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EDITORIAL/EDITORIAL

A historia do exame de urina: Ildade moderna

The history of urine examination: Modern age

Paulo Murillo Neufeld, PhD | Editor-Chefe da RBAC

A uroscopia chegou a Idade Moderna completamente desacreditada, em decor-
réncia da atuacdo de médicos e leigos mal-intencionados que visavam apenas o ganho
financeiro e ndo mediam esforcos para enganar e ludibriar pacientes incautos. Ja no final
da ldade Média, diversos textos foram escritos com o intuito de alertar a comunidade
médica acerca dos excessos cometidos por parte dos uroscopistas chalataes. No entanto,
na ldade Moderna, sob a influéncia do lluminismo e da ciéncia nascente, o diagndstico
por adivinhacgao da uroscopia foi dando lugar a uma abordagem mais sistematica com
os avancos da quimica organica/ alquimia e a introducao do microscépio 6ptico.

O exame microscdpico da urina, metodologia que se seguiu a uroscopia, sé foi possivel
com a conjuminancia de dois eventos técnico-cientificos de extrema importancia que
alteraram completamente ndo apenas a analise de urina em si, mas também a prépria
medicina laboratorial: o desenvolvimento de corantes e a inven¢do do microscépio
[1590-91]. Particularmente em relacdo ao microscépio, os créditos pela invencdo tém
sido dados aos holandeses Hans Janssen [?-1590] e Zacharias Janssen [1580-1638], pai
e filho que trabalhavam na fabricacdo de 6culos e lentes na regiao de Middleburgh.
Hans Janssen, inicialmente, e seu filho Zacharias, posteriormente, fizeram experimentos
colocando duas lentes de vidro [objetiva e ocular] nas extremidades de um tubo, e desse
modo, conseguiram ampliarimagens [30x] e observar objetos de tamanho muito redu-
zido. Com o tempo, na medida em que a técnica de fabricacdo de lentes melhorava, o
instrumento por eles inventado [microscépio composto] foi sendo aperfeicoado e seu
poder de ampliacao e discriminacdo foi também sendo melhorado. Inclusive, muito
rapidamente, microscépios [e telescdpios] tornaram-se disponiveis em toda a Europa.

Ainda sobre a histéria dos microscopios, Robert Hooke [1635-1703], importante
pesquisador inglés, desenvolveu microscépios compostos com poténcia superior a
daqueles inventados pela familia Janssen, confeccionados em tubo de metal e for-
mado por partes moveis e constituido de uma lente objetiva, que se localizava perto do
objeto a ser visualizado, e uma lente ocular, com a qual se faziam as observacoes. O foco
era ajustado por meio de um parafuso que deslocava o angulo de observacdo. Em 1665,
Hooke publicou seu livro Micrographia que, com grande riqueza de detalhes, descreviacom
textos e ilustragdes seu microscépio e as diversas estruturas visualizadas por ele. A partir
da visualizacdo microscopica da cortica, Hooke cunhou o nome“célula” Posteriormente, ao
entrar em contato com o livro de Hooke, o holandés Antonie van Leeuwenhoek [1632-
1723], em 1668, passou a construir microscépios simples de apenas uma Unica lente
pequena e esférica entre duas placas de cobre. Uma ponta afiada de um dispositivo
no microscopio segurava o espécime para observacdo, um parafuso movia a amostra
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para a posicao em frente a lente e outro parafuso movia para cima ou para baixo para
o ajuste do foco. Leeuwenhoek construiu os microscépios com a maior capacidade de
ampliacao da época, alcangcando aumentos acima de 200x. Esse instrumento permitiu
a observacdao de hemdcias, espermatozoides, embrides de plantas e microrganismos. A
partir de 1673, Leeuwenhoek passou a escrever cartas para a Royal Society, em Londres,
detalhando suas descobertas baseadas nos seus microscopios simples.

Com relagdo a microscopia da urina, observagdes ocasionais e elementares podem
ser rastreadas até a primeira metade do século XVII, ou seja, a apenas algumas décadas
depois que os microscopios comecaram a circular na Europa. No entanto, foi o astrbnomo
e naturalista francés Nicolas-Claude Fabri de Peiresc [1580-1637] o primeiro a observar,
em 1630, cristais e fragmentos de cdlculos renais, empregando um microscépio primi-
tivo. Peiresc, trabalhando com uma “urina de aspecto arenoso’, observou uma grande
quantidade de estruturas microscépicas que se assemelhavam a “tijolos de arranjo
romboidal”. Provavelmente, cristais de acido urico ou oxalato de célcio foram, efetiva-
mente, as estruturas visualizadas por ele naquele tempo. Em seu livro Micrographia,
Hooke também ilustrou com grande rigor descritivo os cristais urindrios observados.
Em sua“Carta 61" da revista Arcana Naturae Detecta, Leeuwenhoek relatou, igualmente,
a visualizagao de cristais em uma gota de urina. Da mesma forma, o médico dinamar-
qués Georg Hann [1647-1699] publicou suas observa¢des acerca dos cristais urinarios
na revista aleméa Micellunea Curiosa.

Interessante notar, contudo, que poucos individuos, nesse periodo, olharam micros-
copicamente para a urina e quando o fizeram, descreveram apenas cristais, talvez por sua
aparéncia marcante ou pelas limitacdes técnicas dos microscopios. Achados urindrios,
todavia, ndo foram mencionados por importantes microscopistas como Henry Power
[1623-1668], Marcello Malpighi [1628-1694], Jan Swammerdam [1637-1680] e nem
por Lorenzo Bellini [1643-1704], em seu livro De Urinis et Pulsibus, publicado em 1683.

Outros exemplos de auséncia de observacdes microscépicas sobre a urina podem
ser encontrados nos trabalhos do pediatra sueco Rosén von Rosenstein [1706-1773], que
estudou a nefrite decorrente de escarlatina e que, embora tenha descrito a presenca de
hematuria, ndo fez referéncia a visualizacdo microscopica de hemacias em seus textos.
Hemacias também néo foram vistas pelo médico italiano Domenico Cotugno [1736-
1780], que descreveu e nomeou a “albumindria’, em 1770. Os médicos ingleses John
Bostock [1773-1846] e Richard Bright [1789-1858], que desenvolveram estudos sobre a
composicao da urina, também néo relataram a visualizacdo microscépica de hemadcias.

Essas omissdes acerca da microscopia da urina indicam, de forma bastante clara,
que o uso do microscépio com fins diagndsticos nao era compreendido ou valorizado,
sendo 0 emprego desse instrumento apenas uma curiosidade ocasional.

Contribuindo para a pouca importancia dada a microscopia, as imagens produzidas
nesse periodo apresentavam baixa resolucao, com graves desvios e aberracoes esféricas
e cromaticas. Além disso, essas imagens eram invariavelmente muito difusas, multico-
loridas e sobrepostas. Para uma efetiva microscopia diagnéstica da urina, na verdade,
haveria a necessidade de instrumentos 6pticos de qualidade superior que ainda nao
existiam naquele momento histérico, o que limitou o uso dos microscépicos na medicina,
durante todo o periodo compreendido entre os séculos XV e XVIII.

Apesar desse quadro adverso, a microscopia de urina para a investigagao de mecanismos
e manifestacoes de doenca foi proposta por alguns poucos pesquisadores. Nesse sentido, ao
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observar,em 1630, aquelas estruturas semelhantes a“tijolos romboidais”mencionadas
anteriormente, Peiresc procurou correlacionar a sensacdo dolorosa informada por alguns
pacientes durante o ato de mic¢ao com a presenca desses elementos na urina. Herman
Boerhaave [1668-1738], médico e naturalista holandés, hipocratico e fundador da “medi-
cina da beira do leito’, utilizou o microscépio para também avaliar se a urina de individuos
saudaveis e com histérico negativo de urolitiase continha precursores de calculos urinarios.
Para tanto, ele avaliou amostras em diferentes intervalos de tempo, lancando mao de dife-
rentes tipos de microscépios. A microscopia, Boerhaave observou a presenca de elementos
descritos como corpusculos semelhantes a flocos de 13, estruturas fibrinosas ou estriadas e
fragmentos farinaceos. Apds 24 horas de repouso, cristais surgiram no fundo do frasco. Essa
observacao cuidadosa e detalhada levou o médico holandés a concluir que a urina normal
continha, de fato, precursores de célculos renais [Nascitur enim calculus ex omini urina sanal.

Uma abordagem clinica foi também tentada por Domenico Gusmano Galeazzi [1686-
1775], médico anatomista italiano que, tratando uma paciente que apresentava pele, suor
e urina enegrecidos, ao proceder a microscopia urindria buscou correlacionar os achados
microscopicos, representados por glébulos extremamente diminutos misturados a cristais
aciculares, a sintomatologia observada. No entanto, esses achados microscépicos nao
permitiram que Galeazzi chegasse a uma concluséo plausivel pela falta de conhecimento
sobre fisiopatologia e pela auséncia de efetiva conexao com a clinica.

Por fim, Henry Baker [1698-1774], naturalista inglés, e Martin Frobenius Ledemdiller
[1719-1769], naturalista alemao, foram autores de inimeros livros ilustrados baseados em
analises microscopicas de amostras bioldgicas. Ledemilller, inclusive, ao analisar a urina,
observou que os sais pareciam variar de acordo com o que o individuo ingeria e que dife-
rentes estruturas microscépicas poderiam ser observadas em periodos de tempos diferentes
no mesmo individuo. Esses estudos foram publicados entre os anos de 1760 e 1762, em seu
livro Mikroskopischer Gemidits und Augen Ergétzung, composto por 3 volumes, sob o titulo
Ein Tropfen Urin.

Na verdade, a analise microscépica da urina sé chamaria mais atencao da comunidade
médica internacional e ganharia uma perspectiva mais cientifica e de apoio diagndstico
cerca de duzentos anos apos a invencao do microscépio, quando os primeiros estudos
sobre o tecido renal surgiram.
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ARTIGO DE REVISAO/REVIEW ARTICLE

Os interferentes na fase pré-analitica e analitica na qualidade do
exame citoldgico

Interferences in the pre-analytical and analytical phase as part of the cytological
examination

Aliny Morgana Ribeiro’, Elaine Aradjo Lima', Carmem Damasceno Balacol’

! Citopatologia Clinica com Enfase no Trato Genital Feminino. Belém, PA, Brasil.

Resumo

O cancer de colo do Utero esté associado a infecgao pelo papilomavirus humano - HPV, dos subtipos oncogénicos (HPV-16 e HPV-18). Para prevenir
e rastrear o cancer de colo do Utero é realizado o exame de Papanicolaou corretamente e com seguranca, seguindo os procedimentos das fases pré-
analitica e analitica, como: identificacdo do material, apresentacdo dos epitélios na lamina, fixacao, coloracdo, transporte das amostras, capacitacdo dos
profissionais e obtencao do controle de qualidade. Este trabalho tem como objetivo apontar possiveis falhas na fase pré-analitica do exame. Trata-se de
uma revisao bibliogréfica, com aquisicdo de artigos do Instituto Nacional do Cancer (INCA), LILACS, SciELO, PubMed, Google académico, além de livros
e revistas cientificas. Para garantir a qualidade do exame é realizado um controle de qualidade para detectar, corrigir, minimizar erros e aperfeicoar o
teste. Este trabalho evidencia a necessidade da capacitacao, qualificacdo e atualizagao dos profissionais e a relevancia da implantacao de um programa
de controle de qualidade em citopatologia.

Palavras-chave: Neoplasias do colo do Utero; exame preventivo; Papanicolaou; coleta de PCCU; citopatologia.

Abstract

Cervical cancer is associated with infection by the Human Papillomavirus - HPV, of the oncogenic subtypes (HPV-16 and HPV-18). To prevent and track
cervical cancer, a test called Pap smear is performed and to be correctly and safely performed, there are processes that must be done in the pre-analytical
and analytical phase, such as: identification of the material, presentation of the epithelia on the slide, fixation, coloration, transport of samples, training
of professionals and obtaining quality control. This work aims to point out possible flaws in the pre-analytical phase of the exam. This is a bibliographic
review, with acquisition of articles from the National Cancer Institute (INCA), LILACS, SciELO, PubMed, academic Google, as well as books and scientific
journals. To guarantee the quality of the exam, a quality control is carried out to detect, correct, minimize errors and improve the test. This work highlights
the need for training, qualification and updating of professionals and the relevance of implementing a quality control program in Cytopathology.

Keywords: Uterine cervical neoplasms; preventive exam; Pap smear collection; PCCU collection; cytopathology.
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Os interferentes na fase pré-analitica e analitica na qualidade do exame citoldgico | Ribeiro AM, Lima EA, Balacol CD

INTRODUCAO

Cancer é o termo dado a doencas de malignidade que
tém em comum o crescimento desordenado de células que
podem invadir tecidos adjacentes ou 6rgdos. As rapidas
divisdes celulares passam a ser incontrolaveis e agressivas,
passiveis de alteracdes celulares que podem evoluir para
tumores cancerigenos que tém a possibilidade de se espalhar
para outras partes do corpo.”

O cancer de colo do Utero se desenvolve na parte inferior
do Utero, denominada colo, e esté associado a infeccao pelo
virus HPV (papilomavirus humano), em especial por subtipos
oncogénicos como HPV-16 e 0o HPV-18. Seu desenvolvimento
propaga-se por um periodo de 15 a 20 anos, no qual 70%
dos casos estao relacionados com a infeccdo pelo HPV e sua
progressdo para a lesdo precursora, até que se desenvolva
o cancer invasor.?

O cancer de colo do utero é um problema de saude
publica, sendo o quarto tipo de tumor mais recorrente entre
as mulheres, com mais de 500.000 novos casos e 250.000
mortes ao ano. No Brasil, é o terceiro tipo de cancer mais
incidente no publico feminino e a estimativa para o ano de
2022, segundo o INCA, é de 17.010 novos casos. As infeccdes
prevalecem mais no inicio da atividade sexual em adolescen-
tes e jovens adultas.®

Além de ser relacionado a prépria infeccdo pelo HPV, ha
cofatores que favorecem a infeccao e o desenvolvimento
para o cancer de colo, como: infeccbes persistentes por
HPV de alto risco, imunidade, genética, tabagismo, habitos
de higiene, ma alimentagao, comportamento sexual, inicio
da atividade sexual precoce, nimero de parceiros ou Unico
promiscuo. Para além disso, influenciam também os fatores
socioeconomico.”

Para prevenir e rastrear o cancer de colo do Utero, é reali-
zado o exame de Papanicolaou. De acordo com as diretrizes
brasileiras para o rastreamento do cancer do colo do utero
(Ministério da Saude), o publico-alvo do referido exame sao
mulheres a partir dos 25 anos de idade, que ja iniciaram ativi-
dades sexuais, as quais devem seguir realizando o exame até
0s 64 anos. Nas mulheres sem nenhum histérico de doencas
pré-neoplasicas, s6 deve ser interrompida a realizacdo do
exame quando dois resultados forem negativos nos ultimos
cinco anos.”

O exame preventivo do cancer de colo do utero (PCCU),
também chamado de Papanicolaou, é um exame periédico,
seguro, eficaz, de baixo custo e de facil execucdo. Este diag-
ndstico citopatoldgico pode classificar as lesées precursoras,

como as intraepiteliais escamosas de alto grau (HSIL) e ade-
nocarcinoma in situ (AlS), que sao provocadas pela infeccao
persistente pelos tipos de HPV de alto risco oncogénico,
como também as lesdes intraepiteliais escamosas de baixo
grau (LSIL), que séo provocadas pela infeccao pelos tipos de
HPV de baixo risco oncogénico. Assim, é um exame citolégico
que, junto com o tratamento adequado, nos estagios iniciais,
pode resultar em uma reducdo das taxas de evolucao de
cancer de colo do utero.®

Ao preparar a lamina do preventivo, a amostra é con-
siderada adequada e satisfatéria quando possui células
escamosas, glandulares e/ou metaplasicas, além de bem
distribuidas, fixadas e coradas, que permitam uma conclu-
sdo diagnostica. A anélise de uma amostra satisfatéria é um
indicador de qualidade fundamental.

