas também devem ser levadas em consideragao por
parte do ortopedista no momento da escolha do material.

CONCLUSAO

Os resultados do desenvolvimento da bactéria Pseudo-
monas aeruginosa demonstraram maior formacdo de bio-
filme no biomaterial titdnio em comparacao com os dados
observados do crescimento bacteriano em cromo-cobalto.
Também foi observado que o cromo-cobalto apresentou
maior crescimento bacteriano quando avaliado apds uma
semana de incubacéo.
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Abstract

Objective: This study aimed to determine the prevalence of Toxoplasma gondii (T. gondii) infection in pregnant women in Santa Catarina, as well as to
analyze the knowledge about zoonosis in the study population. Methods: Therefore, 109 volunteers evaluated in Basic Health Units in the city of Blumenau
and Brusque were evaluated. The data were collected through questionnaires and analysis of the pregnant woman's handbooks with medical records.
Results: In this study, the prevalence of IgG anti-T. gondii was 53.7%, with positivity for IgM anti-T. gondii was 1.0%. Seronegativity for toxoplasmosis was
verified in 45.3% of the participants. In addition, the data demonstrated that the majority of pregnant women have not any knowledge of the disease.
Conclusion: The results of obtained demonstrated that health actions promotion is crucial to clarify about T. gondii infection, in order to prevent this
disease during pregnancy.

Keywords: Toxoplasmosis; Toxoplasmosis, Congenital; Pregnancy Complications; Prenatal Care

Resumo

Objetivo: O presente trabalho teve por objetivo determinar a prevaléncia de infeccédo pelo Toxoplasma gondii (T. gondii) entre gestantes de Santa
Catarina, bem como analisar o conhecimento sobre a zoonose na populagao em estudo. Métodos: Para tanto, foram avaliadas 109 voluntarias atendidas
em Unidades Basicas de Saude dos municipios de Blumenau e Brusque. Os dados foram coletados por meio de questionarios e anélise de cadernetas
da gestante. Resultados: Neste estudo, a prevaléncia global de anti-T. gondii IgG foi de 53,7%, sendo que a positividade para anti-T. gondii IgM foi de
1,0%. A soronegatividade para toxoplasmose foi verificada em 45,3% das participantes. Além disso, os dados revelaram que a maioria das gestantes nao
tem conhecimento acerca da doenca. Concluséo: Os resultados deste estudo demostraram a necessidade da promocao de agées de sauide voltadas ao
esclarecimento sobre o T. gondii visando prevenir a infeccdo durante a gestacao.
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INTRODUCTION

Infections caused by parasites represent an important
worldwide health problem. Among them, we highlight those
originated by protozoa such as Toxoplasma gondii (T. gondii),
which, due to their high incidence, require preventive public
health actions.” This obligate intracellular parasite is the
etiologic agent of toxoplasmosis, a zoonosis of high infectivity.?

The main pathway of transmission of T. gondii to humans
is through the consumption of raw or undercooked meat,
especially pork and goat meat, which is contaminated with
tissue cysts. Another form of transmission occurs through
the ingestion of oocysts that are eliminated in the feces of
the definitive hosts, especially cats, and that is capable of
contaminating water, soil and food. In addition, the parasite can
also be transmitted to the fetus via the transplacental route.®

Inimmunocompetentindividuals and pregnant women,
toxoplasmosis is self-limiting and benign. Usually, it appears
as asymptomatic or with mild symptoms such as fever,
headaches, epigastric and muscle pain.“>® In fetuses and
newborns, infection by T. gondiiis severe, which can lead to
serious complications."”)

Congenital toxoplasmosis has high rates of infant
morbidity and mortality in worldwide, with approximately
15% of intrauterine death from fetal infections. In addition,
in 80% of cases of fetal affection, symptoms are late.®)

In this context, prenatal care during pregnancy is
extremely important for the early diagnosis and treatment
of patients who come into contact with the protozoan, as
well as, after birth, monitoring the newborn.? By the fact that,
when the diagnosis occurs prematurely there are chances that,
with correct treatment, prevent or decrease fetal infection,
substantially reducing the sequelae.”” In addition, it is
important to emphasize the prevention actions of congenital
toxoplasmosis, which can be accomplished via strategies
related to the guidance for pregnant women on preventive
behavior and the basics knowledge of transmission."”

Nevertheless, is necessary more seroprevalence data
for T. gondii among pregnant women in Brazilian cities and
states, in order to provide support for the implementation of
public health actions pointing to clarify prevention strategies,
risks, and way of transmission of toxoplasmosis in pregnancy.
@ Therefore, the present study aimed to determine the
prevalence of T. gondiiinfection in pregnant women attended
at Basic Health Units (UBS) in Santa Catarina, as well as
to evaluate knowledge about toxoplasmosis among the
population studied.

MATERIALS AND METHODS

This article is a cross-sectional prevalence study. In this
study, was evaluated the total of 109 pregnant women
attended at UBS in the Santa Catarina cities of Brusque
(from March to April 2018) and Blumenau (from January
to May 2019).

Blumenau is located in the northern region of Santa
Catarina. Its urban area is divided into 35 neighborhoods,
including 2 districts, and its estimated population is 361,855
inhabitants.® The city has 74 UBS, of which two, located in
the downtown of the city, were included in the survey.

Brusque, in turn, has a population of 137,689 habitants.
12 The city is divided into 31 neighborhoods, in addition to
the Chacara Edith Private Natural Heritage Reserve (RPPN).
13 Of the 31 neighborhoods in the city, 23 of them have UBS.
Herein, 10 of these UBS were evaluated, which correspond
to 11 neighborhoods.

Through the collection of data obtained through the
pregnant woman's handbooks, the results of serological tests
were analyzed for the detection of IgG and IgM anti-T. gondii.
The pregnant women were considered seropositive, when the
presence of IgG reagent accompanied or not by IgM reagent.
Those patients who presented non-reactive results for IgG
and IgM antibodies were classified as susceptible to infection.

In addition, a questionnaire was applied regarding
the participants' sociodemographic and socioeconomic
characteristics. The variables surveyed were: age group,
education level and monthly family income, as well as
obstetric aspects and knowledge of pregnant women about
toxoplasmosis.

The inclusion criteria of the research were: presence of
pregnancy confirmed clinically or through exams; prenatal
care performed at the UBS and signing the Free and Informed
Consent Form.

ETHICS

This study was approved by the Human Research Ethics
Committee of the Fundacao Universidade Regional de
Blumenau (FURB), protocol number 2.440.560 and 3.033.737.
RESULTS

Among the pregnant women analyzed, 47.7% (n = 52)

were attended at UBS in the city of Blumenau, and 52.3% (n
=57) in the city of Brusque.
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The range of age participants was 18 to 40 years old, and
in Blumenau and Brusque, the prevalent age group was 20-25
years. Furthermore, the socioeconomic profile was similar
among participants from both cities, with a majority family
income ranging from 2 to 3 monthly minimum wages. As for
education, it was observed that the rate of volunteers with
undergraduate education was higher in Blumenau (Table 1).

Regarding the gestational period of the participants,
among those from Blumenau, 28.8% (n = 15) were in the
third trimester of pregnancy, 51.9% (n = 27) in the second
trimester,and 19.2 % (n = 10) in the first trimester. Considering
the city of Brusque, 57.6% (n = 33) of the volunteers were in
the third trimester of pregnancy, 28.1% (n = 16) in the second
trimester, and 14.0% (n = 8) in the first trimester.

In Blumenau, it was not possible to access the results
of serological tests for the detection of anti-toxoplasma

antibodies of 14 pregnant women'’s handbook (26.9%). While
in participants from Brusque, the results of these tests were
analyzed in full. The serology data obtained from the pregnant
woman's handbooks are described in Table 2.

The prevalence of IgG anti-T. gondii with or without IgM
among pregnant women was 53.7% (n = 51). The results
obtained by the pregnant women'’s handbook also revealed
a seropositivity of 1.0% (n = 1) for IgG and IgM anti-T. gondii,
concomitantly. However, 45.3% (n = 43) of the population
analyzed was considered susceptible to infection by the
protozoan, showing negativity for IgG and IgM antibodies
(Table 2).

In the present study, a data survey of toxoplasmosis in
pregnant women revealed that the majority of interviewees
in the two cities does not have knowledge about the disease
(Table 3).

Table 1
Sociodemographic and socioeconomic characteristics of pregnant women attended at UBS in Santa (atarina.
Blumenau Brusque Total

Variable n (%) n (%) n (%)
Age (years)

15-19 4(7,7%) 6(10,5%) 10(9,2%)
20-25 25 (48,1%) 22 (38,6%) 47 (43,1%)
26-30 12(23,1%) 15(26,3%) 27 (24,8%)
31-35 5(9,6%) 10(17,5%) 15(13,8%)
36-40 6(11,5%) 4(7,0%) 10(9,2%)
Total 52 (100%) 57 (100%) 109 (100%)
Education

Illiterate - 1(1,8%) 1(0,9%)
Incomplete Elementary School 2(3,8%) 8(14,0%) 10(9,2%)
Complete Elementary School 2(3,8%) 10(17,5%) 12 (11,0%)
Incomplete High School 5(9,6%) 10(17,5%) 15(13,8%)
Complete High School 19 (36,5%) 21(36,8%) 40 (36,7%)
Undergraduate 24 (46,2%) 7(12,3%) 31(28,4%)
Total 52 (100%) 57 (100%) 109 (100%)
Monthly family income

Up to 1 minimum wage 2(3,8%) 17 (29,8%) 19 (17,4%)
2 to 3 minimum wages 33 (63,5%) 27 (47,4%) 60 (55,0%)
4to 5 minimum wages 15(28,8%) 10(17,5%) 25(22,9%)
Above 6 minimum wages 2(3,8%) 2(3,5%) 4(3,7%)
Others - 1(1,8%) 1(0,9%)
Total 52 (100%) 57 (100%) 109 (100%)
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Table 2

Frequency of IgM and IgG anti-Toxoplasma gondii antibodies in pregnant women
attended at UBS in Santa Catarina.

Blumenau Brusque Total
Antibodies n (%) n (%) n (%)
IgG (+) IgM (-) 20(52,6%) 30(52,6%) 50 (52,6%)
96 (+) IgM (+) - 1(1,8%) 1(1,0%)
I9G (-) IgM (+) 1(2,6%) - 1(1,0%)
IgG (-) IgM (-) 17 (44,7%) 26 (45,6%) 43 (45,3%)
Total 38(100%) 57 (100%) 95(100%)

Knowledge of pregnant women attended at UBS in Santa Catarina about
toxoplasmosis.

Blumenau Brusque Total

Level of knowledge n (%) n (%) n (%)
Unknown 8(15,4%) 13(22,8%) 21(19,3%)
You've heard, but don't know 28 (53,8%) 28 (49,1%) 56 (51,4%)
nothing about it

Know something about 16 (30,8%) 16 (28,1%) 32(29,4%)
Total 52(100%) 57 (100%) 109 (100%)
DISCUSSION

The results of the serological tests presented here were
similar to those of other studies carried out with pregnant
women in the southern region of Brazil."*' However, the
frequency of IgG anti-T. gondii antibody is lower compared
to studies carried out in other regions of the Brazil, as
77.9% in Maranhao;® 77.5% in Recife, Pernambuco® and
in Cuiabd, where the marker of contact with the parasite
was evidenced in 70.7% of pregnant women attended by
the Unified Health System."®

The prevalence of positive IgG and IgM antibodies
variable in worldwide, including within the country itself."”
This variation may be related to diet behavior, hygiene, basic
sanitation, geographic location, socioeconomic conditions
and factors of each population.’® The seroprevalence data
found in Brazil are high when compared to other countries:
10.3% in Japan;™® and 11.9% in England."® In Mexico, the
prevalence among pregnant women is considered low,
varying between 6.1% and 8.2%. %

In this survey, only one pregnant woman (1.0%) was
positive for IgG and IgM anti-T. gondii, simultaneously.
However, due to the unavailability of the avidity of the IgG

antibody data, it was not possible to determine if was an
acute infection, since the presence of IgM class antibodies
can be detected up to 18 months after the primary infection,
called as residual antibodies.®"

It is also worth pointing out the susceptibility index,
lgG and IgM non-reactive, of the pregnant women here
studied, which makes women vulnerable to T. gondii and,
consequently, at greater risk of acquiring the infection during
pregnancy.Thus, itisimportante to emphasize the importance
ofimplementing actions to prevent and control the infection,
thereby reducing the number of congenital infections.

The risks of vertical transmission and the severity of
the sequelae are directly related to the gestational period
at which the infection occurs.?? The consequences of
congenital toxoplasmosis for the fetus are several, as abortion,
intrauterine growth restriction, prematurity, low weight and
other damages to the newborn, such as: chorioretinitis,
strabismus, jaundice, hepatomegaly, brain calcifications,
hydrocephalus and developmental delay.”2

Considering that maternal-fetal transmission can be
avoided with early diagnosis and treatment, the rate of
absence of information on serology for T. gondii reported here
represents a negative indicator. In addition, the fact that the
minority of participants was in the first trimester of pregnancy
may be related to the delay in starting prenatal care. In this
context, examinations are performed late, potentially resulting
in a high incidence of congenital toxoplasmosis.