H4 algum tempo que o exame Papanicolaou vem
sofrendo algumas criticas, em virtude da sua baixa sensi-
bilidade. As taxas dos falsos negativos variam entre 6% a
56%, que podem ocorrer nas fases pré-analitica e analitica.
Para além disso, existe a possibilidade dos falsos negativos
ocorrerem em razao de problemas da hora da coleta, falta
do uso de fixador, erros no procedimento de coloracédo, no
escrutinio, interpretacao e analises.®

REFERENCIAL TEORICO

O cancer de colo do utero, quando diagnosticado no
inicio da doenca, pode chegar a 100% de chance de cura,
se houver um diagnéstico realizado com qualidade. Para
que o exame citopatoldgico seja feito corretamente e com
seguranca ha varios processos que devem ser realizados na
fase pré-analitica, como: a correta identificacdo do material,
apresentacao dos epitélios na lamina, fixacdo, coloracao,
transporte das amostras, capacitacao dos profissionais e
controle de qualidade, para que a qualidade do exame nao
seja comprometida.”

Capacitacao da enfermagem

Quando, por algum motivo, hd um problema narealizagao
do exame na fase pré-analitica, perde-se a sensibilidade e
especificidade do PCCU. A partir disso, € muito importante
ter atencao na qualidade da obtencao do material cervical
para que a coleta das amostras citopatoldgicas seja realizada
por profissionais qualificados. De acordo com a Resolucao
do Conselho Federal de Enfermagem (COFEN) n°385/2011,a
coleta de material para o exame de PCCU deve ser realizada,
unicamente, por enfermeiros, visto ser um procedimento que
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requer a capacitacao inerente a estes profissionais, devido
ao conhecimento técnico, cientifico e socioecondmico do
cancer de colo do utero.®

Assim, o enfermeiro é capacitado para atuar nas dife-
rentes atividades de controle do cancer de colo do utero,
principalmente no ato de acolher e sensibilizar a paciente
desde o primeiro contato até o diagnéstico, além da atencao
basica e da realizacdo da coleta do exame.®

A atencao basica a satide é a entrada da paciente no sis-
tema de saude, no qual o enfermeiro é uma parte fundamental
do grupo multiprofissional da Estratégia Saude da Familia
(ESF). Este profissional tem responsabilidade na aplicacdo
de métodos educativos e de acdes por meio da relagdo com
as pacientes, no objetivo de tirar duvidas, medos e repassar
conhecimentos sobre a relevancia da prevencao ao fazer o
exame. Cria-se, portanto, uma relacdo entre paciente e enfer-
meiro para promover esclarecimento, confianca, protecédo e
tranquilidade durante o atendimento.®

Coleta do material citopatolégico

Antecedendo a coleta do material (Figura 1), ha o preen-
chimento do formulario com os dados de identificacdo, que
deve ser feito corretamente, com o nome completo, data de
nascimento, endereco, periodo menstrual e alguns dados e
exames clinicos da paciente. Quando ndo ha obtengdo dos
dados corretos, pode haver interferéncia na interpretacao
do exame, dificultando a localizacdo futura da paciente que
venha a apresentar alguma alteracdo em seu exame.®

Fundamental que o rastreio das lesdes no colo do utero,
na fase pré-analitica, seja desenvolvido de forma adequada,
impedindo eventuais falsos negativos, com a necessidade
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Representacao esquematica da coleta na citologia, método convencional.™
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de uma apresentacao de células devidamente distribuidas,
fixadas e coradas."” Ademais, é durante o procedimento da
coleta que podem ocorrer erros que mais prejudicam a analise
do exame, visto que é uma fase essencial e que necessita de
execucao com eficacia, pois as falhas podem ser responsaveis
por até 62% dos resultados falsos negativos, em razao dafalta
derepresentatividade celular, escassez de células malignas e
processos inflamatdrios, que acabam prejudicando o exame.
Um esfregaco é considerado satisfatério quando ha repre-
sentacao das células da ectocérvice, do canal endocervical
e/ou da zona de transformacéo analisados corretamente.™

Fixacao das laminas

O profissional responsavel pela coleta do material cervi-
covaginal é encarregado, também, por realizar uma adequada
fixacdo da amostra, que deve ser feita apos a coleta de forma
correta e rapida, com o objetivo de preservacdo da morfo-
logia das células e conservacao dos detalhes, prevenindo a
deformacao celular, a perda da afinidade das células pelos
corantes e aparecimento de artefatos." Silva e Assis® relatam
que os métodos de fixacao citopatoldgicos podem dar-se de
trés maneiras: fixacao Umida, fixacdo imida por secagem ao
ar e fixacao por nebulizacao.

A fixacdo Umida ocorre de maneira que as laminas
ficam imersas em alcool a 96%. A principal vantagem é
a velocidade de difusao e preservacao das estruturas e a
desvantagem é que pode ocorrer a retracao citoplasmatica,
com a perda de atividade. Na fixacao Umida, com secagem
ao ar, os esfregacgos sao imersos em alcool por, no minimo,
30 minutos, sendo transportada somente a lamina para
facilitar. A desvantagem é o fato de a lamina secar na tem-
peratura do ambiente, o que podera acarretar a perda das
caracteristicas cromaticas, por formacao de edema nuclear,
ocorrendo, também, coloracdo limitada.

A fixacdo por nebulizacdo, entretanto, é realizada por
fixadores em spray, contendo polietilenoglicol, que forma
uma pelicula de protecao das células. Ademais, utiliza-se,
também, o alcool 96%, a uma distanciade 15cm a 25c¢cm sobre
os esfregacos. A desvantagem deste método é o risco de o
spray ser utilizado muito préximo da lamina, podendo eliminar
ou lesar as células ou provocar a formacao de artefatos.”

Observa-se um maior percentual de dessecamento nas
células, resultante da falta de capacitacdo dos profissionais
coletadores, com uma diminuicao significativa apds a capa-
citacdo dos mesmos. Assim, mostra-se essencial que haja a
orientacao acerca da fixacdo imediata do material nalamina,
evitando o dessecamento.?
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Transporte e recebimento das laminas

As unidades que enviam suas amostras para serem exa-
minadas devem garantir o meio de transporte adequado, ou
seja, cada tipo de fixador utilizard um meio de transporte
para que possa garantir a adequabilidade das amostras. Para
laminas fixadas com fixador de cobertura, utilizam-se caixas
de papeldo, madeira ou plastico; para os fixadores com alcool
utilizam-se tubetes com tampa de rosca e as laminas devem
ser enviadas em recipientes individualizados. Desaconselha-
-se, ainda, o compartilhamento de recipientes, mesmo que
as amostras sejam separadas por clipes.™

Precedendo o inicio da fase pré-analitica, ressalta-se o
recebimento dos esfregacos citopatoldgicos na recepcao do
laboratério responsavel pela analise a ser procedida. Nesse
momento, é confirmado se aamostra esta corretamente iden-
tificada dentro dos critérios de aceitacao. Esta confirmacao
é fundamental para que ndo haja o comprometimento da
qualidade do exame.™®

Coloracao das laminas

Em alguns casos em que nao ha uma coloragao com
qualidade, ha a liberacdo de resultados falsos negativos,
resultante da ndo identificacdo de células atipicas durante a
analise do material. De acordo com o controle de qualidade
do INCA, as laminas com material cervicovaginal fixadas em
alcool sdo, diretamente, coradas. Aquelas com fixadores em
spray, antes de serem coradas, devem ser lavadas em alcool
96%, pelo menos em duas cubas, no minimo, durante 15
minutos cada, podendo ficar por mais tempo, sem prejudi-
car a coloragao, processo importante para que a pelicula de
cobertura seja eliminada, pois inibe a infiltracdo dos corantes
nucleares e citoplasmaticos.

O corante universalmente utilizado é o de Papanicolaou.
Uma técnica de coloragdo multicromatica criada por Geérgios
Papanicolaou. Ela utiliza trés corantes: a hematoxilina de Gill
(substituida também pela hematoxilina de Harris), OG-6 e
EA-36 ou EA-65. Ainda ndo ha certeza de como acontece o
processo pelo qual as células sdo coradas, mas acredita-se
que ha duas suposicdes: a adsorcao e as caracteristicas de
compatibilidade quimica na coloracao.

Nas duas hipdteses, a concentracdo do corante nas
solucdes e a forma idnica sao importantes. Acredita-se que
as estruturas celulares de pH dcidos visam atrair corantes de
radical catiénico, tanto pelo fenémeno absorcdo como por
fatores quimicos. Ja as basicas tendem com os corantes de
radical anidnico.™

O citoplasma celular é constituido por componentes aci-
dos e basicos e nos nucleos das células prevalecem os acidos
nucleicos. O primeiro corante a ser utilizado é a hematoxilina,
responsavel pela coloragdo azulada dos nucleos, reagindo
com os acidos nucleicos. Posteriormente, as laminas sao
coradas pelo Orange G (OG-6), um corante acido que possui
afinidade com o componente basico do citoplasma.

Por ultimo, é a solucao EA-36 ou EA-65, que sdo coloracdes
semelhantes, possuindo como diferenca a concentragao do
corante Light Green. A solugao EA-36 possui 50% a mais do
corante. Estes, por sua vez, sdo corantes acidos, que se fixam
nos componentes basicos do citoplasma.

Além do Light Green, ha um segundo corante que faz
parte das solucdes EA-36 e EA-65, que é a eosina amarelada,
tendo como funcao a coloracédo de granulos do citoplasma,
com afinidade por corantes acidos.® Deve-se manter uma
rotina de monitoramento diario dos corantes, que devem ser
filtrados e trocados regularmente, para evitar contaminacoes
cruzadas. Para além disso, deve-se observar os rotulos com
informacdes sobre armazenamento e datas de vencimento,
pois o dlcool também entra na rotina de monitoramento, sendo
analisada a sua concentracao através de um alcoémetro."

Método citopatoldgico cervicovaginal convencional

A citologia cervicovaginal foi introduzida por Geérgios
Papanicolaou e Aureli Babes no ano de 1928. Porém, a partir
de 1943, com a ajuda de Herbert Traut, 0o método passou a
ser amplamente utilizado, por ser rapido, indolor e facil de
executar. Ele permite que haja um acompanhamento da
inflamacao, o diagndstico de algumas infecgdes cervicova-
ginais e, ainda, o rastreamento do cancer de colo do Utero e
de lesdes precursoras.™

No exame convencional hd algumas restricdes, como a
distribuicdo ndo homogénea das células na lamina, o baixo
numero de células e a presenca de fundo hemorrégico, leucéci-
tos e restos celulares que prejudicam a analise. Em razao destas
restricoes foi elaborado o método de coleta em meio liquido,
com objetivo de reduzir as falhas do método convencional."®

A citologia de base liquida foi aprovada, em 1996, pelo
food and drug administration (FDA) dos Estados Unidos,
para o uso em ginecologia e outras especialidades. Ela foi
desenvolvida para obtencdo de uma lamina com fundo
mais limpo, sem sobreposicao de células e obscurecimento
de outros elementos, o que se deve ao sistema de filtros,
no qual apenas células epiteliais ficam retidas, resultando
em uma citologia em monocamada ou em camada fina.""
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Com o mesmo material é possivel refazer laminas e
realizar testes moleculares e identificacdo de HPV, além de
permitir a escolha das células que vao ser transferidas para
a lamina, possibilitando que todo o material seja analisado
e evitando perdas celulares.®

Quanto aos métodos existem vantagens e desvantagens.
A citologia convencional tem como vantagem a confortavel
execucao, menor custo e a possibilidade de corar o material
assim que é recebido no laboratério. Sua desvantagem é a
perda de, aproximadamente, 80% do material coletado, por
continuar na escova cervical, além da ma distribuicao celular,
a possibilidade de falso negativo e o esfregaco com material
insuficiente." (Figuras 2 e 3)

A citologia em meio liquido tem como vantagem a preser-
vacdo e disposicao celular, a facilidade de fechar um diagnés-
tico com reducao de tempo de leitura, eliminacdo de muco,
hemacias e leucdcitos, reducdo de amostras insatisfatorias e
de casos falsos negativos, além da possibilidade de fazer exa-
mes adicionais. Como desvantagem, indica-se a necessidade
de treinamento para o profissional sobre a técnica, além da
necessidade de aparelhos especificos, elevado custo para a
execucao e a sobrecarga de trabalho da equipe."® (Figuras 2 e 3)

Controle de qualidade

A Organizacao Mundial da Saude (OMS) orienta que o
PCCU seja realizado de forma efetiva. Contudo, diante da
baixa sensibilidade, vem sofrendo criticas, principalmente
em razéo de sua taxa de falso negativo, na fase pré-analitica
e analitica, variar entre 6% a 56%. De acordo com RDC n° 302,
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de 13 de outubro de 2005, laboratérios de analises clinicas
devem implantar programas de controle de qualidade interno
e externo, para impedir erros e reduzir falsos negativos.©
Além disso, tem como finalidade a identificacdo, diminuicao
e corregao dos erros no desenvolvimento do exame dentro
do laboratério, possuindo mais garantia de qualidade e cre-
dibilidade, reduzindo os erros de diagnéstico e ajudando a
melhorar a fase pré-analitica e analitica.”

A Qualificacdo Nacional em Citologia (QualiCito) é a fer-
ramenta de avaliacao recomendada pela Portaria n° 3.388,
de 30 de dezembro de 2013, que se baseia em determinar
padrdes e avaliar a qualidade do PCCU, acompanhando
o trabalho dos profissionais dos laboratérios publicos e
privados.® O Monitoramento Interno de Qualidade (MIQ)
ocorre por intermédio de processos feitos com regularidade,
para monitorar a qualidade da amostra, verificar o tempo da
analise da lamina, da carga horaria do profissional que faz a
analise e as técnicas de revisao de lamina."®

A revisdo aleatdria de 10% dos esfregacos negativos é a
mais utilizada, porém nao é eficaz para identificar lesdes ndo
diagnosticadas da rotina. Indicada como técnica padrao, a
revisdo de 100% dos esfregacos, por ser mais cuidadosa, reduz
erros da rotina. Além disso, hd a revisao rapida de 100% dos
esfregacos negativos ou insatisfatorios e esfregacos duvido-
sos, que depois passaram por outra revisao detalhada por
profissional experiente para fechar o diagnéstico.
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Atécnica de pré-escrutinio rapido de todos os esfregacos
tem o objetivo de elevar a sensibilidade do exame, por reali-
zar de forma 4gil a leitura de todos os esfregacos em até 120
segundos antes da rotina, provocando uma maior quantidade
de falsos positivos, por ser enviado para a revisdo detalhada
um maior numero de esfregacos duvidosos. Entretanto, esta
técnica ainda demonstra eficacia para reducao de resultados
falsos negativos.®

O Monitoramento Externo de Qualidade (MED) corres-
ponde a revisdo dos esfregacos por outro laboratério, dife-
rente do que realizou a primeira leitura. Tem como objetivo
avaliar laboratérios tipo |, por outro laboratério do tipo Il e
mensurar a qualidade dos exames de PCCU realizados por
eles, identificar a desigualdade de interpretacdo de morfolo-
gia das células, elevar a eficacia dos exames citopatoldgicos
do colo do utero e diminuir a quantidade de exames falso
negativos, falsos positivos e insatisfatorios.!®

As laminas enviadas para o MEQ serao escolhidas pela
Secretaria de Estado da Saude (SISCAN) ou por algum outro
sistema de informacéo repassado pelo Ministério da Saude.
Os critérios de laminaa a serem enviadas sao: todas as laminas
com resultados positivos; todas as laminas insatisfatorias e,
de forma aleatdria, 10% dos exames com diagnésticos dados
como negativos, selecionados pelo numero final do exame.
Caso haja uma discordancia do laboratério tipo Il no diag-
noéstico do esfregaco enviado, deve-se chegar a um consenso
entre este laboratério e o laboratério tipo |, antes da liberagcao
do laudo no sistema de informacéo, e quando nao houver
consenso entre os laboratérios (tipos | e ll), ha a possibilidade
de solicitar a analise de outro laboratério tipo I1.0%

OBJETIVOS

Objetivo Geral
- Apontar possiveis falhas na fase pré-analitica do exame
de Papanicolaou.

Objetivos Especificos

«  Diminuir casos de rejeicao da amostra;

«  Evitar resultados falsos positivos e/ou falsos negativos;

- Chamaratencao para o controle de qualidade na coleta
da amostra de PCCU.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado com base em reviséo bibliogra-
fica, resultando em uma pesquisa de carater descritivo, com

analise qualitativa. Para obter conhecimento foram incluidos
na revisao: artigos, manuais e sites que abordam sobre a
qualidade do exame citopatoldgico, desde a confeccao da
amostra até a fase de coloracdo e de montagem das laminas.

Para a realizacdo desta pesquisa foram utilizados artigos
cientificos das seguintes plataformas: Instituto Nacional do
Céncer (INCA), LILACS, SciELO, PubMed, Google académico,
além de livros e revistas cientificas. A bibliografia levantada
foi um total de 20 artigos, dos quais 14 foram utilizados para
a producao deste trabalho, em que todos foram publicados
no periodo de 2018 a 2020.

DISCUSSAO

O cancer de colo do Utero é o terceiro mais frequente nas
mulheres brasileiras, sendo um dos principais problemas de
saude publica. Em razao disso foram elaboradas estratégias
para reduzir a sua incidéncia, através de um programa de
rastreamento. Contudo, para obter eficacia é fundamental
que seja realizado corretamente desde a fase pré-analitica.

Jakobczynski et al."®, em seus estudos, comprovam
que apas os profissionais passarem por devida capacita-
¢do houve um aumento nas amostras satisfatérias e da
representatividade da JEC, evidenciando que coletas nao
adequadas podem resultar em laudos falsos negativos.
Aoyama et al.® relatam a importancia do papel da enfer-
magem na prevengao do cancer de colo do utero, tendo
como primeiro contato a atenc¢do bdsica primaria sequida
do ingresso da paciente no sistema de saude, e posterior
acompanhamento da mesma.

Oliveira etal.®? abordam que, de acordo com a Resolucao
do Conselho Federal de Enfermagem (COFEN) n°385/2011,
somente enfermeiros podem realizar a coleta do exame,
visto a necessidade de uma conduta técnica cientifica.
Porém os estudos relatam as contradi¢des da resolucao,
visto que nao leva em consideracao particularidades de
cada regido e nem as estruturas do sistema de satde de
todo o territério nacional.

Assim, o INCA é levado a alertar sobre as possiveis con-
sequéncias e considerar que a coleta poderia ser realizada
por técnicos e auxiliares de enfermagem, desde que passem
por uma capacitacao. Entretanto, permanece em vigor a
resolucao aos profissionais da enfermagem.

De acordo com o manual produzido pelo Ministério
da Saude", o método mais utilizado para o rastreamento
das lesdes precursoras de cancer de colo do Utero é o teste
de Papanicolaou. Além disso, para garantir a qualidade do
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exame, é realizado um controle de qualidade para detectar,
corrigir, minimizar erros e aperfeicoar o teste, como também
para melhorar a coleta e o preparo do escrutinio.

Segundo Santos e Ribeiro®, o preventivo possui falhas
nos diagndsticos, como resultados falsos, devido a sua baixa
sensibilidade. Por isso, é necessario que sejam implemen-
tados programas de controle de qualidade. Magalhaes et
al.” afirmam que, com o controle, o teste de Papanicolaou
passa a ter mais garantia, credibilidade e melhoria nas fases
pré-analitica e analitica.

Machado et al."® mencionam que, em razao da recor-
réncia elevada de resultados falsos negativos, é necessaria
a implantacao do controle interno de qualidade, no qual o
mais eficiente é a revisdo de 100% dos esfregacos negativos,
sendo possivel alcancar maior quantidade de lamina.

Conforme Flora e Colturato," a citologia por meio liquido
foi criada, em razao de a técnica da citologia convencional
(Papanicolaou) ter limitagdes. Com isso, mostrou-se neces-
sdria a procura de um método com mais sensibilidade, baixo
numero de resultados falsos negativos, melhor método de
coleta e preparo da amostra. Em estudos comparativos, a
citologia por meio liquido possui maior sensibilidade e menor
especificidade que a citologia convencional, entretanto
Silva et al."® mencionam a qualidade da citologia em meio
liquido e as falhas do método convencional, evidenciando
que tem um melhor desempenho para a identificacdo de
Trichomonas vaginalis.

CONCLUSAO

Este estudo evidencia a necessidade de capacitacao
e qualificacdo dos profissionais responsaveis pela coleta
de material, com a finalidade de aprimorar e garantir a
qualidade das amostras, sendo o enfermeiro o profissional
capacitado para desenvolver o procedimento da coleta.
Além de tornar os profissionais capacitados, é essencial
que eles passem por uma atualizacdo, que pode acontecer
a cada dois, trés anos ou quando o Ministério da Saude e
o INCA atualizarem seus manuais ou a diretriz para a rea-
lizagdo do PCCU.

Quanto a relevancia da implantacdo de um programa
de controle de qualidade em Citopatologia, os indicadores
de controle de qualidade devem ser adotados e avaliados
por todos do laboratério, procurando minimizar erros e os
resultados falsos.
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Abstract

Fundamentation: With the advancement of medicine, the vaccine against human papillomavirus (HPV) was developed. HPV is a sexually transmitted
virus and the vaccine is a skillful means of preventing transmission. However, the vaccine needs to be applied to the at-risk population, young women
and men. Objective: The objective of the present study is to highlight comprehensive studies on the applicability of the vaccine to the population in an
efficient manner. Methods: The research will approach a wide review of scientific articles published in recent years, the collection will be carried out in the
Google Scholar Database, MEDLINE and SciELO, allowing a discourse analysis of the selected works, and thus, building a critical analysis resulting from
the information gathered about the population at risk, effectiveness and stigmas of non-vaccination. Results: In a critical analysis, it was corroborated that
although vaccination has proven to be effective, the population at risk is not totally immune to the virus, since the stigmas imposed by contemporary
society end up preventing vaccination from happening in 100% of the population. Conclusion: Thus, the study confirmed the need for permanent
prevention policies in health units that aim at health education so that vaccination can reach the entire population at risk.

Keywords: Sexually transmitted disease, prevention, cervical cancer, HPV.

Resumo

Fundamentag¢do: Com o avango da medicina, surgiu a vacina contra o Papilomavirus humano (HPV). O HPV é um virus sexualmente transmissivel e
a vacina é meio habil que visa prevenir a transmissdo. Entretanto, a vacina precisa ser aplicada na populagédo de risco, as mulheres e homens jovens.
Objetivo: O objetivo do presente estudo é evidenciar estudos abrangentes sobre a aplicabilidade da vacina na populacao de forma eficiente. Métodos:
A pesquisa versara em uma revisdo ampla de artigos cientificos devidamente publicados nos Gltimos anos, a coleta sera realizada na Base de Dados
Google Académico, MEDLINE e SciELO, possibilitando uma anélise de discurso dos trabalhos selecionados, e assim, construir uma anélise critica
decorrente das informacdes reunidas acerca da populagao de risco, eficicia e estigmas da ndo vacinacdo. Resultados: Numa andlise critica, restou
corroborado que embora comprovadamente eficaz a vacinacdo, a populacéo de risco ndo esta totalmente imune ao virus, visto que, os estigmas
impostos pela sociedade contemporanea, acabam por impedir que a vacinagdo aconteca em 100% da populagdo. Conclusédo: Deste modo, o estudo
confirmou a necessidade de politicas de prevencao permanentes nas unidades de saude que objetivem a educacao em saude para que a vacinacao
consiga atingir toda a populagao de risco.

Palavras-chave: Doenca sexualmente transmissivel, prevencéo, cancer colo uterino, HPV.
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INTRODUCTION

With the advancement of contemporary medicine, it has
enabled the creation of vaccines that aim at the prevention and
treatment of some diseases. Hence, through research, effective
vaccines have emerged against Human Papillomavirus (HPV),
which aims to prevent some diseases, such as cervical cancer.”

According to Fiorin et al.? vaccines that exist and are
currently available against HPV, provide adequate protection
against infections and diseases arising from the most
important types of HPV 16 and 18, this has been provenin the
cervix, vulva, vagina and anus in several tests performed. The
same study also stated that, after analyzing the publications
on the subject, they corroborated that the quadrivalent HPV
vaccine has duly proven efficacy, since it has an impact in
relation to cellular changes present in the cytopathological
examination.

Also Reis and Ribeiro® concluded that HPV occurs
worldwide in the entire population, however, the vaccineis an
effective and safe means of prevention. After its implantation,
it was observed that there was a reduction in the incidence
of diseases of the virus streams. Therefore, the objective of
this work was to evidence, from the selected materials, to
corroborate the relevance of vaccination against HPV, in
order to prevent its transmission.

MATERIALS AND METHODS

This research was carried out through a literature review,
where some articles on the topic were selected. However, the
academic sources used to search for scientific articles were
mainly from the Google Scholar® (Google Scholar), MEDLINE
(Medical Literature Analysis and Retrieval System Online)
and SciELO (Scientific Electronic Library Online) databases,
using the following keywords: sexually transmitted disease,
prevention, cervical cancer and HPV, thus bringing together
the main ideas about the effectiveness of vaccination,
population and current stigmas.

The aforementioned study corroborated the relevance
of HPV vaccination, as well as the concern to reach the
population at risk in its entirety, thus making it possible to
build a critical analysis based on research already published
in recent years on the subject.

Thus, this study is justified, because the HPV vaccine
is already properly inserted in the Unified Health System
(Sistema Unico de Satide — SUS), therefore, it ends up needing

current research, in a broad way, not only regarding its
importance, but that also demonstrate the updated results
as to their effectiveness and scope, allowing from these, that
health policies are applied, aiming to protect the population
as a whole, regardless of gender.

BIBLIOGRAPHIC REVIEW

Human Papillomavirus (HPV)

Human papillomavirus (HPV) is a DNA virus that is
transmitted sexually, and it has an incidence in both sexes*.
HPV was known to the ancient Greeks and Romans because
of the cutaneous and genital warts that were associated with
sexual promiscuity and were seen as contagious. It was in the
20th century in Italy that the first evidence of viral etiology
was cited.®

It is from contact with the infected region that HPV
transmission occurs, because through direct contact with the
genitals during sexual intercourse, which sometimes occur on
the skin (hands, feet, etc.) and mucous membranes (vaginal
mucosa, cervix, penis, etc.) However, there is evidence of
the presence of the virus in the skin, larynx and esophagus.
© Therefore, it is essential that vaccination be carried out in
both sexes, as immunization will result in a decrease in HPV
infection.”

Many patients who come into contact with HPV have the
ability to abolish the virus spontaneously, however, some
of these infected people will undergo some appropriate
treatment.® It is important to mention about HPV infection,
and that there is also, people’s ignorance about this virus,
its signs, symptoms, transmission, and even, its relationship
with cervical cancer.©

When vaccination was introduced in SUS, the intention
was to reduce the impact of the HPV virus on the development
of cancer of the cervix, penis, throat and anus. Thinking about
immunization against the virus and consequently reducing
the emergence of new cases. Despite this, even though
immunization vaccination is performed, the use of condoms
during sexual intercourse is not excluded. In addition, it is
essential to perform a Pap smear in women and peniscopy
in men. Thus, aiming at a greater adherence on the part of
young people, there is a need for greater disclosure about
the importance of the HPV vaccine. It is suggested that
health professionals unite to deliver lectures in educational
institutions, in order to inform young people and their
guardians about HPV.®
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HPV types

There are more than 150 HPV serotypes, which are
identified numerically, according to their order of discovery.
119 Serotypes are grouped according to their association with
cervical carcinoma or precancerous lesions. The HPV that
is less likely to have cancer are often serotypes 6 and 11,
characterized mainly by the presence of genital warts, unlike
HPV that have a high chance of developing cancer, are types
16,18, 31, 33, 35, and 45.1"% Regarding the types of high-risk
oncogenic HPV, the Ministry of Health"" recommended:
“The types of high-risk oncogenic HPV are detected in 99%
of cervical cancers, the most common being HPV16 and 18,
which together are responsible for about 70% of these cases,
however HPV 16 alone it is the cause of approximately 50%
worldwide. HPVs 6 and 11 are associated with up to 90%
of anogenital warts. “In Brazil, the HPV prevalence profile is
similar to the global one, with 53.2% for HPV 16 and 15.8%
for HPV 18

The HPV virus has 120 types, of which 12 are related to
the development of cancer. A total of 243 studies were carried
out, and these were published worldwide between the years
1990 and 2010, in which 30,848 cases were analyzed, and
it remained evident that 92.9% of the cervical carcinomas
considered were related to a specific type of HPV. The study
also corroborated that cancers related to HPV virus types 16
and 18 were between 70% and 76%./'?

Nakagawa et al."® showed that there is a vast bibliography
that talks about the HPV virus and the incidence of cervical
carcinoma, demonstrating the controversial aspects on
the subject. Although studies are advancing, the rates of
morbidity and mortality due to cervical cancer remain high
in developing countries, since it is a slow developmental
pathology, asymptomatic in its initial stage, and mainly due
to infection sexually transmitted.

In Brazil, the way to fight is by cytological examination, so
that it can be detected early, since thousands of women are
already exposed to the HPV virus, and who need adequate
monitoring and treatment, so that the infection does not
continue and becomes a cancer."®

Regarding the incidence of diseases related to HPV,
the Ministry of Health" also states: “Without considering
non-melanoma skin tumors, cervical cancer is the first most
incident in the North Region (25.62 / 100 thousand)”. In the
Northeast (20.47 / 100 thousand) and Midwest (18.32 / 100
thousand) regions, it occupies the second most frequent
position; while South (14.07 / 100 thousand) and Southeast
(9.97 / 100 thousand) regions occupy the fourth position.

In addition to cervical cancer, it is estimated that the
HPV virus associated with other factors is responsible for
90% of cases of anal cancer, 71% of cases of vulva, vagina
and penis cancer, and 72% of oropharyngeal cancers. Studies
carried out with men between 18 and 70 years of age show
that Brazilian men (72%) have more HPV infection than
Mexicans (62%) and North Americans (61%). The incidence
of penile cancer is three times higher in Brazilian men than in
American men. Regarding oral HPV infection as the main risk
factor for oropharyngeal cancer, this has been established in
case-control studies. In addition, the majority (=90%) of oral
infections are acquired sexually.”Pinto et al."® concluded that
the initiation of early sexual life is one of the fundamental
factors associated with HPV contamination in young people.
They stated that due to this precocity, therefore, there is
a need for health policies that provide young people and
their families with correct information on the subject and
the appropriate guidance on sex education. Sanches
corroborated that the National Health Surveillance Agency
(ANVISA)"9 released the commercialization of the HPV vaccine
in Brazil, only from 2006.