In Brazil, a serological test at the first prenatal visit is
part of the routine of pregnant women care. However, the
main problem is a non-repetition of serological tests during
pregnancy. In addition, part of the pregnant women does not
receive any prenatal care or receive care in advanced period
of pregnancy. In this case, even if the tests detect specific
maternal antibodies, it will not be possible to identify whether
the infection was acquired before or during pregnancy.

According to the data here analyzed, it was observed that
the majority of pregnant women in the two cities in Santa
Catarina are not aware of toxoplasmosis. This is not consistent
with the fact that most of the participants in Blumenau has
undergraduate. The approach to information by pregnant
women is a fundamental part of the disease prevention,
especially among those who are classified as susceptible to
infection. In this way, health professionals develop an essential
role in the health information and education, as they are in
direct contact with pregnant women and the community in
general. Therefore, it is essential that they are updated and
attentive to the demands of the community.?
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CONCLUSION

In conclusion, the results of this study demonstrated the

essential to promote public health policies to elucidate about
T. gondii infection among pregnant women, as well as the
prevention and control of toxoplasmosis in pregnancy. These
actions are an important tool for reducing fetal infection and
reducing the morbidity and mortality rates associated with
congenital toxoplasmosis.
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Resumo

Objetivo: Esse estudo consistiu em analisar a confiabilidade e a eficacia dos métodos do controle interno da qualidade das bioquimicas em um laboratério
privado, a partir da criacdo dos proprios valores de referéncia, utilizando como ferramentas o gréfico de Levey - Jennings e regras de Westgard. Métodos:
Foram estabelecidos nesse estudo os proprios valores de referéncia para cada analito, dispostos os valores de qualidade dirios nos graficos e realizadas as
interpretacoes para validacao do teste. Resultados: Através da implementacéao dos valores préprios de referéncia e um controle de qualidade mais rigido,
foi possivel identificar uma melhor estabilidade dos analitos, melhor percepcdo dos erros aleatoérios, sistematicos e tendenciosos, obtendo informagdes
mais confiaveis e efetivas perante os controles. Conclusao: Os resultados desta andlise indicam uma maior estabilidade e uma menor variabilidade dentro
dos valores de referéncia criados, resultando em exames mais precisos e seguros.

Palavras-chave: Controle de Qualidade; Valores de Referéncia; Gréfico; Regras de Deciséao Clinica

Abstract

Objective: This study consisted of analyzing the reliability and effectiveness of the methods of internal quality control of biochemists in a private laboratory,
from the creation os their own reference values, using the Levey-Jennings chart and Westgard rules as tools. Methods: In this study, the reference values
for each analyte were created, the daily quality values were displayed on the graphs, and the interpretations were carried out to validate the test. Results:
Through the implementation of proper reference values and stricter quality control, it was possible to identify better stability of the analytes, better
perception os random, systematic and biased errors, obtaining more reliable and effective information from the controls. Conclusion: The results of this
analysis indicate greater stability and less variability within the created reference values, resulting in more accurate examinations.
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INTRODUCAO

O controle da qualidade é um sistema ativo e complexo,
envolvendo todos os setores de uma empresa, com o pro-
posito de aperfeicoar e garantir a qualidade final do servico
prestado.”’ Nas andlises clinicas, o controle da qualidade é
imprescindivel, tendo em vista a necessidade de um resultado
seguro e confidvel para um diagnéstico médico preciso, visto
que algumas tomadas de decisdes sao cruciais, urgentes e
irreversiveis. Desta maneira, os laboratérios clinicos vém
aprimorando seu sistema interno da qualidade com o uso
de métodos alternativos adequados as normas técnicas,
reduzindo ao minimo as falhas e interferéncias.®

No laboratério de andlises clinicas, o controle de quali-
dade deve envolver todas as etapas do processo, sendo elas a
pré-analitica, analitica e pds-analitica.”’ A etapa pré-analitica
engloba o requerimento da analise, a coleta da amostrae a
triagem inicial da andlise. A etapa analitica retine todos os
procedimentos necessdrios para execucao da analise e, em
seguida, a etapa pods-analitica, do alcance do resultado até a
dispensa do laudo.® Qualquer laboratério de andlises clinicas
deve dispor de manuais de procedimentos operacionais
padrdo (POPs) abrangendo orientacdes e dados inerentes
a rotina laboratorial.® Os POPs devem retratar minunciosa-
mente as praticas laboratoriais, desde a fase pré-analitica até
a pds-analitica, contendo explicagdes sobre o manejo correto
com os equipamentos, precaugdes de biosseguranca e deta-
Ihes dos processos técnicos. Esse procedimento tem como
objetivo a padronizacdo das técnicas por parte de todos os
envolvidos, assegurando a qualidade final do servico pres-
tado. Sendo assim, o uso adequado desses procedimentos
diminui os erros e faz com que as a¢des arriscadas nao se
tornem rotineiras.”

A area da saude deve sempre se basear em evidéncias
cientificas, englobando parametros préprios para os ensaios
bioquimicos. O valor de referéncia dos controles é um dos
segmentos mais relevantes na analise laboratorial, visto
que auxilia os profissionais na liberacdo de um resultado
coerente, futuro diagnéstico e tratamento do paciente.
Todavia, a origem desses valores raramente é determinada
pelos laboratérios, e frequentemente sdo usados controles
comerciais sem considerar as individualidades, como aparelho
e reagentes utilizados, por exemplo.®

As amostras utilizadas como controle dispéem de valores
preestabelecidos e sua supervisdo é efetuada através de
ensaios estatisticos, considerando valor de média, desvio
padrao e coeficiente de variacao. Para tanto, utilizam-se os

graficos de Levey-Jennings e as regras multiplas de Westgard
para interpretacao, técnicas empregadas mundialmente
na analise dos controles internos de qualidade.”” Em 1950
Levey-Jennings introduziu os graficos no laboratério de
analises clinicas e em 1952 Henry e Segalove simplificaram
e popularizaram os graficos para utilizacdo em amostras
de controle.®) O gréfico de Levey-Jennings permite que os
resultados obtidos de controle interno sejam inseridos e con-
frontados com os“Limites Aceitaveis de Erro (LAE)" para cada
analito, que é de dois desvios padrao. No momento em que
o valor do controle obtido fica fora do LAE, ou seja, excede
a média de mais ou menos dois desvios padrao, demonstra
a possibilidade de falha no processo, indicativo de que esse
analito nao esta reproduzindo da forma esperada.’'”