HPV transmission

The Ministry of Health” defined that HPV is a sexually
transmitted infection, it is a type of virus that contaminates
mucosa and/ or skin regardless of sex, whether male or female.
This type of infection causes warts on the genital area and
anus, or even cancer depending on the specific type of virus.

Studies state that only complete sexual abstinence can
prevent HPV infection, because condoms are not guarantees
of sufficient protection, since the virus can be transmitted
by intercourse without penetration.®'® According to Franco
and Harper? apud Nadal and Manzione® it is possible to
propose two forms of prevention, namely, with the tracking
of precursor lesions or with immunization against HPV, to
avoid them.

According to the Ministry of Health,"” HPV is transmitted
through contact with an infected person. However, its
most common form of transmission occurs during sexual
intercourse, regardless of being oral-genital, genital-genital
or manual-genital.

Thus, the Ministry of Health"" still highlights: “Studies
carried out on individuals with newly acquired HPV infections
show that these occurred shortly after the beginning of sexual
life, with 10.4% of infections being caused by HPV type 16,
one of the most oncogenic. In addition, 45.5% of female
adolescents contract HPV before the beginning of the first
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sexual intercourse with vaginal penetration. Genital HPV
infection can also be transmitted, during childbirth or even
through non-sterile gynecological instruments.”

For prevention with immunization to happen, it is
necessary that people become aware of the importance of
vaccination, that is, that the population understands that
the vaccine is a skillful means to combat the development
of diseases resulting from HPV. Borsatto et al.?" described
that HPV vaccines enabled primary level prevention, in other
words, to prevent contamination by the virus.

TREATMENT

Regarding treatment, the Ministry of Health®?
recommends in the case of anogenital warts that these lesions
are destroyed, because, even if the person does not undergo
the treatment, it may happen that these lesions disappear,
remain unchanged, or even increase in size and quantity.

Regarding treatment, the Ministry of Health?? postulates:
“It must be individualized, considering the characteristics
(extent, quantity and location) of the injuries, availability
of resources and adverse effects. They are chemical,
surgical and immunity boosters. They can be home (self-
applied: imiquimod, podophyllotoxin) or ambulatory
(applied in the health service: trichloroacetic acid — TCA,
podophyllin, electrocauterization, surgical excision and
cryotherapy), according to the professional indication for
each case. Podophyllin and imiquimod should not be used
during pregnancy. People with immunodeficiency - HPV
treatment recommendations are the same for people with
immunodeficiency, as people living with HIV and transplanted.
However, in this case, the patient requires closer monitoring,
as people with immunodeficiency tend to have a worse
response to treatment. Treatments for anogenital warts do
not eliminate the virus, so lesions can reappear. Infected
persons and their partners must return to the service if they
identify new injuries. "

Also the Ministry of Health® claims that it is not possible
to say that genital warts will disappear or grow, since it will
depend on the size and region that they appear, however
there are numerous forms of treatment. Nonetheless, the
health professional who will observe and define the best
treatment for each specific case. Thus, the treatment options
employed may be through the use of cream directly on the
warts, freezing removal, cauterization, laser or even removal
surgery. Importantly, it is possible that in some cases they
reappear even after treatment.

PREVENTION

Nunes et al.?® reported that the prevention of diseases
such as cervical cancer is more effective if performed at the
beginning. Even though there are public policies aimed at
prevention through the use of condoms and Pap smears, there
are still high rates of cancer and consequently anincrease in
mortality from cervical cancer. Although HPV vaccination is
carried out in order to prevent the development of injuries
or even cancer, its application through SUS is a skillful means
of preventing infections arising from HPV.

In Brazil, the inclusion of the tetravalent HPV vaccine in
their national vaccination calendar occurred in 2014, pre-
adolescent girls were initially vaccinated to immunize them
from the various types of cancer that result from the virus,
mainly uterine cancer. However, there were reports that there
were side effects related to vaccination.®”

Ministry of Health,?? HPV vaccination is the most effective
form of prevention, as this means is currently available in
SUS, and is indicated for girls aged 9 to 14 years old, people
with HIV and transplanted people aged between 9 and 26
years old. It isimportant to highlight that vaccination is not
a treatment, as it is not effective when infections or injuries
from HPV already exist.

Sanches," however, it is important to note that some
women end up relying so much on vaccination and its
benefits that they can assume high-risk sexual behavior after
vaccination, being vulnerable to other sexually transmitted
diseases. Therefore, it is essential that health professionals
guide women in the health unit on ways to prevent other
diseases and the need to participate in HPV screening
programs periodically, since the vaccine does not protect
them from all types of HPV.

The Ministry of Health®? emphasizes that condoms are
an important form of prevention against HPV, since their use
prevents transmission of other sexually transmitted diseases.
However, it does not completely prevent HPV infection, since
in areas such as the vulva, pubic area, perineal area or scrotum,
they are not fully protected by condom:s. It is important to
say that the female condom covers the vulva, therefore, this
is the most effective way to avoid contagion if used correctly.

Nonetheless, the vaccine against the HPV virus is a
form of prevention inserted in SUS that aims at collective
immunization, thus reducing individual risk. Promptly,
the vaccination proposal seeks to intervene in the risk of
developing precancerous lesions.” Régo et al.”” considered
how relevant health education is for the population aged
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between 9 and 13 years old about HPV, through educational
methodologies that clarify the importance of vaccination
and its effectiveness, thus allowing to break the barriers of
resistance that exist or that may exist among the parents of
adolescents who have been vaccinated.

Quevedo et al.?® there is resistance on the part of society
related to the access of young women to the vaccine, since, due
tolow understanding, parents understood that such a means of
prevention can stimulate early sexual life. In contrast, Chehuen
Neto et al.?” stated that there are a considerable number of
people who are properly informed about the HPV vaccine.

Contamination by the HPV virus occurs in both sexes,
being transmitted during sexual intercourse without the
use of protection.?® It is in the young population that the
virus has the highest prevalence, thus, the majority of young
people sexually active are subject to contagion.?®

Nadal and Nadal"® apud Alvarenga et al.*® contamination
by the HPV virus is a public health problem, so its prevention
due to the high rates of precancerous and cancerous lesions
is a necessary measure. In addition, health education about
vaccination is essential, as it is the time to raise awareness
among the population about the benefits of the HPV vaccine.

In relation to health education, Osis et al.®® apud Régo
et al.? understood that health education should start in
primary care, since this is where the initial promotion to the
population begins regarding information about HPV and any
diseases. However, the population only seeks health services
when they are needed, that is, when they are sick. Therefore,
health education is necessary, so that we reeducate the
population about the need to prevent HPV and other diseases.

It is necessary that couples who maintain sexual life
stimulate and accompany their partners in gynecological
tests, because HPV virus infection is a problem of the couple,
and it is up to health professionals to guide and treat men
in order to prevent even the appearance of penile cancer.5”

Similarly, Régo et al.®? pointed out that the health
professionals play a primary role in the face of HPV control,
because they work with health promotion, performing
activities with the primary health care community, among
others, allowing the carrying out educational activities
according to their students, thus clarifying their doubts
and desires. Therefore, it is essential to guide parents on all
aspects inherent to the vaccine, respecting the autonomy of
those involved and allowing dialogue in health promotion.®

Therefore, health professionals play an important role
in the face of parents and users in order to allow them to
apply the HPV vaccine. Thus, the knowledge and technique

necessary for such intervention and skills for this task is
expected by these professionals.®¥ Some dilemmas due
to ethical, cultural and religious issues deserve attention
from health professionals, since it is within the family that
some barriers are imposed in the face of HPV vaccination.
Adequate follow-up and guidance should be carried out so
that parents can be aware of the importance and effectiveness
of vaccination, consequently reducing the number of cases
of cancer and other pathologies arising from HPV. It is about
preventing the disease from returning due to the virus
infection, and not remedying the disease already installed,
since it is necessary for people to take all three doses of the
vaccine, and not just the first. Therefore, the professionals
involved need to be able to carry out health promotion
also with educational institutions and teachers, so that the
proximity to students allows to break any and all barriers
that may exist in the face of vaccination.®%

Religion allows people to interact in their community
and the problems resulting from social segregation that are
usually linked to some disease, the belief ends up provoking
a perception of security, because it serves as an emotional,
social support and supportin the face of the difficulties of the
everyday life.*? It is possible to state that health professionals
are professionals trained to carry out activities with the
community in order to make them aware of the importance
of HPV vaccination.

Studies by Costa and Goldenberg®” clarify the importance
of students knowing HPV, regardless of the age group,
they were curious about the topic. Therefore, the subject
needs clarification, relevant information regarding the
transmission of HPV, as well as contraceptive methods and
specific treatments in case of infection.

In order for adolescents to adhere to HPV vaccinations,
it is necessary to train health and education professionals
in order to promote dialogue. This type of activity allows
the population, especially the younger ones, to clarify their
doubts, discussing their experiences to improve health
conditions.®®

HPV vaccines

Currently, the HPV vaccine is a propitious way to fight
cervical cancer and genital warts. Nevertheless, even if
they are properly vaccinated, it is essential that women
continue to have their medical appointments regularly at
their gynecologists. Thus, anti-HPV vaccination is an additional
prevention and does not exempt women from taking care
of their gynecological health.®?
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Since the HPV vaccine protects against a specific virus
that is transmitted sexually, some parents understand that
vaccination can be a stimulus to young people’s earlier
sexuality. Studies show that this is just a mistake.“? Sexuality
is still seen as a taboo, the beginning of sexual life and STDs as
well. Awareness-raising work has a beneficial effect, as it draws
the attention of young people and informs them that sex can
transmit many diseases and that HPV is one of them, being
essential the use of condoms even if properly vaccinated.“?

The HPV vaccine is not enough to make up for the lack of
a cervical cancer prevention exam, since all women, even if
they have completed the immunization schedule (3 doses),
are advised to continue taking the Pap smear routinely. It is
important to highlight that vaccination is not intended to
treat HPV-related diseases, since its purpose is to prevent
contagion by HPV.“4"

Vaccination in sexually active women, up to 25 years of
age, is necessary, since they are more likely to have new HPV
infections. SUS enables an efficient promotion of vaccination
against HPV types 6, 11, 16 and 18 in the population at risk. In
such a way, that the accomplishment of prophylactic measures
to the HPV provides quality of life of the population.®?

ANVISAT® the new approved vaccine extended the
protection to 9 subtypes of the HPV virus, known as 9-valent
and including against subtypes 31, 33,45, 52 and 58 of HPV,
also subtypes 6, 11, 16, 18 that were already available in
the previous version of the product. HPV is associated with
cancer of the uterus, vulva, vagina and anus. The name of the
medicine is Gardasil, which is indicated both for boys, as well
as for girls aged between 9 and 26 years. It is recommended
that vaccination be performed even before sexual initiation,
since transmission occurs through sexual intercourse.

It is important to highlight that, according to the
Ministry of Health™, the quadrivalent HPV vaccine, that is,
specifically subtypes 6,11, 16 and 18 (recombinant) in 2018,
this quadrivalent HPV vaccine started to be made available to
women with age between nine to fourteen years (9 to 14 years,
11 months and 29 days), as well as, for males between eleven
and fourteen years of age (11 and 14 years, 11 months and
29 days). Thus, including the male gender of this age group
in the vaccination program, allows to reduce the incidence
of diseases arising from the HPV virus.

This vaccine was duly registered by the Merck Sharp &
Dohme Farmacéutica®? Inc. In the same sense, follow the
indication as approved for the leaflet of Gardasil 9:“Cancers
of the cervix, vulva, vagina and anus caused by HPV types
16, 18, 31, 33, 45, 52 and 58; Genital warts (condyloma

acuminata) caused by HPV types 6 and 11. In addition to
persistent infections and the following precancerous or
dysplastic lesions caused by HPV types 6, 11, 16, 18, 31,
33, 45, 52 and 58: Cervical intraepithelial neoplasia (CIN)
of grades 2 and 3 and adenocarcinoma of the cervix in situ
(AIS); Grade 1 cervical intraepithelial neoplasia (CIN); Vulvar
intraepithelial neoplasia (NIV) of grades 2 and 3; Grades 2 and
3 vaginal intraepithelial neoplasia (NIVA); Grade 1 NIV and
grade 1 NIVA; Anal intraepithelial neoplasia (NIA) of grades
1, 2 and 3”. Eluf Neto“* on the effectiveness of HPV vaccine,
it was observed that it must be done in women who have
not started their sexual life, since they may have greater
benefits from the vaccine. However, if the woman is already
infected with some type of HPV, even though it is included
in the vaccine, she will only be protected against a disease
caused by other type of HPV virus in this vaccine.

CONCLUSION

From articles and publications guided by the achievement
of this study, it was proven that the infection resulting from
the human papillomavirus is known as a sexually transmitted
disease. It was observed that HPV has a high infection rate.

However, it became evident that both women and men
are equally infected by the HPV virus, although the vaccination
is aimed at both sexes, many are unaware.

In addition, it was corroborated that among women,
HPV is responsible for a high number of cervical tumors, so
it is necessary and indispensable to prevent this infection
caused by HPV. Consequently, the study highlighted the
importance of vaccination before sexual contact, since the
only completely safe way is complete sexual abstinence,
since condoms are not 100% safe and do not fully prevent
contact during sexual intercourse with injuries from HPV.The
study ended up confirming that the HPV vaccine currently
available in SUS is accessible and with favorable results in
fighting the virus, although it needs some improvements to
be implemented through health awareness and education.

However, for the population to understand the importance
of vaccination against infection from the HPV virus, it is
essential that health professionals are able to enable this
dialogue, since the lack of knowledge on the subject ends
up causing barriers regarding access to vaccination. It is
necessary to establish a way to enable health educationina
participatory way. Although the HPV vaccine is very effective,
there are barriers to be broken, whether for reasons of safety,
guarantee of results and religious beliefs. Thus, it has been
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demonstrated in this study, that the prevention carried out
through vaccination against HPV is quite effective, since it
decreases the appearance and development of diseases
caused by this virus.
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Resumo

Os microrganismos vivem em constante adaptacgao para sua sobrevivéncia, tanto no ambiente como no interior de outros organismos. O objetivo deste
artigo é reunir o conhecimento existente associado ao papel dos biofilmes microbianos na manutencao de bactérias, sua persisténcia e a associacao
com sua resisténcia aos antimicrobianos em infeccoes de diversos sitios anatdmicos. Trata-se de uma revisao da literatura, visando buscar estudos sobre
persisténcia e resisténcia bacteriana. Foram utilizadas as bases de dados: MEDLINE, LILACS e BVS. O biofilme é um mecanismo de sucesso evolutivo,
no qual bactérias e outros organismos se organizam e se inter-relacionam, inclusive através do Quorum sensing. As infec¢oes bacterianas associadas a
biofilmes sao de dificil tratamento, podendo ser responsavel pela cronicidade das mesmas e pela ineficacia da terapia antimicrobiana. Outra responsavel
por esta ineficacia sdo as células persisters, variantes fenotipicas que sobrevivem a terapia antimicrobiana em estado de laténcia e depois se reproduzem,
perpetuando sua existéncia. O estudo destas células e mecanismos sao de suma importancia para o acompanhamento de processos infecciosos diversos,
principalmente os cronicos.

Palavras-chave: Farmacorresisténcia bacteriana; biofilmes; infeccoes bacterianas.