Com os valores proprios de referéncia dos controles
sendo introduzidos, supervisionados diariamente no grafico
de Levey-Jennings e interpretados pelas regras multiplas
criadas por Westgard, procedimento utilizado para avaliar
a aceitacao ou rejeicao de uma corrida analitica,"” o acom-
panhamento das amostras controle é simplificado, pois sdo
faceis de serem visualizadas as tendéncias e os erros aleatd-
rios e/ou sistematicos. Esse trabalho é um desafio constante
para o laboratério clinico, mas esse processo pode minimizar
custos, diminuir erros e imprecisoes, gerando resultados mais
exatos e precisos.”®)

Interpretacao pelas regras multiplas de Westgard

As regras ajudam no entendimento dos resultados de
controle, verificando de forma integra os dois niveis de
cada analito. A utilizacdo das regras auxilia na identificacdo
de todas as situacdes possiveis, facilitando a deteccao de
perda de estabilidade de algum analito e, quando violadas,
devem ser verificados e encontrados os possiveis causadores
do problema e tomadas agdes preventivas e/ou corretivas,
dependendo do caso. Para tanto, os resultados dos controles
foram alimentados no gréfico e aplicando-se as regras.

Aregra: 1%s é quando um dos niveis do controle excedem
o limite de £3DP. Os resultados desse analito ndo podem ser
liberados, pois indicam um aumento do erro aleatério ou
um erro sistematico. A regra 1%s é quando um dos controles
excede o limite de +2DP, e nesse caso os resultados também
nao devem ser liberados, pois estao acima do estipulado pelo
laboratério. Quando houve a quebra dessas duas regras, os
controles foram repassados, certificando-se da qualidade
da preparacdao dos mesmos e correta homogeneizagao.
Quando a segunda passagem dos controles se apresentava
dentro dos +2DP o resultado era aceito, indicando uma nao
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conformidade com a aliquota controle. Quando repetido e os
valores ainda estavam superiores a £2DP, os testes precisavam
ser calibrados e repetidos mais uma vez. A regra 2’s é quando
os dois niveis do controle excedem o limite +2DP, indicando
um erro sistematico, e entdo os resultados ndo devem ser
liberados. A regra 4s é quando a diferenca entre os dois con-
troles excede 4DP, representando um erro aleatério. A regra
4's é quando quatro valores consecutivos de um controle
excedem +1DP, indicando um erro sistematico. A regra 7x é
quando os valores permanecem do mesmo lado da média
por 7 dias consecutivos, mesmo dentro de +1DP. A regra 7t
é quando os valores estao decrescendo ou crescendo por 7
dias consecutivos, ndo sendo necessario ultrapassar +1DP.
Significa um erro de tendéncia sistemético. A regra 10x é
quando os valores estdao no mesmo lado da média em 10
dias consecutivos, ndo sendo necessario ultrapassar +1DP,
indicando um erro de tendéncia sistematico."?

Um resultado analitico depende diretamente da qua-
lidade da agua utilizada e dos equipamentos. Elementos
analiticos como esses precisam ser monitorados e otimizados,
pois 0 mau uso pode acarretar falha nos resultados. A dgua
em um laboratério clinico é o reagente mais utilizado, visto
as diversas funcdes que exerce, como diluicdes das amostras,
reconstituicao dos controles e calibradores, preparacao das
solugdes de limpeza e enxague, alimentacao dos equipamen-
tos, lavagem de vidrarias, entre outras. E também facilmente
contamindvel, por isso é necessario passar pelo tratamento
adequado e um rigido controle de qualidade antes do seu
uso. A Resolucado da Diretoria Colegiada (RDC) 302:2005
recomenda que os laboratérios de andlises clinicas durante a
fase analitica utilizem como controle de qualidade a afericao
do grau de pureza da agua utilizada."®

Somente através da implantacdo de um controle de
qualidade eficaz em todos os pontos, podem-se obter resul-
tados mais exatos, ou seja, resultados que tenham o valor
verdadeiro do analito e resultados mais precisos, gerando
valores iguais quando uma amostra for repetida varias vezes.
14 Na area da saude, mais do que corresponder aos interesses
dos seus clientes, procura-se constantemente aprimorar as
metodologias, com o intuito de minorar as ameacas a vida
do paciente, conduta essa demonstrada na entrega de infor-
macoes diagnosticas coesas e fiéis, no momento em que ela
for vital. Para isso, é necessario controlar de forma efetiva
todos os métodos utilizados, reconhecendo provaveis erros,
assim que eles se apresentarem, e manter-se apto para agir
instantaneamente sobre ela."

MATERIAL E METODOS

Foi realizada uma pesquisa laboratorial de carater qua-
litativo descritivo em um laboratério de analises clinicas na
cidade de Videira, em Santa Catarina, com objetivo de criar os
valores préprios de referéncia para os controles de qualidade
internos das bioquimicas, implementacdo e acompanha-
mento dos dados gerados nos graficos de Levey-Jennings,
interpretados pelas regras multiplas de Westgard.

O laboratério faz uso de amostras controles comerciais
em dois niveis (normais e patolégicos) da marca Labtest e o
aparelho utilizado para as analises é o modelo Labmax 240,
também da marca Labtest. O controle interno realizado pelo
laboratério era inicialmente baseado nos dados disponibili-
zados em bula, usando como critério de aceitacao e rejeicao
+2DP. Para realizacdo do presente estudo, foram acompa-
nhadas as rotinas analiticas, a preparacao das aliquotas de
controle interno e as condicdes gerais do equipamento.

Implantacdo dos proprios valores de referéncia dos
controles de qualidade interna

Para a implantacdo dos valores préprios de referéncia
dos controles, inicialmente foram avaliadas a exatidéo, a
precisao e a repeticdo do controle. Para isso, foram realizadas
20 corridas analiticas, sendo uma corrida por dia, por 20 dias
consecutivos, nas mesmas condicées em que se dosam as
amostras de pacientes, utilizando os controles comerciais dos
dois niveis, para cada analito. A partir dos resultados obtidos,
foi determinada a média, o desvio padrao e o coeficiente de
variagao de cada analito, nos dois niveis, para determinar os
novos valores (proprios) de referéncia do controle interno.

Implantacédo dos gréficos de Levey-Jennings

Depois de obtidos os resultados, foram estimados a
média e o desvio padrdo através do programa Excel. A partir
dos dados, foram gerados dois gréficos, um para cada nivel
de controle.

No eixo X, horizontal, foiacomodada a escala de dias cor-
ridos, de 1a 31, e foinomeado como“dia da corrida analitica”
No eixo Y, vertical, apresentam-se os valores encontrados
nos controles e o grafico foi requlado para acondicionar o
menor e o maior valor esperado!™. Por isso, os gréficos foram
criados baseados em +4DP. Para incluir os valores nas linhas,
foi necessario entdo seguir a seguinte ordem, de cima para
baixo do grafico: na primeira linha média + 4DP, na segunda
linha média +3DP, na terceira linha média +2DP, na quarta
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linha média +1DP, na quinta linha o valor da média, na sexta
linha média-1DP, na sétima linha média -2DP, na oitava linha
média -3DP, na nona linha média -4DP. Esse eixo foi titulado
como “valores dos controles internos”.

Os valores encontrados para cada analito foram introdu-
zidos nos gréficos e cada valor encontrado deve permanecer
dentro do limite estipulado de £2DP, comumente utilizado
pelos laboratérios. O esperado é que se mantenham apro-
ximadamente a metade de cada lado da média.®

RESULTADOS

A implantacdo dos valores préprios de referéncia dos
controles internos obteve os resultados esperados, de facil
observacao e entendimento, deixando os analitos visualmente
estaveis e facilitando o trabalho dos profissionais. O analito
glicose, conforme bula do controle Qualitrol nivel 1, possui
um intervalo proposto de 78 a 106, com valor de média 92.
E conforme bula do controle Qualitrol nivel 2, com intervalo
proposto de 213 a 288, com valor de média 255.

A partir das 20 corridas analiticas e determinacao dos
valores proprios de referéncia dos controles, foi obtido para
o nivel 1, um intervalo de 84 a 102, com valor de média
93,50. Aamplitude de variacdo dos resultados obtidos foi 83
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Amplitude de variacao dos resultados obtidos do Qualitrol nivel 1.

a 101 (Figura 1), um desvio padrao de 4,33 (Figura 2) e um
coeficiente de variacao de 4,64.

Na Figura 3 sdo apresentados os valores individuais das
medic¢des da glicose, nivel 1 (valores normais), transcorridas
durante o més, apds a implantacao dos valores proprios de
referéncia do controle interno de qualidade (CQlI). E possivel
verificar que o analito se manteve estavel e reproduzindo
de acordo com o esperado. Nao houve quebra de nenhuma
regra e todos os pontos se mantiveram dentro dos dois
desvios padrao, intercalando-se com frequéncia acima e
abaixo da média.

Para o nivel 2, foi obtido um intervalo de 236,73 a 281,87,
com valor de média 259,30. A amplitude de variacao dos resul-
tados obtidos foi de 245 a 279 (Figura 4), um desvio padrao
de 11,29 (Figura 5) e um coeficiente de variacao de 4,35.

Na Figura 6 sdo apresentados os valores individuais das
medicdes da glicose, nivel 2 (valores patolégicos), trans-
corridas durante o més, apds a implantacao dos valores
préprios de referéncia do controle interno de qualidade
(CQI). E possivel verificar que nesse caso o analito também se
manteve estavel e reproduzindo de acordo com o esperado.
Nao houve quebra de nenhuma regra e todos os pontos se
mantiveram dentro dos dois desvios padrao, intercalando-se
com frequéncia acima e abaixo da média.
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DISCUSSAO

A melhoria continua da qualidade dentro dos processos
de qualquer organizacdo se faz necessaria para garantir
servicos e produtos excelentes, que atendam a todas as
necessidades do cliente, entregando nao somente o que lhes
foi solicitado, mas superando suas expectativas. Na area da
salde, a prioridade fundamental é minimizar os erros, visto
que estes podem colocar em risco a vida dos pacientes.
Desta forma, nota-se a relevante importancia de todos os
processos que norteiam a qualidade interna do laboratério
clinico, garantindo a liberagdo de um resultado confidvel e
extremamente fidedigno a situacao do paciente. Para tanto,
os usos de ferramentas de garantia de qualidade auxiliam
em cada etapa do processo, permitindo a identificacdo e
correcao de falhas antes da liberacdo do resultado.

Com o presente estudo foi possivel implantar uma ferra-
menta utilizada mundialmente como controle de qualidade,
para aprimorar o controle interno das bioquimicas. Obser-
vou-se que inumeras variantes podem interferir na analise
clinica de um analito, gerando perdas de exatidao, precisao
e tendéncias. Entre eles pode-se citar:

A qualidade da dgua utilizada, a forma de armazenamento
das aliquotas controle, que depois de reconstituidas devem
ficar natemperatura de -8°Ca-30°C e protegidas da luz, sendo
que alguns analitos como as bilirrubinas, sdo fotossensiveis.

A temperatura do banho-maria utilizada para reconstitui-
¢ao das aliquotas, que devem estar a até 37°C, a homogenei-
zacao da aliquota antes da introducao no aparelho, o lote do
controle utilizado, pois para cada lote do controle comercial,
deve-se refazer as 20 corridas analiticas e recalcular, obtendo
0s seus proprios valores de referéncia.

Condi¢6es de armazenamento dos reagentes usados,
validade e preparacdao dos mesmos. Limpeza e condicdo dos
materiais utilizados, falhas na operacdo do equipamento,
defeitos no aparelho, sujeira e/ ou formacéo de fibrina na
agulha, cubetas sujas ou riscadas, vida util da lampada do
aparelho, falta de homogeneizacao dos reagentes, formacao
de bolhas nos reagentes ou na aliquota controle, deteriora-
¢ao dos reagentes, principalmente os enzimaticos, que sao
menos estaveis.

Todos esses pontos devem estar registrados nos Proce-
dimentos Operacionais Padrao (POPs), e quando seguidos a
risca por todos os integrantes da equipe é possivel reduzir as
falhas e obter os resultados desejados. Em alguns casos, para
deixar o controle dentro dos +2DP esperados, foi necessario

descartar o reagente e preparar um novo, descartar as ali-
quotas controles e preparar novas, pois por algum motivo
perderam a estabilidade. Refazer o controle interno da dgua
reagente, realizar a calibracdo de alguns analitos, trocar a
lampada e as cubetas do aparelho, treinar os envolvidos para
as manutengoes preventivas e corretivas dos equipamentos,
como a limpeza didria da agulha e lavagem das cubetas.

Mediante essas acdes preventivas e corretivas que trans-
correram durante o periodo do estudo, a implantacao dos
proprios valores e aplicacdo das regras no gréfico, obtivemos
resultados com um excelente desempenho, apresentando
uma baixa amplitude de variacdo entre os dias testados.
Os resultados dos controles préprios de qualidade interna,
quando dosada a glicose, reproduziram muito bem nos
dois niveis. Foram testados outros 23 analitos e foi possivel
constatar o mesmo desempenho em todos.