Abstract

Microorganisms live in constant adaptation for their survival, both in the environment and inside other organisms. The objective of this article is to gather
the existing knowledge associated with the role of microbial biofilms in the maintenance of bacteria, their persistence and the association with their
resistance to antimicrobials in infections of different anatomical sites. This is a literature review, aiming to search for studies on bacterial persistence and
resistance. The following databases were used: MEDLINE, LILACS and VHL. The biofilm is an evolutionary success mechanism, where bacteria and other
organisms organize and interrelate, including through Quorum-sensing. Bacterial infections associated with biofilms are difficult to treat and may be
responsible for their chronicity and the ineffectiveness of antimicrobial therapy. Another responsible for this ineffectiveness are the persister cells, which
are phenotypic variants that survive antimicrobial therapy in a latent state and then reproduce, perpetuating their existence. The study of these cells and
mechanisms are of paramount importance for the monitoring of different infectious processes, especially the chronic ones.
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INTRODUCAO

As bactérias estao presentes em nosso planeta ha bilhdes
de anos e permanecem sobrevivendo mesmo diante de todos
os eventos e ambientes indspitos." Em resposta a alteracoes
ambientais e fisiologicas, ou as vezes espontaneamente, tais
microrganismos produzem varios grupos diferentes de sub-
populacdes especificas para atingir uma maior possibilidade
de sobrevivéncia.>?

Consideramos como biofilme uma comunidade de micror-
ganismos que vivem aderidos a uma superficie, envolvidos
numa complexa combinacao de compostos, como polissa-
carideos, proteinas e DNA extracelular, que dificulta a sua
erradicacdo, ja que estas estruturas podem ser consideradas
estratégias dos microrganismos para se manterem em uma
determinada superficie. Com base nessa possibilidade de
adaptacao microbiana, é extremamente relevante considerar a
dificuldade de se conterinfe¢des causadas por microrganismos
organizados nestes biofilmes.“*® Esta situacao pode ocorrer
em diferentes contextos, como no ambiente e até mesmo no
hospital, fazendo com que estas bactérias possam necessitar
de enfoques diferentes para a sua eliminacdo.”®

Um tipo de subpopulacdo importante, encontrada nos
biofilmes, sdo as chamadas células persisters, detectadas
inicialmente por Bigger em bactérias do género Staphylo-
coccus sp., e mais tarde também pela equipe de pesquisa de
Amato e Brynildsen em Escherichia coli e outras espécies.*'?
Essas cepas exibiram fenétipos temporarios de resisténcia a
antimicrobianos (geralmente a multiplos farmacos), distin-
guindo-se daquelas que desenvolvem resisténcia permanente
por mutagdes genéticas ou transferéncia horizontal de genes.
(M A descoberta de persistentes em biofilmes reacendeu o
interesse por essas células incomuns. De fato, a presenca
de células persistentes pode ser importante na etiologia de
muitas doencas infecciosas recalcitrantes.'?

Recentemente, a altaincidéncia de recidivas de infeccao
causada por persisters em pacientes imunocomprometidos
enfatizou a importancia desta pesquisa.’>' Acrescente-se,
ainda, a descoberta de que muitas infeccdes crénicas sdao
causadas por microrganismos persistentes, levando também
a0 uso excessivo de antimicrobianos e, sucessivamente, ao
surgimento de outras bactérias resistentes a estas classes de
farmacos." Portanto, é importante entender o mecanismo
preciso da formacéo destes biofilmes e quais seriam as estra-
tégias para seu controle. Este artigo de revisao tem como
objetivo reunir o conhecimento existente associado ao papel
dos biofilmes microbianos na manutencao de bactérias, sua

persisténcia e a associagao com sua resisténcia aos antimi-
crobianos em infeccdes de diversos sitios anatdmicos.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de uma revisao da literatura, visando buscar
estudos sobre persisténcia e resisténcia bacteriana. Foram
utilizadas as bases de dados: MEDLINE, LILACS e BVS, com
as seguintes palavras-chave: Farmacorresisténcia bacteriana,
Biofilmes, Infeccdes bacterianas e persisters. Os critérios de
inclusdo utilizados para a selecdo da amostra foram: artigos
publicados na integra em portugués, inglés e espanhol;
todo artigo, independentemente do método de pesquisa
utilizado, e abranger um periodo de 5 anos (2017 até 2022)
visando a atualidade dos dados consultados. Como critérios de
exclusao: artigos com duplicidade, acesso restrito ao resumo,
publicacdes sem adesdo ao objetivo da pesquisa e aqueles
que nao atenderam aos critérios de inclusdao. Apds busca
bibliografica com aplicacao dos filtros, critérios de inclusdo e
exclusao, realizou-se a leitura criteriosa dos titulos e resumos,
no intuito de verificar a consonancia com o objeto de estudo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Biofilme

Biofilme é uma espessa camada de microrganismos que se
agregam para formar uma comunidade microbiana. A mesma
se liga a uma superficie com uma camada de polissacarideo
chamada de substancia polimérica extracelular (SPE)."® O
SPE consiste em polissacarideos, DNA extracelular, proteinas,
lipidios, surfactantes, flagelos e pili. Esta matriz polimérica
protege os microrganismos, pois forma-se ao redor e sobre
o crescimento microbiano, promovendo o desenvolvimento
desta comunidade e protegendo de ameacas a sua sobre-
vivéncia. O biofilme é poroso, a fim de possibilitar a entrada
eficaz de nutrientes e eliminacdo de produtos residuais.®®®

De forma geral, existem dois tipos de células provenientes
de crescimento microbiano, as células individuais de vida livre
e as sésseis, que quando formam agregados podem derivar
em biofilmes,"” os quais podem ser compostos de bactérias
Gram-positivas, bactérias Gram-negativas, uma combinacao
de ambas, bactérias junto a fungos, protozoarios, algas e até
virus. Porém, na maioria dos biofilmes os microrganismos
representam menos de 10% da massa seca, sendo os outros
90% compostos pela matriz polimérica.®

As células que fazem parte de um biofilme realizam uma
complexa rede de interagdes, em que o principal objetivo
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€ manter a sobrevivéncia desta comunidade e um nivel de
organizacao. Este sistema é denominado Quorum sensing.®

Comunicagao (Quorum sensing)

O sistema Quorum sensing (QS) é um assunto extrema-
mente atual, e com base em seu estudo estamos gradual-
mente expandindo nossa compreensao sobre como as
bactérias se comunicam umas com as outras e regulam suas
atividades e interagdes.

Neste sistema, as bactérias controlam o comportamento
de toda a populacado bacteriana sintetizando e secretando
moléculas sinalizadoras, também conhecidas como moléculas
autoindutoras (Als). Esse sistema é usado pelas bactérias para
se comunicar e orquestrar a estrutura e funcao dos biofilmes
bacterianos.®

Para que isso ocorra, as bactérias que produzem essas
moléculas sinalizam para outras préximas. Quando as bacté-
rias detectam que as Als atingiram uma concentracao limite,
elas respondem alterando a expressao e o comportamento
de seus genes. Além disso, os microrganismos compartilham
material genético, que também aumenta a sobrevivéncia desta
estrutura.® Além de modificar coletivamente o comportamento
bacteriano, as Als relacionadas ao QS também podem serincor-
poradas na diafonia entre o hospedeiro e os microrganismos.'®

Os estimulos quimicos de comunicagdo (QS) entre as
células podem promover diversas mudancas no comporta-
mento da comunidade microbiana como um todo.® Entre
elas podemos citar: a resposta ao estresse promovida pela
limitacdo de nutrientes com consequente crescimento lento;
aumento da expressao de bombas de resisténcia a multiplos
farmacos; ativacao de sistemas de deteccdao de quorum e
mudancas no perfil das proteinas da membrana externa.

Em razao das especificidades do biofilme, como varia-
bilidade microbiana, o SPE, a organizacdo populacional,
a presenca de células persisters e até mesmo a eficacia do
QS, torna-se uma tarefa ardua a deteccdo do biofilme em
amostras clinicas.™

Deteccao do biofilme

O diagndstico de infeccdo por biofilme é feito princi-
palmente por achados clinicos, pois devido a sua prépria
natureza, detectd-los é um desafio. Varios métodos tém sido
sugeridos para detectar biofilmes em ambiente laboratorial,
mas esse avanco nao é tdo grande no ambiente clinico. Ou
seja, os métodos in vitro, em condig¢des ideais e controladas,
sdao muito mais eficazes do que o diagnéstico in vivo, direta-
mente no sitio de formacao do biofilme.”'?)

As infeccOes por biofilme geralmente estdo associadas a
infeccdes cronicas e permanecem nos locais de infeccdo, mui-
tas vezes na presenca de dispositivos implantados. Biofilmes
podem produzir infeccdes ocultas ou subclinicas, que provo-
cam uma resposta inflamatéria diminuida do hospedeiro e,
portanto, sdo mais dificeis de detectar e tratar. Quando um
biofilme é formado em um dispositivo implantado, ele ndo
pode ser detectado sem remocéo do dispositivo.”

Apesar da evolugao tecnolégica em deteccao laboratorial
do biofilme, as técnicas microbioldgicas ainda podem ter uma
sensibilidade nédo tao satisfatéria, como a cultura, por exem-
plo.Isto porque, ainda que as células possam ser detectadas,
existem fatores limitantes, como as variantes de crescimento
lento e as persisters, que como ja foi mencionado podem
nao formar colénias no ambiente laboratorial. Entre outros
fatores, as técnicas de cultura podem ser ineficazes devido
a heterogeneidade dos biofilmes, a presenca de espécies
mistas e ao envolvimento de cepas bacterianas exigentes.”)

Nao existe uma técnica padronizada em ambiente clinico
para deteccdo de biofilmes, embora haja extrema necessidade
e caréncia deste segmento. No entanto, as técnicas moleculares
sdo promissoras pelos avancos recentes na deteccao de bio-
filme, assim como o uso de biomarcadores associados ao bio-
filme e atécnicas deimagem. Os métodos moleculares incluem
0 sequenciamento metagendmico de tecnologias baseadas
em DNA. Desta forma é possivel revelar mais informacoes
em relacao ao método com RNA ribossémico para deteccao.
Dentre essas informacoes, podemos citar alguns mecanismos
de resisténcia a antibidticos e fatores de viruléncia.”

Outro método promissor é a utilizacao de biomarcadores,
pois quando associados ao biofilme podem detectar molécu-
las Unicas ou estimular uma resposta especifica do hospedeiro
ao mesmo. Os anticorpos podem nao ser detectados durante
uma infeccdo aguda, no entanto podem ser utilizados para
detectar uma infeccao associada ao biofilme.®

As proteinas sdao as principais substancias utilizadas como
biomarcadores para as bactérias formadoras de biofilme. Ja
as imagens de biofilme fornecem informacdes espaciais e
podem auxiliar a andlise dos outros métodos convencionais,
otimizando-0s.®

Por meio da microscopia eletronica de varredura (MEV),
tem sido possivel observar que agregados microbianos maio-
res sdo normalmente encontrados nas feridas mais dificeis
de curar, enquanto agregados menores foram encontrados
nas feridas agudas.®

Entre os métodos nao convencionais de deteccao
de biofilmes, podemos citar a investigacdo baseada em
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bioimpedancia, em que sdo utilizadas correntes elétricas e
ondas acusticas de superficie usando vibracdo.®

Biofilme e infeccoes

A infeccdo bacteriana em uma ferida segue uma “pro-
gressao exponencial’, iniciando com replicagao bacteriana,
producao de uma matriz polimérica e, por consequéncia
formacao do biofilme.® Diversos fatores colaboram para a
mudanca de colonizacao para infeccao, abrangendo a viru-
Iéncia dos microrganismos, a suscetibilidade do hospedeiro,
a carga bioldgica dos microrganismos e o compartilhamento
do material genético entre os mesmos.®'

As bactérias da espécie Staphylococcus aureus causam
diversas infeccdes cronicas e se localizam no centro dos
problemas em infec¢des adquiridas na comunidade e em
instituicoes de saude. Com sua capacidade de formar bio-
filme, sua participacao e dificuldade de resolucdo em feridas
cronicas continua a crescer.®

As feridas cronicas que nao cicatrizam incluem ulceras
venosas nas pernas, llceras nos pés diabéticos, Ulceras por
pressao e queimaduras. Uma das causas da cronicidade de
feridas se deve ao metabolismo das bactérias na superficie
da ferida, principalmente quando comeca a replicacdo. Os

Infecgdes humanas associadas a formacao de biofilme.

subprodutos ali formados, como endotoxinas e metalopro-
teinases, afetam negativamente as fases da cicatrizacdo.®

Além dos casos citados, os biofilmes séo encontrados na
sindrome do intestino irritavel, membranas timpanicas, feridas
crénicas, osteomielite, placa dentaria, infeccdes pulmonares
causadas por Pseudomonas sp., na fibrose cistica, amigdalite,
implantes, valvulas cardiacas artificiais, lentes de contato e
todos os tipos de cateteres internos.©

Uma bactéria muito presente em pesquisas é a Pseu-
domonas aeruginosa, um bacilo Gram-negativo, anaerébio
facultativo e ndo fermentador de glicose. A capacidade desta
bactéria formar um biofilme é uma de suas principais estra-
tégias de sobrevivéncia, principalmente formando canais de
agua, e tem como funcdo distribuir nutrientes e oxigénio. A
disponibilidade de nutrientes é um dos fatores limitantes
para a colonizacao, como também o gradiente de oxigénio
presente em sua superficie.?

As espécies mais comuns recuperadas de biofilme séo S.
aureus, Streptococcus spp., Proteus spp., Escherichia coli, Pseu-
domonas spp., Klebsiella spp. e Citrobacter spp,’® Dependendo
dossitio de infeccao, podemos encontrar determinados tipos
de bactérias, até mesmo uma espécie mais especifica, como
podemos observar no Quadro 1.

Infeccoes Espécies bacterianas envolvidas

(drie dentdria Cocos Gram-positivos (Streptococcus spp.)
Periodontite Bactérias bucais anaerdbias Gram-negativas

QOtite média Haemophilus influenzae

Amigdalite cronica Vdrias espécies

Fibrose cistica Pseudomonas aeruginosa

Endocardite Streptococcus do grupo viridans e Staphylococcus spp.

Fasciite necrosante

Infeccdes musculoesqueléticas
Osteomielite

Infeccdo do trato biliar

Infeccdes renais

Prostatite bacteriana

Desvio de liquido cefalorraquidiano
Lentes de contato

Suturas

Pneumonia associada a sistema de ventilacdo
Vdlvulas mecanicas cardiacas
Infeccdes em cateter endovascular

Streptococcus do grupo A

Cocos Gram-positivos

Vadrias espécies

Bactérias entéricas

Bacilos Gram-negativos

Escherichia coli

Staphylococcus spp.

Pseudomonas aeruginosa e cocos Gram-positivos

Staphylococcus spp.

Bacilos Gram-negativos

Cocos Gram-positivos

Staphylococcus spp.

Fonte: Adaptado de Vermelho e colaboradores (2008).%"
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Biofilme x Resisténcia

Quando o biofilme é produzido em organismo, a infeccao
por diversas vezes se torna crénica e ndao cede ao uso de
antimicrobianos nem ao sistema imunolégico do hospe-
deiro, interferindo na atividade fagocitica do macréfago ou
contribuindo para a inativagao de anticorpos.®

Atolerancia ao antimicrobiano pelo biofilme é diferente
da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos. Bactérias
incorporadas em um biofilme sdo capazes de sobreviver ao
tratamento com antimicrobianos por conta da tolerancia e até
resisténcia. Entretanto, no primeiro caso, quando o biofilme
é rompido, as bactérias se tornam suscetiveis ao tratamento
com antibidticos.®

Aresisténcia do biofilme é derivada de inumeros fatores
e pode variar muito de uma infeccdo para outra. As bactérias
dentro de um biofilme, por exemplo, podem resistir a uma
concentracdo de antimicrobiano de até mil vezes mais que
a Concentracao Inibitéria Minima (CIM), quando em estado
planctonico. ©

Persisters

Persisters sao variantes fenotipicas das cepas bacterianas
habitualmente presentes no biofilme, cuja fun¢ao é a sobrevi-
véncia. Estas células ficam num estado de aparente dorméncia,
nao se dividem, exibindo tolerancia a multiplos farmacos e
podem sobreviver ao tratamento com diversos antimicrobia-
nos conhecidos. Além disso, algumas nao sao cultivaveis e o
mecanismo de tolerancia persistente é distinto dos mecanismos
bem compreendidos de resisténcia a antibidticos.?

E possivel observar esse fenémeno também no ambiente,
uma vez que Persisters ja foram detectadas em esgoto,
trazendo riscos a saude por conta de ineficacia no seu tra-
tamento.?? As pressoes gerais enfrentadas por bactérias
no ambiente incluem uma variedade de condigdes, como
a necessidade de nutrientes frente sua escassez, estresse
oxidativo, Quorum sensing, resposta a danos e a presenca
de antibidticos, induzindo a formacao de células persisters.?

Ha evidéncias consideraveis em modelos in vivo, desta-
cando a importancia das persisters em prolongar o tempo
de infeccoes. O papel potencial dessas células na recaida
de processos infecciosos também é uma razao significativa
para investiga-las.?” As andlises acerca das persisters séo um
grande desafio, mediante a transitoriedade e reversibilidade
de tal estado fisiol6gico, assim como a pequena quantidade
de material biolégico que pode ser gerado a partir das raras
células em relacao ao restante das colénias.

Durante muitos anos e por falta de investimentos na area,
o foco dos estudos se concentrou em manipular populacdes
bacterianas, geneticamente ou ambientalmente, aferindo as
mudancas que essas manobras tinham em relacdo a comu-
nidade bacteriana e na formacao de persisters.?

Com o passar do tempo e da evolugao tecnoldgica,
tornou-se prioridade a pesquisa unicelular, uma vez que as
persisters sdo uma parcela minima da populacdo microbiana.
O uso de dispositivos microfluidicos associados a microscopia
e citometria de fluxo tornou-se alternativa promissora. Com
a utilizacdo destes dispositivos, o isolamento unitario de
bactérias foi possivel, assim como acompanhar o compor-
tamento individual usando microscopia de lapso de tempo
e resultando em um mapeamento histérico das persisters.??

Persisténcia x Resisténcia

Existe ainda muita desinformacéo sobre o entendimento
de persisters, principalmente no tocante a diferenca entre
este tipo de célula e a resisténcia. O fendmeno de persistén-
cia difere em alguns aspectos, tanto no nivel populacional
quanto no nivel individual.*” Podemos observar algumas
destas diferencas na Figura 1.

No nivel populacional, enquanto as col6nias suscetiveis
e as resistentes apresentam homogeneidade, as colénias que
apresentam persisténcia sao heterogéneas. Este fato ocorre
por conta das células persisters serem minoria e estarem em
laténcia, por consequéncia nao se reproduzindo. Frente a
exposicao aos antimicrobianos, em disco-difuséo, existe halo
de inibicdo semelhante entre colOnias suscetiveis e as que
apresentam persisténcia. Em contrapartida, as resistentes
exibem reducéo significativa do halo ou até a auséncia do
mesmo. Outra grande diferenca é a cinética bacteriana apds
a exposicao aos antimicrobianos.®”

A curva de crescimento das coldnias suscetiveis entra
normalmente em declinio, terminando em morte de todas
as colonias. Na curva de crescimento das resistentes, ha
crescimento continuo e na curva das col6nias contendo
persisters, hd um grande declinio causado pelas mortes das
nao-persisters, chegando depois a uma estabilizagao atribuida
as células portadoras do fendbmeno de persisténcia.*2

No nivel de célula Unica, as células persisters nao apre-
sentam estabilidade, pois nao ha transmissao de persisténcia
para as préximas geragoes. Assim como as células suscetiveis,
as persisters ndo apresentam crescimento frente a exposicdo a
antimicrobianos. J& as bactérias resistentes apresentam cres-
cimento frente a exposicdo a antimicrobianos especificos.®2
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Suscetibilidade Resisténcia Persisténcia
Heterogeneidade
F
Concentragao
z inibitoria s r 1 B
S minima
)
°
z - - b
cinética = 1 =2 =
Tempo Tempo
Estabilidade Sim Sim

e _ o i
: @ @ :
- Sim Sim Nao
o
'8 Crescimento - P -
E em antibidtico
2

Antibiético Inespecifico Especifico Inespecifico

Diferencas populacionais e individuais entre suscetibilidade, resisténcia e persisténcia

Fonte: Adaptado de Gollan et al. (2019).24

CONCLUSAO

Biofilme e persisters estao presentes no ambiente e
também na clinica, sendo um desafio tanto detecta-los
quanto tratar infeccdes associadas. Os estudos acerca dos
topicos abordados dao base para melhorar o entendimento
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associado afisiopatologia e aos novos métodos diagndsticos
adequados para a deteccao in vitro e in vivo desta comuni-
dade microbiana tdo organizada, assim como o fenébmeno
de persisténcia e a diferenca deste para a resisténcia aos
antimicrobianos. Tais estudos sdo cruciais na compreensao
de processos infecciosos cronicos e de dificil tratamento.
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Resumo

Introdugdo: No laboratério de andlises clinicas existem habitualmente relacées concomitantes de diversos medicamentos com exames laboratoriais.
Sabendo que alguns medicamentos utilizados pelos pacientes podem interferir nos exames laboratoriais, a selecao desses farmacos e sua associacdo
com diferentes exames pode minimizar resultados equivocados. Objetivo: Demonstrar os medicamentos que mais podem gerar interferéncia nos
exames laboratoriais. Material e métodos: Foram selecionados 91 artigos de pesquisa, publicados em periddicos nacionais na lingua portuguesa, inglesa
e espanhola entre 2015-2020. Apenas 29 estudos foram incluidos no trabalho, considerando as caracteristicas gerais dos estudos e a interferéncia
medicamentosa nos testes laboratoriais. As bases de dados utilizadas para a pesquisa do tema foram: LILACS, PubMed e SciELO, a partir dos seguintes
descritores: Interacdo medicamentosa, exame laboratorial, diagndstico. Resultados e discusséo: De acordo com os dados encontrados na literatura, existe
interferéncia de medicamentos em testes bioquimicos, microbioldgicos, hematoldgicos, imunolégicos, imuno-hematoldgicos e urina tipo 1. Dentre os
medicamentos encontrados como interferentes estao inclusas as classes de anti-hipertensivos, diuréticos, antidiabéticos, antibidticos, anticoagulantes,
anticoncepcionais, anti-histaminicos, corticosteroides, imunossupressores sistémicos, antipsicotico, anticorpos monoclonais, antiparkinsonianos e opioides
analgésicos. Conclusdo: As classes medicamentosas que mais geram interferéncias sao os anti-hipertensivos e os diuréticos, e os testes bioquimicos sdo
mais afetados na rotina laboratorial pelos medicamentos.

Palavras-chave: Avaliagdo de processos (cuidados de satide); boas préticas de manipulacao; capacitacao profissional; controle analitico de qualidade.

Abstract

Introduction: In clinical analysis laboratory, there are usually concurrent relationships between different drugs with laboratory tests. Knowing that some
medications can interfere with laboratory tests, the selection of these drugs and their association with each test performed highlighting their possible
interference, can minimize erroneous results. Objective: To demonstrate the drugs that can most interfere with laboratory tests. Material and methods: 91
research articles, published in national journals in Portuguese, English and Spanish between 2015-2020, were selected, only 29 studies were included in
the synthesis of the study, considering the general characteristics of the studies, the drug interference in the tests laboratory tests. The databases used to
research the theme were: LILACS, PubMed and SciELO, based on the following descriptors: Drug interaction, laboratory examination, diagnosis. Results and
discussion: According to the literature, there is interference by drugs in biochemical, microbiological, hematological,immunological, immunohematological
and type 1 urine tests. The drugs found to be interfering are included in the classes of; antihypertensives, diuretics, antidiabetics, antibiotics, anticoagulants,
anticonseptives, antihistamines, corticosteroids, systemic immunosuppressants, antipsychotic, monoclonal antibodies, antiparkinsonians and opioids
analgesics. Conclusion: The drug that generate the most interference are antihypertensive drugs and diuretics, and biochemical tests are affected in the
laboratory routine by drugs.
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INTRODUCAO

Os laboratérios de analises clinicas sao baseados em
procedimentos que se iniciam na coleta de dados e espécime
do paciente, passam pelo processamento das amostras e
finalizam na geracao do laudo laboratorial. Esse processo é
dividido em trés fases: pré-analitica, analitica e pds-analitica.
Afase pré-analitica inclui a requisicdo do exame, a orientacdo
sobre a coleta do material, o transporte até o laboratério
clinico (caso seja um espaco diferente do local de coleta) e o
cadastramento das amostras. Desse modo, a fase pré-analitica
é a etapa que mais impacta custos e qualidade dos resultados
laboratoriais."” A fase analitica € a segunda fase a ser execu-
tada, onde sdo realizadas as andlises do material coletado, o
seu monitoramento, a supervisao dos equipamentos e dos
reagentes, além da avaliacdo da estabilidade das amostras.
Por fim, a fase pds-analitica tem como papel representar as
analises realizadas na fase analitica em forma de um laudo
laboratorial autoexplicativo e claro a fim de contribuir com
a tomada de decisao médica."”

O preparo para a realizacdo da fase pré-analitica pode se
tornar facil caso haja uma orientacdo adequada aos pacientes
antes do exame, como orientacdes on-line, uso de aplicativos
do laboratério ou aplicagao de questiondrios que instruam
os pacientes sobre a associacdo de exercicios fisicos, habitos
de ingestdo de bebida alcodlica ou periodo menstrual, além
da utilizacdao de medicamentos em uso continuo ou nao
continuo antes da coleta do material bioldgico.?

No laboratério de andlises clinicas, ¢ comum a relacao
concomitante de diversos medicamentos com exames
laboratoriais, porém essa associacao pode iniciar o que
é denominado interacdo medicamentosa (IM), interacao
entre os medicamentos e os exames laboratoriais, sendo
que os seus efeitos em até determinado ponto sdo de forma
esperada, no entanto, em alguns casos, essas interagoes
podem levar a resultados equivocados e ineficientes no
tratamento do paciente.®

As IMs se subdividem em farmacocinéticas ou farmaco-
dinamicas, que podem ser afetadas por fatores especificos
do paciente, incluindo processo de doenca, polifarmacia,
dose e frequéncia de medicamentos.” Na farmacocinética,
medicamentos sofrem absorcao, distribuicao, biotransfor-
macao e excrecdo. Ja na farmacodinamica o medicamento
age no tecido-alvo onde tem efeito.”

Em um estudo, Souza e colaboradores mostraram que
muitos farmacos tém o efeito de proporcionar reacoes in
vivo, in vitro ou em ambos, dependendo do teste laboratorial.

Nesses casos, quando um medicamento induz alteragao de
um principio biolégico por meio de um mecanismo fisiolo-
gico ou farmacoldgico, a interferéncia ou reacao adversa é
facilmente detectada.”

As principais razdes do potencial da gravidade clinica
sdo classificadas em leves, moderadas e graves, classificacdes
que permitem prevenir os agravos de interferéncias medi-
camentosas para monitorar de forma eficaz o uso racional
de farmacos.® Com isso, as interferéncias medicamento-
sas de gravidade leve representam uma resolucao clinica
limitada, ndo impondo alteracdes no tratamento médico;
as interferéncias medicamentosas de gravidade moderada
podem piorar o quadro clinico do paciente e requerem uma
alteracdo da terapia farmacoldgica para ndo comprometer
o tratamento; as interferéncias medicamentosas com gravi-
dade grave precisa de acdo médica imediata, pois o paciente
corre risco de morte.”)

A rotina de um laboratério é complexa, com multiplos
processos diferentes que estao relacionados pela grande
variedade de andlises em niveis plasmaticos, séricos e urina-
rios em cada individuo.® Essa rotina possibilita determinar
circunstancias patolégicas diante dos resultados obtidos. Os
profissionais que interpretam os resultados devem seguir
normas que planejam diminuir desacertos ou até mesmo
evita-los.”) Sabendo em que grau o medicamento pode
interferir, existe uma variacdo com o procedimento utili-
zado, podendo ser detectado no sangue e na urina. Com
isso, para diminuir essa interferéncia as amostras de sangue
em uma detecc¢édo de patologia clinica, o ideal é efetuar os
exames quando o uso do medicamento for suspenso, ou em
um periodo de utilizagdo de minimas doses ou, no caso de
medicamentos que ndo podem ser interrompidos, deixar
registrado na ficha do paciente.®'%

Os medicamentos utilizados de forma continua possi-
bilita um rastreio em situacdes de risco, em que possiveis
alteragcées no organismo podem interferir no seguimento
das andlises e alterar o diagnostico."" A literatura indica
que o uso de varios medicamentos também compromete os
resultados dos exames, contribuindo para um diagnéstico
falso positivo ou falso negativo. E de conhecimento cienti-
fico que muitos farmacos interferem nos exames, e que no
organismo, ao interagirem com substancias que contém os
reagentes quimicos utilizados, podem estar associados a
essa alteragao no diagnéstico.™

Pessoa e colaboradores enfatizaram que os riscos de
interferéncia medicamentosa podem aumentar quando
o paciente usa mais de um farmaco. De fato, isso deve ser
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averiguado pelos profissionais de salide com antecedéncia
a execucao dos exames.'” Além dos formularios que sdo
aplicaveis antes do exame, os gestores dos laboratérios de
analises clinicas precisam desenvolver e implantar um sistema
de gestdo que seja eficaz e que possa avaliar melhor o pefrfil
do paciente e liberar exames com qualidade.

Sabendo que a interferéncia medicamentosa é uma
situacdo comum que pode alterar os resultados de andlises
clinicas, o objetivo dessa revisdo é alertar os profissionais
analistas, no sentido de que estejam mais atentos na liberacao
dos laudos, diminuindo a quantidade de erros e determinado
um diagndstico mais fidedigno para os pacientes.

MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo desta revisao bibliogréfica foi feito um
levantamento de publicagdes cientificas relacionadas coma
tematica sobre interferéncia de medicamentos em exames
laboratoriais. Os critérios de inclusdo dos artigos foram
estabelecidos da seguinte maneira: ser artigo de pesquisa
publicado em periédicos nacionais na lingua portuguesa e
inglesa entre 2015 a 2020. As bases de dados utilizadas paraa
pesquisa do tema foram: LILACS (Literatura Latino Americana
e do Caribe em Ciéncias Sociais e da Sauide), PubMed e SciELO
(Scientific Eletronic Library Online) para coleta de dados, a
partir dos seguintes descritores: Interacdo medicamentosa,
exame laboratorial, diagndstico.

Durante a coleta e analise do material foram coletados
91 artigos de pesquisa, e dentre estes foram excluidos 62
artigos que na leitura do resumo nao apresentavam relagao
com a problematica do estudo que foi identificar interferéncia
nos exames laboratoriais em decorréncia do uso de medica-
mentos. Para analise dos 29 artigos selecionados e sintese
do trabalho, foram realizados os seguintes procedimentos:
leitura informativa ou exploratéria, que constitui na leitura
do material para saber do que se tratavam os artigos; leitura
seletiva, que se preocupou com a descricao e selecdo do
material quanto a sua relevancia para o estudo; leitura critica
e reflexiva que buscou por meio dos dados a construcao dos
resultados encontrados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Interferéncia dos anti-hipertensivos em testes
bioquimicos

Os exames bioquimicos sao importantes parametros que
possibilitam averiguar as alteracdes metabdlicas responsaveis

pelo desenvolvimento de doencas de cada individuo. A ava-
liacdo de exames laboratoriais na pratica clinica possibilitaa
deteccao de individualidade bioquimica de cada individuo,
em conjunto com os sinais clinicos e avaliacdo dietética.?