CONCLUSAO

Foi possivel constatar que implementando os préprios
valores de referéncia dos controles de qualidade interna,
monitorando os mesmos pelo grafico de Levey-Jennings
e interpretando-o pelas regras multiplas de Westgard, os
analitos apresentaram-se minunciosamente mais estaveis,
sendo possivel observar a formacédo de tendéncias, evitando
a quebra das regras, resultando em exames seguros e con-
fiaveis, com a liberacdo de um laudo coeso, facilitando o
diagndstico e tratamento desse paciente.
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discussao, conclusédo e referéncias bibliograficas (até 25 referéncias). O texto nao
devera exceder 3000 palavras, excluindo-se tabelas, quadros, figuras e referéncias.

NOTA TECNICA: Descrigao/ validacdo de instrumentos, métodos e técnicas. Sua
estruturacao deverd conter: titulo (até 250 caracteres entre letras e espaco), titulo
corrido (até 40 caracteres entre letras e espago), resumo/ abstract estruturado (até 200
palavras), introducéo, metodologia e referéncias bibliogréficas (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), orientando o leitor
quanto a suas caracteristicas e usos potenciais. E fundamental que néo se trate apenas
de um sumadrio ou revisao dos capitulos da obra, mas efetivamente uma critica. Este
tipo de contribuicdo estd limitado a 6 paginas, incluindo todos os seus elementos.
Nao ha resumo/abstract.

IMAGENS EM ANALISES CLINICAS: méaximo de duas figuras com qualidade
de 300 dpi gravadas em “jpg", “tif” ou “png"” e até 3 autores e trés referéncias que nao
deverdo ser citadas no texto. As imagens deverado conter titulo descritivo. O texto
devera conter um maximo de 300 palavras com énfase na caracterizagdo das figuras.
Agradecimentos nao deverdo ser declarados.

CARTA AO EDITOR: correspondéncias de contetdo cientifico com comentérios,
discussdes ou criticas a artigos recentes (dois nimeros anteriores) publicados na Revis-
ta Brasileira de Analises Clinicas ou ainda com relatos de pesquisas originais, achados
técnico-cientificos significativos, opinides qualificadas sobre um tema especifico das
analises clinicas, bem como mengdes ou obitudrios de personalidades da drea da satide
e analises clinicas onde deveré ser destacado seu perfil cientifico e sua contribuicao
académica e profissional. Os autores de artigos originais citados por terceiros serao
convidados a responder aos comentarios e criticas a eles dirigidos. Nesta categoria, o
texto tem formato livre, mas nao devera exceder 500 palavras e 5 referéncias.

EDITORIAIS: escritos a convite do editor, sob tema especifico, mas considerando
a area de enfoque da Revista Brasileira de Andlises Clinicas. Deverao conter um max-
imo de 2000 palavras e até 10 referéncias bibliogréficas. Nao serdo aceitos editoriais
enviados espontaneamente.

A Revista Brasileira de Analises Clinicas avalia manuscritos para publicacdo em
portugués e inglés. Manuscritos em portugués devem estar em consonancia com
a norma culta. A submissdo de manuscritos em inglés é enfaticamente estimulada
pelo Conselho Editorial. Quando neste idioma, recomenda-se a revisdo por profis-
sional que tenha o inglés como primeira lingua e de preferéncia, familiarizado com
a area do trabalho. O Conselho Editorial, caso considere necessério, podera enviar os
manuscritos submetidos em inglés para um revisor do idioma, repassando os custos
aos autores, apos a autorizacao expressa dos mesmos. em inglés para um revisor do
idioma, repassando os custos aos autores, apos a autorizagao expressa dos mesmos.

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

Portugués Inglés
Titulo Completo Complete Title
Incluir verséo em Inglés Incluir verséo em Portugués
Titulo Corrido Running Title
Incluir verséo em Inglés Incluir verséo em Portugués

Autores Authors
Resumo Abstract
Incluir versdo em Inglés Incluir verséo em Portugués
Palavras-chave Keywords
Incluir versdo em Inglés Incluir verséo em Portugués
Introducao Introduction
Material e Métodos Material and Methods
Etica Ethics
Resultados Results
Discussao Discussion
Conclusédo Conclusion

Conflicts of Interests
Funding Sources
Ackouledgements

Conflito de interesse
Suporte Financeiro
Agradecimentos

Referéncias References

TITULO COMPLETO: Devers ser breve e indicativo da exata finalidade do traba-
lho. 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 minusculas (excetuando-se, quando for o caso, a primeira letra
da palavra) e em itélico.

TITULO CORRIDO: Dever3 ser resumido e conter a ideia central do trabalho.

AUTORES: Os nomes completos dos autores por extenso, graus académicos e
filiacdo institucional deverdo ser mencionados. O nome completo, endereco profissio-
nal, telefone e e-mail do autor responsavel pelo manuscrito devera ser especificado.

RESUMO: Devera ser redigido de forma impessoal, bem como ser conciso e claro,
pondo em relevo, de forma precisa, os fatos de maior importancia encontrados e as
conclusdes obtidas. Devera ser elaborado ainda de forma estruturada, contendo intro-
dugdo, objetivos, material e métodos, resultados, discussao e conclusdes. Referéncias
nao deverdo ser citadas e o emprego de acronimos e abreviaturas devera ser limitado.

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

INTRODUGAO: Deverd apresentar a justificativa para a realizacio do trabalho,
situar aimportancia do problema cientifico a ser solucionado e estabelecer sua relagao
com outros trabalhos publicados sobre o assunto. Nesta secéo, as citacbes deverdo
ser restringidas ao minimo necessario. A introdu¢ao nao deverd incluir ainda dados
ou conclusdes do trabalho em referéncia. O Ultimo paradgrafo devera expressar o
objetivo de forma coerente com o descrito no inicio do resumo.

MATERIAL E METODOS: Deverio ser apresentados de forma breve, porém sufi-
ciente para possibilitar a reproducdo e replicacéo do trabalho. Nesta secédo, deverdao
serinformados o desenho experimental e o material envolvido, bem como deverd ser
feita a descricdo dos métodos utilizados. Métodos ja publicados, amenos que tenham
sido extensamente modificados, deverao ser referidos apenas por citagdo. Fontes de
reagentes e equipamentos (empresa, cidade, estado e pais) deverdo ser mencionados.
Nomes que sdo marcas registradas deverao ser também, claramente, indicados. Para
melhor leitura e compreenséo, subtitulos poderao ser estabelecidos.

ETICA: Nesta secdo, devera ser declarado, textualmente, o cumprimento da legis-
lagéo, quando estudos com seres humanos ou animais forem procedidos. Devera ser
mencionado também a aprovagio do Comité de Etica correspondente da instituicao
aqual pertencem os autores responsaveis pelos experimentos, inclusive, informando,
claramente, o nimero do parecer. O Corpo Editorial da Revista podera recusar artigos
que ndo cumpram rigorosamente os preceitos éticos da pesquisa.

RESULTADOS: Deverao ser apresentados em sequéncia légica e com o minimo
possivel de discussao ou interpretacao pessoal e acompanhados de gréficos, tabelas,
quadros eilustragdes. Os dados constantes nesses elementos gréficos, no entanto, ndo
deverdo ser repetidos integralmente no texto, evitando-se, desse modo, superposicoes.
Apenas as informagbes mais relevantes deverdo ser transcritas e enfatizadas.

DISCUSSAO: Devera ficar restrita ao significado dos dados obtidos e resultados
alcangados, procurando, sempre que possivel, uma correlagado com a literatura da area.
N&o deverd ser incluida uma revisdo geral sobre o assunto. A repeticao de resultados
ou informagdes ja apresentadas em outras se¢des, bem como especulagdes que nao
encontram justificativa para os dados obtidos deverao ser evitadas.

CONCLUSOES: Deverao ser concisas, fundamentadas nos resultados e na dis-
cussao, contendo dedugdes ldgicas e correspondentes aos objetivos propostos. Em
alguns casos, poderd ser incluida no item discussao, ndo havendo necessidade de
repeti-la em item a parte.

CONFLITOS DE INTERESSE: Devera ser informada, de maneira explicita, 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 realizacao do projeto de pesquisa.

AGRADECIMENTOS: Deverao ser curtos, concisos e restritos aquelas pessoas e/
ou institui¢des que colaboraram com auxilio técnico e/ou recursos. No caso de 6rgaos
de fomento, ndo deverdo ser utilizadas siglas.

TABELAS: O titulo deveré ser breve e descritivo, apresentando de maneira precisa
seu conteudo e o contexto (ou amostra) a partir do qual a informacao foi obtida. De-
verd estar ainda inserido na parte superior da ilustracao e ser precedido pela palavra
“Tabela’, seguida por um ntimero identificador em algarismos arabicos. A numeragao
das tabelas devera ser feita consecutivamente, a partir da ordem de citagdo no texto.
Serdo permitidas notas explicativas de rodapé (legendas), indicadas por asteriscos
e dispostas ao final da tabela. Para notas de rodapé, devera ser utilizado algarismos
romanos. As tabelas deverdo ser elaboradas com linhas horizontais de separacdo no
cabecalho e em sua parte inferior e sem linhas verticais. Nao deverao ser utilizadas
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também linhas horizontais internas. Os dados das tabelas deverao ser digitados em
tamanho 10 e com minusculas, excetuando-se as letras do inicio das palavras e as
siglas. Nas tabelas, deverd ser empregado espacamento entrelinhas 1,5, sem qualquer
forma de tabulacdo ou recuos de paragrafos. O comprimento da tabela ndo devera
exceder 55 linhas, incluindo titulo, e apresentar largura méxima de 17cm. Os dados
apresentados em tabelas ndo deverao ser repetidos em graficos. As tabelas deverao
ser compostas em programa Word ou MS-Excell e enviadas em arquivo separado.

Devera ser evitado um nimero excessivo de tabelas.

FIGURAS: Todas as ilustracdes que nao se enquadram no conceito de tabela sao
consideradas figuras, portanto: quadros, gréficos, desenhos, imagens e fotografias.
Deverao ter um titulo breve e descritivo, disposto em sua parte inferior. Deverao ainda
sernumeradas com algarismos arabicos, consecutivamente, na ordem de aparecimento
no texto e citadas como figuras. As figuras deverao ter boa resolugao (minimo de
300 dpi), ser gravadas em formato “jpg’, “tif” ou “png” 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 deverdo ser preparados
nos programas Microsoft Word ou MS-Excell em formato “doc’, “docx” ou “xls” e ndo
como imagem. Imagens produzidas em software estatistico devem ser convertidas
para formato MS-Excell, caso néo seja possivel converter para formato“tif". llustracoes
coloridas somente poderao ser aceitas se os autores assumirem os custos. Os dados
apresentados nas figuras ndo deverao repetir aqueles ja descritos nas tabelas. Os locais
aproximados onde as ilustracdes serdo colocadas deverdo ser determinados no texto.
As figuras deverao ser enviadas em arquivos separados. Nao deverao ser enviados um
numero excessivo de figuras.

REFERENCIAS: As referéncias, em todas as categorias de trabalho cientifico,
deveréo ser normalizadas de acordo com o estilo Vancouver publicado em Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals [Normas para Uni-
formizagdo de Manuscritos Submetidos as Revistas 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 (Verséo em Portugués)
ou em www.icmje.org/urm_full.pdf (Versdo em Inglés). A abreviacao dos titulos dos
periédicos deverd seguir o recomendado em List of Journals Indexed in Index
Medicus [National Library For Medicine] (http://www.nIm.gov/tsd/serials/lji.html) ou
no Portal de Revistas Cientificas em Ciéncias da Satude [Biblioteca Virtual em Saude]
(http://portal.revistas.bvs.br/index.php?lang=pt). Sugere-se incluir aquelas referéncias
estritamente pertinentes a problematica abordada e evitar a inclusdo de nimero
excessivo de referéncias numa mesma citacao. A lista das referéncias devera ser
numerada de acordo com a ordem em que os autores foram citados no texto e
nao em ordem alfabética. Deverdo ser listados somente os trabalhos consultados
e citados no texto. Citagdes de “resumo’, “dados nado publicados’, “comunicacbes
pessoais” ou “no prelo” poderdo ser adequadamente mencionados no texto, mas
ndo serdo aceitos como referéncias bibliogréficas. A exatidao das referéncias sera de
responsabilidade exclusiva dos autores.

As citagdes e menges no texto de informacoes colhidas em outras fontes, bem como
as referéncias bibliograficas deverao seguir o exposto abaixo:

TEXTO: Devera ser utilizado em todo o manuscrito o Sistema de Chamada Numé-
rico. Neste sistema, as citagdes dos documentos deverdo ter numeragao Unica e conse-
cutiva, indicada pelo niimero da referéncia em expoente e entre parénteses. Os autores
serdo numerados por ordem de sua citagdo no texto, independentemente da ordem
alfabética. As referéncias citadas em legendas de tabelas e figuras deverao 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.

Observagées Gerais:

«Quando houver dois autores, devera ser utilizada a particula “e”
nomes;

«Quando houver 3 ou mais autores, devera ser indicado apenas o primeiro sobre-
nome seguido da expresséo latina “et al’;

«Quando uma entidade, corporagéo, editores ou projetos editoriais assumirem
a responsabilidade integral pelo documento deverdo ser indicados/ tratados
como autores;

« Nomes contendo mais de um sobrenome devera ser indicado o tltimo sobrenome,
sem particulas de ligacdo como “de” ou “da”;

«  Sobrenomes duplos, com hifens ou apdstrofos ou que formem uma expressao
deveréo ser indicados em seu conjunto;

«  Termos relacionados a graus de parentesco (filho, junior, neto, sobrinho), deverao
ser indicados apds os sobrenomes e por extenso.