No caso dos anti-hipertensivos, sua relacdo com os exa-
mes é homogénea, pois as doencgas cardiovasculares sao as
principais causas de morte da populacdo adulta no Brasil,
tendo um alto indice de casos de interferéncias.®'®¥ Nesse
contexto, a literatura menciona o aumento na analise de
creatinina, de transaminase glutamico-oxalacética (TGO) e de
lipoproteinas de alta densidade (HDL) no soro de individuo
que utiliza o captopril, um inibidor da enzima conversora
da angiotensina .>'>' No exemplo de efeito fisioldgico, o
enalapril™ e a hidroclorotiazida,"® que sao utilizados para
hipertensao, causam aumento nas dosagens de acido urico
no soro.® Qutra interferéncia é observada no uso do pro-
pranolol, também um anti-hipertensivo, o qual demonstra
aumento no exame de tiroxina (T4) no soro.?

Em seu estudo, Silva descreveu que os farmacos para
hipertenséo utilizados antes do processo de coleta para o
exame podem interferir de forma consideravel, sendo que
a interferéncia fisiolégica se da por mecanismo de acdo
relacionada a nefrotoxicidade. O propranolol, por sua vez, é
associado a um aumento sérico de triglicerideos e reducao
dos niveis de lipoproteinas de alta densidade (HDL), podendo
elevar as bilirrubinas.®

O captopril apresenta falso aumento de frutosamina no
soro e, dependendo dos pacientes, pode indicar a elevagao
de potassio (hipercalemia), como a aparente neutropenia
naqueles com mais de trés meses de tratamento, como
também o aumento de cetonas, tanto em concentracdes
supraterapéutica como terapéutica.®'?

Vaca Sarasti e colaboradores mostraram que o uso da
levotiroxina sédica, assim como o propranolol, demons-
tra alteracdes nos exames com altos numeros de T4, cuja
indicacao é para o tratamento do hipotireoidismo como
reposicdo hormonal. O hipotireoidismo é uma alteragdo
tireoidiana muito frequente e usualmente o diagnoéstico e
o tratamento sao simples, mesmo quando essas alteracoes
sdo detectaveis."”

Interferéncia dos diuréticos em testes bioquimicos

No caso dos diuréticos, os tiazidicos, como a clortali-
dona, sdo especificos para o balanco do célcio, diminuindo
a excregao urindria, aumentando os niveis séricos. Mesmo
assim, eleva os niveis de colesterol total (CT), da lipoproteina
de baixa densidade (LDL) e lipoproteina de muito baixa
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densidade (VLDL-C)."¥ No entanto, o diurético de alca, como
a furosemida, diminui os niveis de sédio, cloreto, potassio,
calcio e magnésio no soro. O farmaco também esta associado
ao aumento sérico dos niveis de creatinina, ureia, colesterol,
triglicérides e de acido urico."3

Interferéncia dos antidiabéticos em testes bioquimicos

O cloridrato de metformina é um antidiabético, também
citado por causar resultados falsos positivos em testes bio-
quimicos de cetona urinaria, diminuindo as concentra¢ées do
colesterol total, de lipoproteina de baixa densidade (LDL), de
glicose, de insulina e de triglicerideos. O uso desse farmaco
em um tempo prolongado pode alterar aforma de absorcdo
celular da cobalamina (B12), diminuindo a captacao de ferro.®

Assitagliptina € um medicamento usado como segunda
escolha para o tratamento do diabetes tipo 2 em pacientes
que nao responderam a metformina. O uso deste farmaco
estd associado a elevacao na concentracao de incretinas, que
sdo peptideo semelhante a glucagon 1 (GLP-1) e peptideo
inibidor géstrico (GIP), resultando em aumento de secrecdo
de insulina e diminuigao na secrecdo de glucagon.®

Interferéncia dos anticoncepcionais em testes
bioquimicos

Os medicamentos anticoncepcionais orais sdo utilizados
para contracepcao, e agem através de hormonios,impedindo
a ovulacao e assim evitando a gravidez sem planejamento.
Alguns desses medicamentos, como por exemplo, Diane 35,
Selene e Nordette, estdo associados a elevacdo naformacao
de trombina, gerando o risco de tromboembolismo venoso
associado a alta dosagem de etinilestradiol, hormdnio sinté-
tico que faz parte da composicdo do medicamento, gerando
aumento dos niveis plasmaticos de tempo de protrombina
(TP), de tempo da tromboplastina parcial ativada (TTPA), de
tempo de trombina (TT) e na dosagem de fibrinogénio.™

Interferéncia dos antibioticos em testes microbiologicos

A urocultura é um exame de urina que serve para iden-
tificar bactérias causadoras da infeccdo urinaria. De modo
mais simples, é capaz apenas de identificar o microrganismo
que estad causando a infec¢do. O uso de antibioticos gera
interferéncia caso o paciente esteja fazendo uso, e pode
inibir o crescimento das bactérias.?

Dependendo do medicamento, a terapia deve ser sus-
pensa por alguns dias antes da realizagao dos exames labo-
ratoriais. Aos pacientes em uso de antibiéticos, torna-se

imprescindivel a retirada, no minimo, 7 dias antes da rea-
lizacdo de exames de cultura. Sendo assim, uma forma
regulamentada para auxiliar na reducdo dessas alteragcoes
é o0 monitoramento dos medicamentos, que consiste na
pratica de farmacovigilancia.®”

Interferéncia dos antibioticos em teste de urina tipo 1

O uso de antibacterianos como benzilpenicilina e de
cefuroxima pode induzir a resultados falsos positivos na
medicao de glicose urindria, pelo método de reducdo do
cobre. Outro antibacteriano, a doxiciclina, gera interferéncia
com o teste de fluorescéncia, resultando em niveis de cate-
colaminas falsamente aumentados na urina.??

Interferéncia dos anticoagulantes em testes
hematoldgicos

O hemograma completo é um exame que serve para a
avaliacdo da saude geral do paciente, fornecendo diagnéstico
de doencas, acusando disturbios sanguineos e para acompa-
nhamento nos diversos tratamentos.?® Alguns medicamentos
podem causar alteracées hematoldgicas graves, como a
agranulocitose, aplasia de medula éssea e trombocitopenias.®

Aliteraturarelata sobre a trombocitopeniainduzida por
heparina (TIH), pela administracao de heparina, que resulta
na agregacao plaquetdria. A TIH tipo Il ocorre quando tem
formacao de anticorpos tipo IgG contra o complexo heparina
e o fator IV plaquetério, com diminuicéo da proteina C, da
antitrombina, do cofator de heparina Il, levando ao quadro
grave de formacao de trombos arteriais ou venosos.?”

Os anticoagulantes como tripotassico (K, EDTA), que
tem funcao quelante de ions metalicos, atuam no sangue
sequestrando o célcio plasmatico disponivel, inibindo a cas-
cata de coagulacao, preservando a morfologia eritrocitaria
apos a coleta da amostra de sangue. A literatura afirma que
0 excesso de tripotassico (K,EDTA) pode diminuir o valor do
hematdcrito e do volume corpuscular médio (VCM) devido a
hipertonicidade do plasma com concentracdo idnicaaumen-
tada, causando aumento da concentracdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM), sem alterar a concentracao de
hemoglobina.®

Interferéncia dos anti-histaminicosos em testes
imunoldgicos

Os testes imunologicos detectam a presenca de anti-
corpos contra parasitas, fungos, bactérias ou virus. Podem
também detectar a presenca dos antigenos desses agentes,
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indicando diretamente a sua presenca no hospedeiro. Os tes-
tesimunoldgicos podem ainda ser utilizados para a deteccao
de hormonios ou outras substancias quimicas.®®

Sabe-se que anti-histaminicos devem ser suspensos por
mais de 96 horas antes dos testes de leitura imediata, pois
podem interferir no resultado, minimizando ou inibindo
reacoes de leitura. Para os de leitura tardia, anti-histaminicos
estao liberados.®”

Interferéncia dos corticosteroides em testes
imunoldgicos

Para os testes de leitura tardia, os pacientes devem,
preferencialmente, estar sem o uso de corticosteroides, pois
podem interferir no resultado, minimizando ou inibindo
reacoes de leitura.?”

Interferéncia dos imunossupressores sistémicos em
testes imunologicos

Osimunossupressores sistémicos agem na divisao celular
e sdo usados na prevencao de rejeicao de transplantes e no
tratamento das doencas autoimunes. Os pacientes devem,
preferencialmente, estar sem o uso de imunossupressores
sistémicos, pois podem interferir no resultado, minimizando
ou inibindo reacdes do teste de leitura tardia.?”

Interferéncia de antipsicético em testes imunolégicos

A literatura cita que a clorpromazina é um antipsicético
gue gera interferéncia baseada em reagcbesimunoldgicas entre
gonadotrofina coridnica humana (HCG) e anti-HCG, resultando
em falsos positivos ou falsos negativos de gravidez.??

Interferéncia dos anticoncepcionais em testes
imunoldgicos

Os anticoncepcionais orais conhecidos como Diane 35,
Selene e Nordette também demonstraram interferéncia nos
testes que avaliam os sistemas reguladores da coagulacao na
avaliacdo de quantificacdo da proteina total e livre, gerando
niveis diminuidos de antitrombina pelo principio do teste de
imunonefelometria, e de proteina S no ELISA.?

Interferéncia de anticorpo monoclonal em testes
imuno-hematoldgicos

Os testes imuno-hematolégicos sao fundamentais para
subsidiar as pesquisas pré e pés-transfusionais realizadas

entre o sangue do doador e do receptor, com o objetivo de
evitar reagdes indesejadas no momento da transfusao de
hemocomponentes.?®

Observou-se em pacientes que fizeram uso do Dara-
tumumabe (DARA), a presenca de anticorpo monoclonal
lgG1k que reconhece uma proteina transmembranar (CD38)
altamente expressa nas células malignas caracteristicas do
mieloma multiplo, onde o uso do DARA interfere nos testes
de compatibilidade sanguinea, complicando a liberacao
segura de hemoderivados, causando pan-reatividade em
testes soroldgicos de rotina, gerando reacdes de agluti-
nacao positiva em testes indiretos de antiglobulina (IATs),
como testes de detecgao (triagem) de anticorpos, painéis de
identificacdo de anticorpos e testes cruzados de globulina
anti-humana (AHG).#?

Interferéncia de opioide analgésico em testes
toxicoldgicos de urina

A literatura relata que a oxicodona, medicamento da
classe opioide analgésico, tem demonstrado interferéncia nos
resultados dos testes toxicoldgicos para cocaina e maconha.??

Afim de tracar as alteracdes que medicamentos podem
exercer em resultados de exames laboratoriais, consolidamos
alguns dados obtidos na literatura, que sao apresentados
na Tabela 1.

CONSIDERAGOES FINAIS

As interferéncias medicamentosas sdo responsaveis
por gerar diversos erros analiticos que envolvem os testes
laboratoriais bioquimicos, hematolégicos, imunolégicos,
imuno-hematoldgicos, microbioldgicos e na uranalises. Os
testes de bioquimica sdo os que mais sofrem alteracdes nos
resultados por conta dessas interferéncias. Dentro desses
interferentes, os diuréticos e anti-hipertensivos predominam
quando comparados aos demais estudados. Sendo assim, as
interferéncias por medicamentos ja sao encontradas em publi-
cacoes cientificas na literatura comprovando a necessidade
da investigacao desse eixo de estudo, o que ndo descarta
a importancia de novas pesquisas cientificas, pois existem
novos medicamentos que podem demonstrar a necessidade
de especificacdes para auxiliar os profissionais de saude, no
momento de realizar os testes para evitar qualquer equivoco
nos resultados dos testes.

RBAC. 2022,54(3):235-242

239



Medicamentos em exames laboratoriais | Souza CL, Mendes LML, Araujo SNO

Medicamentos que exercem interferéncia em resultados de exames laboratoriais

MEDICAMENTOS EXAMES

MATERIAL

REFERENCIA

ANTI-HIPERTENSIVOS

Propranolol 1 Triglicerideos
1 Bilirrubinas
1 Tiroxina (T4)
| Lipoproteinas de alta densidade (HDL)

Soro

(3)®)(17)

Hidroclorotiazida 1 Acido drico
1 Glcio
1 Glicose

Soro

(16)

Enalapril 1 Acido drico

Soro

(15)

Captopril 1 Creatinina
1 K- Potéssio
1 Transaminase glutamico-oxalacética (TGO)
1 Lipoproteina de alta densidade (HDL)

Soro

(14)(16)(8)

Levotiroxina sédica 1 Tiroxina (T4)

Soro

(17)

DIURETICOS

Clortalidona 1 Colesterol total (CT)
1 Lipoproteina de baixa densidade (LDL)
1 Lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL-C)

Soro

(13)

Furosemida 1 Creatinina
1 Ureia
1 Colesterol
1 Triglicérides
1 Acido drico
1 Sédio
1 Cloreto
| Potassio
| Glcio
| Magnésio

Soro

ANTIDIABETICOS

Cloridrato de Metformina 1 Cetonas urindrias
1 Colesterol total (CT)
| Lipoproteina de baixa densidade (LDL )
| Ferro
| Triglicerideos
1 Insulina
| Glicose

Soro

Sitagliptina 1 Insulina
| Glucagon

Soro

ANTICONCEPCIONAIS

Diane 35, Selene e Nordette 1 Tempo de protrombina (TP)
1 Tempo da tromboplastina parcial ativada (TTPA)
1 Tempo de trombina (TT)
1 Fibrinogénio
| Antitrombina
| Proteina S

Plasma

(19)
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2020;56:1-8.

MEDICAMENTOS EXAMES MATERIAL REFERENCIA

ANTIBIOTICOS

Antibiéticos | Presenca de bactérias no exame de urocultura Urina (20)

Benzilpenicilina e Cefuroxima Falso positivo de glicose. Urina (22)
Doxiciclina Falso aumento de catecolaminas. Urina (22)
ANTICOAGULANTES
Heparina | Proteina C Sangue (24)
| Antitrombina
| Cofator de heparina ll
Tripotéssico | Hematécrito Sangue (25)
(K3 EDTA) 1 Volume corpuscular médio (VCM)
1 Hemoglobina corpuscular média (CHCM)

ANTI-HISTAMINICOS

ANTI-HISTAMINICOS 1 Reacdo dos testes imunoldgicos de leitura imediata. Soro (27)

CORTICOSTEROIDES

Corticosteroides 1 Reacdo dos testes imunoldgicos de leitura tardia. Soro (27)

IMUNOSSUPRESSORES SISTEMICOS
Imunossupressores sistémicos 1 Reagdo dos testes imunoldgicos de leitura tardia. Soro (27)

ANTIPSICOTICO

(lorpromazina Falso positivo ou Falso negativo nos testes de gravidez. Soro (22)

ANTICORPOS MONOCLONAIS

Daratumumabe — DARA Aglutinacdo positiva em testes indiretos de antiglobulina. Plasma 29)
Aglutinacdo positiva em testes de deteccdo de anticorpos.
Aglutinacdo positiva em testes de globulina anti-humana (AHG).
OPIOIDES ANALGESICOS
Oxicodona Falso negativo em testes para cocaina e maconha (THC) Urina (22)
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Resumo

Introdugdo: O virus SARS-CoV-2 é o responsavel pela atual pandemia da Covid-19, que causa a Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SRAG, em inglés
SARS) com alta taxa de mortalidade. A transmissao ocorre a partir de uma pessoa infectada através de secrecées ou goticulas de saliva, tosse, espirro,
aperto de maos contaminadas ou até mesmo por objetos ou superficies previamente contaminados. Objetivo: Comparar os parametros informados nas
bulas dos testes rapidos aprovados pela Anvisa para diagndstico de SARS-CoV-2. Método: Foram utilizadas 7 bulas de testes rapidos para o diagndstico
da Covid-19. A consulta das bulas ocorreu com base nas aprova¢ées da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) através da internet. Resultados:
Os resultados encontrados para especificidade e sensibilidade apresentaram uma menor deteccao para os anticorpos IgM, evidenciando que alguns
fornecedores apresentaram 85% quando se trata de IgM e acima de 95% para deteccdo e IgG. Conclusdo: Os resultados para pesquisa de anticorpos IgG
sdo superiores aos de IgM e a validacdo de testes rapidos para Covid-19 ndo possuem uma padronizagao.