Alguns exemplos de citagées:

«  Um/dois autores: No mesmo ano, Nishimura e Miyaji® mudaram a denominagao
do fungo para Hortaea werneckii, em homenagem a Parreiras Horta.

« Mais de dois autores: Giannopoulos et al.®? também observaram maior prevalén-
cia 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 Diabetes,"” os
sinais e sintomas de hiperglicemia incluem: polidipsia, politria, perda de peso, fome

entre os sobre-

exagerada, visdo embacada, infecgdes repetidas na pele e mucosas, dificuldade na

cicatrizagao de ferimentos, fadiga e dores nas pernas (ma circulacao).

» Editores/ Projetos editoriais: Conforme o Dicionério de Especialidades Far-
macéuticas,” a meia-vida inicial da anfotericina B é de 24-48 horas e sua meia-vida
terminal é de 15 dias.

« Semindicacdo de nome de autor: O diagnoéstico de hipertireoidismo, por sua vez,
é dado a partir de resultados baixos de T4 livre e elevados de TSH.M
AUTORES: Os autores deverao ser referenciados por seu sobrenome, tendo apenas

a primeira letra em maiuscula, seguido do(s) nome(s) abreviado(s) e sem virgulas e

pontos. Todos os autores deverao ser referenciados e separados por virgulas (o mes-

mo é valido para livros), apesar do estilo Vancouver recomendar que apenas sejam
indicados os 6 primeiros autores, quando o nimero de autores for maior. Deverao ser
dados espagos apos as virgulas.

Observagdes Gerais:

« Quando o documento consultado possuir apenas editores ou compiladores, esta
condicéo devera ser indicada logo apés os nomes dos autores;

« Quando a autoria do documento for de uma organizacao, 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 decrescente de hierarquia
e serem separadas por pontos. Se as entidades ndo apresentarem subordinacéo,
estas deverao 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, dissertacdo ou monografia devera
ser empregada a seguinte correspondéncia entre tipo e grau: tese: doutorado,
tese: livre-docéncia, tese: PhD, dissertacao: mestrado, monografia: especializacao,
monografia: graduagéo;

« Quando o documento consultado for de natureza juridica (Constituicdo Federal
ou Estadual, Emenda Constitucional, Medida Proviséria, Leis, Decretos, Portarias,
Resolucdes e Coédigos), deverdo ser seguidos os padroes de autoria/ emissao
recomendados pela NBR 6023 da Associa¢do Brasileira de Normas e Técnicas (ABNT,
2002), com a apresentagao grafica adaptada ao estilo de Vancouver.

« Todainformacao adicionada a referéncia que for encontrada em alguma fonte que
ndo o documento consultado ou informagao complementar a referéncia como
suporte do documento ou traducédo de alguma expressao deve ser adicionada
entre [colchetes].

TITULO DE ARTIGOS/ DOCUMENTOS: Os titulos dos artigos/ documentos consul-
tados deverao ser referenciados em letras minusculas, no entanto, a primeira palavra
devera seriniciada por letra maitscula. O texto do titulo ndo devera vir nem em negrito
e nem em italico e devera ser finalizado por ponto.

TITULO DE PERIODICOS/ REVISTAS E ANO: Os titulos de periédicos/ revistas
consultados deverao ser referenciados abreviados e finalizados com ponto. Importante
considerar que todos os pontos da abreviatura do titulo deveréo ser eliminados, com
excecao do ultimo, empregado para separar o titulo do ano. Um espaco devera ser
dado entre o ponto colocado ao final do titulo e 0 ano. A separagao 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, independente da lingua do texto:
Jan, Feb, Mar, Apr, May, Jun, Jul, Aug, Sep, Oct, Nov, Dec. No entanto, a RBAC aceita a
abreviacdo em portugués daqueles manuscritos nesse idioma. Quando o periédico
apresentar paginagdo continua ao longo de um volume, o més e o niimero poderdo
ser omitidos. Ano, volume, nimero e paginas deverao ser escritos sem qualquer espaco
entre eles. Quando as paginas do artigo consultado exibirem nimeros coincidentes,
deveréo ser eliminados os nimeros iguais (445-449, utilizar: 445-9).

EDIGCAO E LOCAL DE PUBLICAGAO: As edicées de documentos consultados
deverao ser referenciadas apo6s o titulo, em algarismos arabicos, sequidas de ponto e
da palavra“edicdo” no idioma que figura na publicacdo original e de forma abreviada.
Quando for a primeira edicao, essa ndo devera serindicada. Quando houver a defini¢ao
do local de publicagéo, este devera ser indicado em seguida a edicdo.

PARAGRAFOS: Quando a referéncia ocupar mais de uma linha, esta devera ser
reiniciada na primeira posi¢ao na linha inferior, sem recuos.

Alguns exemplos de referéncias:

Periédicos:

« Um Autor: Marques SA. Paracoccidioidomycosis. Clin Dermatol. 2012
Nov;30(6):610-5.

« Mais de um autor: Lee MY, Telisinghe PU, Ramasamy R. Cervical cancer in Brunei
Darussalam. Singapore Med J. 2012 Sep;53(9):604-7.

« Até seis autores: Okita Y, Narita Y, Miyakita Y, Ohno M, Nagai S, Shibui S. Manage-
ment 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, Castainidn-Olivares LR,
Chowdhary A, Cordoba S, et al. Cryptococcus neoformans-Cryptococcus gattii
Species Complex: an International Study of Wild-Type Susceptibility Endpoint Distri-
butions and Epidemiological CutoffValues for Fluconazole, Itraconazole, Posacon-
azole, and Voriconazole. Antimicrob Agents Chemother. 2012 Nov;56(11):5898-906.
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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 comindicagao 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 indicacdo 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 trans-
mission [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. Fiscalizagdo de alimentos por andlise
microscépica. In: Almeida-Muradian LB, Camargo Penteado MV.Vigilancia Sanitaria:
tdpicos 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: Editora UNB; 2008.
Teses, Dissertagoes e Monografias:

Autor e indicacdo de grau: Maranhédo FCA. Anélise da expressao génica no der-
matdfito Trichophyton rubrum mimetizando a infeccao in vitro: pH e diferentes
fontes de carbono regulando genes. Sdo Paulo. Tese [Doutorado em Genétical
- 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 indicacao 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 Brasileiro de Micologia; 2007
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