Palavras-chave: SARS-CoV-2; imunoglobulinas; cromatografia de afinidade.

Abstract

Introduction: The SARS-CoV-2 virus is responsible for the current Covid-19 pandemic that causes Severe Acute Respiratory Syndrome with a high mortality
rate. Transmission occurs from an infected person through secretions or droplets of saliva, coughing, sneezing, shaking contaminated hands or even
through objects or surfaces that are previously contaminated. Objective: Comparison of the parameters reported in the inserts of rapid tests confirmed
by Anvisa for the diagnosis of Covid-19. Method: Seven rapid test inserts were used for the diagnosis of SARS-CoV-2. The consultation of the leaflets was
based on the approvals of the National Health Surveillance Agency (Anvisa) through the internet. Results: The results found for source specificity and
sensitivity a lower for IgM, evidenced that some suppliers source 85% when it comes to IgM and above 95% for detection and IgG. Conclusion: The results
for IgG research are superior to those for IgM and a validation of rapid tests for Covid-19 does not have a standardization.
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INTRODUCAO

O virus SARS-CoV-2, responsavel por causar a Sindrome
Respiratéria Aguda Grave, é caracterizado por ser uma nova
mutacao a partir do virus da familia Coronaviridae. Em dezembro
de 2019, foi conhecido esse novo virus SARS-CoV-2, em um
pais da Asia Oriental, na cidade Wuhan, localizada na China.
No entanto, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) declarou a
pandemia pelo novo coronavirus em margo de 2020. Ressalta-se
que é uma doenca altamente contagiosa, com taxa elevada de
mortalidade quando envolve idosos, pacientes com diabetes,
cardiopatas, hipertensos eimunodeprimidos. Para o diagndstico
imunoldgico correto, a coleta do material bioldgico deve ser
realizada no periodo indicado, ou seja, apds o décimo-quinto
dia de inicio dos sintomas ou da exposicao ao virus. Caso a
coleta ocorra durante o periodo de janela imunoldgica, o
resultado pode ser um falso negativo, pois o paciente ainda
nado produziu anticorpos suficientes para a sua detec¢do.

Os virus sao esféricos e possuem o genoma de RNA de
fita simples e sao envolvidos por um envelope de gordura
(fosfolipidico). Na superficie ha varias proteinas, conhecidas
como proteina S (proteina Skipe), que é uma espicula glico-
proteica responsavel por se ligar fortemente a enzima ECA2,
localizadas nas células humanas. A partir dos trimeros da
proteina S é distribuido ao redor do envelope gerando um
aspecto de coroa, assim ocasionando o nome de coronavirus.®

Habitualmente a transmissao se dd através de uma pessoa
infectada pelo virus, por meio de secrecées ou goticulas de
saliva, tosse, espirro, aperto de maos contaminadas ou até
mesmo por objetos ou superficies, previamente contaminados.
Desta forma, entre os principais métodos profilaticos estdo:
usar corretamente méscaras adequadas para protecao do nariz
e da boca, higienizar as maos com frequéncia, utilizar alcool
gel nas maos e nos objetos previamente contaminados, evitar
contato préximo de outras pessoas como também locais com
aglomeragoes. Sabe-se que o periodo de incubagao da doenca
é em torno de 14 dias, sendo este o periodo entre o contato
com o virus até o surgimento dos possiveis sintomas. Algumas
pessoas podem se enquadrar como pacientes assintomaticos,
mas os principais sintomas apresentados pelos pacientes infec-
tados pelo virus sao falta de ar, dificuldade ao respirar, febre,
tosse seca, dor no peito, cansaco (astenia), dor de garganta,
perda de olfato (anosmia), alteracdo do paladar (ageusia) e
disturbios gastrointestinais (nduseas, vomitos ou diarreia).!?

A partir dos diversos casos da Covid-19, observou-se que
a doenca pode apresentar varios estagios. Na fase inicial, o
organismo tem o primeiro contato com o virus, e a proteina

S do coronavirus pode ligar-se diretamente ao receptor
ECA2 na superficie das células humanas. Foi evidenciado
que a ECA2 é altamente vinculada ao sistema cardiovascular,
rins, cérebro e pulmées. Desta forma, alguns pacientes com
a Covid-19 vao a ébito por faléncia multipla dos 6rgaos. A
enzima se expressa nas células epiteliais do trato respirato-
rio, como alvéolos, traqueia ou brénquios, ao qual se liga e
ocorre a replicacao. Os virions maduros sao entao liberados
das células primarias e infectam novas células-alvo.>”

O diagnostico é realizado pela avaliacdo médica dos sinais
e sintomas que o paciente estd apresentando, juntamente com
odiagnéstico laboratorial. O exame laboratorial, indispensavel
para a confirmacao do diagnostico da doenca, pode ser reali-
zado através do método de imunocromatrografia, a pesquisa
de antigeno para SARS-CoV-2 ou a pesquisa de anticorpos. O
teste imunolégico é a pesquisa de anticorpos gerados contra
o virus e normalmente inclui a pesquisa das imunoglobulinas
IgG (anticorpos de memoria) e IgM (anticorpos de fase aguda)
e em algumas metodologias é realizada a pesquisa de IgA
(anticorpos de fase aguda). O material bioldgico utilizado para
este exame pode ser soro, plasma ou sangue total, conforme
orientacdo do fornecedor de cada teste.®®

Para o diagnostico é possivel utilizar testes rapidos para
pesquisa de antigeno, sorologia para a quantificacao dos anti-
corpos e através da transcricdo reversa seguida de reacao em
cadeia da polimerase (RT-PCR).” Atualmente, o teste padrao
ouro é o RT-PCR por ser o mais sensivel para a detec¢ao do
virus. Através do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE) foram evidenciados os testes mais realizados, estando
em primeiro lugar o RT-PCR seguido dos testes rapidos para
anticorpos e em terceiro os testes soroldgicos.®

Portanto, o objetivo deste trabalho foi realizar a com-
paracdo dos parametros informados nas bulas dos testes
rapidos aprovados pela Anvisa para diagnostico de Covid-19
até o presente momento.

Testes Rapidos

A metodologia de imunoensaio utilizada nos testes rapi-
dos é conhecida como imunocromatografia e os resultados
podem ser obtidos em torno de 15 a 30 minutos. Para o teste
ser considerado como valido deve apresentar a tira Controle
reagente. Portanto, no caso de nao ser identificada a tira
Controle, o teste deve ser considerado como invalido. Através
desse método é possivel realizar a pesquisa de anticorpos. Os
testes imunocromatograficos sao compostos pelo filtro de
amostra, suporte do conjugado, membrana de nitrocelulose
e filtro de adsorcao.”

RBAC. 2022,54(3):243-249

244



Anadlise comparativa dos parametros de testes rapidos para o diagnostico de anticorpos Sars-CoV-2 | Silveira J, Avila EC, Grando AC

O filtro da amostra promove a distribuicdo uniforme
e controlada do material a ser analisado para o suporte
do conjugado, impedindo o alagamento do dispositivo. O
suporte conjugado é o resultado da conjugacdo de anticor-
pos ou antigenos com nanoparticulas que tém como funcéo
transferir uniformemente a amostra sobre a membrana do
teste. A membrana de nitrocelulose é posicionada na area
conhecida como regido analitica, devendo conter reagentes
de captura nalinha teste e linha controle. Ofiltro absorvente
é posicionado na extremidade da membrana de nitrocelulose
e tem como finalidade migrar todo o fluido adicionado no
teste, assegurando que nao ocorra a volta deste material,
evitando assim falsos positivos.®

Eindicativo que a producéo de IgM e IgA contra a proteina
antigénica S, que é a proteina presente na espicula viral, e a
N, que é a proteina estrutural do nucleocapsideo helicoidal,
ocorre em média 7 dias apds o inicio dos sintomas e, logo
apos, algG pode ser detectada quase simultaneamente a IgM
mas, ndo necessariamente, ao produzir as imunoglobulinas
IgG ocorre a diminuicao da carga viral. Os pacientes que
se enquadram com a deteccao de IgG ainda podem estar
infectados com o virus."%

METODOLOGIA

Foram utilizadas 7 bulas de testes rapidos para o diag-
nostico da Covid-19. A consulta das bulas ocorreu com base
nas aprovacdes da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(Anvisa) através da Internet ente julho de 2020 e junho de
2021. Para a revisao da literatura foram utilizados artigos
a partir do ano de 2015. Os artigos foram pesquisados de

Comparacao geral dos testes

forma eletronica através do SciELO e do PubMed, nos idio-
mas portugués e inglés. Para complementar as pesquisas
dos artigos, foram utilizadas informacgdes fornecidas pelo
Ministério da Saude (MS) e nota técnica divulgada pela Anvisa
para a investigacao do SARS-CoV-2.

As bulas de testes rapidos consultadas foram Anti Covid-
19 1gG/IgM Rapid Test, Coronavirus IgG/IgM (Covid-19), Coro-
navirus Rapid Test, Familia Teste Rapido em Cassete 2019-nCoV
1gG/IgM, Lumiratek Covid-19 (IgG/IgM), Medtest Coronavirus
e One Step Covid-2019 Test. Todos os fabricantes possuem
autorizacao para a comercializacdo dos kits pela Anvisa.

RESULTADOS

A partir destas bulas foram avaliados o total de amos-
tras testadas, a quantidade obtida de verdadeiro positivo
(VP), quando o individuo esta infectado pelo virus e possui
resultado positivo; de verdadeiro negativo (VN), quando o
paciente ndo esta infectado pelo virus e possui um resultado
negativo; de falso positivo (FP), quando o individuo ndo esta
infectado pelo virus e apresenta um resultado positivo; e
de falso negativo (FN), quando a pessoa esta infectada pelo
virus e apresenta um resultado negativo. Em conjunto, foram
avaliados os parametros de sensibilidade, especificidade,
acurdcia, valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo
negativo (VPN); através dos resultados encontrados todos
os testes apresentaram uma melhor deteccao quando se
trata de IgG. Os resultados estdo determinados na Tabela 1.

Foram avaliados os possiveis interferentes das amostras
bioldgicas e os possiveis interferentes dos kits. Os resultados
estdo descritos respectivamente na Tabela 2 e Tabela 3.

Nome comercial Total de Acuracia

Fabricante amostras VP VN FP FN S (%) E (%) VPP (%) VPN (%)
do teste (%)

testadas

Anti Covid-191gG/IgM ~ LABTEST DIAGNOSTICAS/A  Placa de 1gG:20  19G:49  1gG:0  lgG:1  19G:9524 1gG:100  19G:985  lgG:100  lgG: 98
Rapid Test reacao: 70 IgM: 17 IgM:48  IgM:3  IgM:2  1gM: 89,47 1gM: 94,12 1gM: 92,86 IgM: 85 IgM: 96
Anti Covid-191gG/IgM ~ LABTEST DIAGNOSTICAS/A  Tiradereacdo: 19G:22  19G:98  1gG:0  lgG:2  19G:91,66 1gG:100  1gG:98,36 1gG:100  IgG:98
Rapid Test 122 IgM:20  IgM:97  IgM:2  IgM:3  1gM: 89,96 1gM:97,98 1gM: 9590 IgM:91,91 IgM:97
Coronavirus IgG/lgM  Ebram produtos laboratoriais 70 1gG:20  19G:49  lgG:1  1gG:0  1gG:100  1gG:98 l9G:98,57 19G:95,24 1gG: 100
(Covid-19) Ltda IgM:17  IgM:48  IgM:2  IgM:3  IgM: 85 IgM: 96 IgM: 92,85 IgM: 89,47 IgM: 94,12
Coronavirus Rapid Test  Diagndstica industria e 586 312 234 1 49 86,43 99,57 91,61 99,68 82,68

comércio Ltda-Me
Familia Teste Rdpido  Acro Biotech Inc 70 1gG:20  1gG:49  1gG:1  1gG:0  1gG:100  lgG: 98 l9G: 98,57 19G:95,24  1gG: 100
em Cassete 2019-nCoV IgM: 17 IgM:48  IgM:2  IgM:3  IgM: 85 IgM: 96 IgM: 92,85 IgM: 89,47 IgM: 94,12

1gG/IgM
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Tabela 1 (continuacao)

Nome comercial Total de Acuracia
Fabricante amostras VP VN FP FN S (%) E (%) VPP (%) VPN (%)
do teste (%)
testadas
Lumiratek Covid-19: Lumiradx Healthcare Ltda ~ 1gG: 446 1gG:75  19G:369 1gG:2  1gG:0  1gG:100  1gG:99,47 19G:99,55 19G:97,4  1gG: 100
(IgG/Igh) IgM: 456 IgM:78  1gM:368 IgM:3  IgM:7  IgM:91,76 1gM: 99,19 1gM: 97,81 1gM:96,3  IgM: 98,13
Medteste Coronavirus ~ Medlevensohn comércio e 181 1gG:37  1gG:142 1gG:1  IgG:1  19G:97,37 19G:99,3  19G: 98,89 19G:97,36 19G: 99,3
representagdes de produtos IgM:33  IgM: 141 IgM:2  IgM:5 1gM: 86,84 1gM:98,6  IgM: 96,13 IgM: 94,28 IgM: 96,57
hospitalares Ltda
One Step Covid-2019Test  Celer Biotecnologia S/A 59 312 234 1 49 86,43 99,57 91,61 99,68 82,68

Fonte: Elaborada pelo autor.

(VP: verdadeiro positivo; VN: verdadeiro negativo; FP: falso positivo; FN: falso negativo; S: sensibilidade; E: especificidade; VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo.)

Comparagdo dos interferentes da amostra

Nome comercial

Interferentes da amostra

Anti Covid-19 1gG/
IgM Rapid Test

Nenhuma interferéncia foi observada para amostras contendo triglicérides até 500mg/dL, dcido ascérbico até 20mg/dL, hemoglobina até 1000mg/dL, bilirrubina
até 60mg/dL e colesterol total até 232mg/dL. As amostras ndo devem ser inativadas pelo calor, pois podem produzir resultados incorretos. Nos testes realizados, ndo
foram observados resultados falsamente positivos em amostras positivas para as sequintes condi¢des médicas: virus influenza A, virus influenza B, virus respiratdrio
Sincicial (RSV), adenovirus, HBsAg, Sffilis, virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e virus da hepatite C (HCV).

Coronavirus lga/
IgM (Covid-19)

As sequintes substancias potencialmente interferentes foram adicionadas a amostras negativas e positivas para o SARS-CoV-2*. Acido ascérbico: 20mgy/dL, Bilirrubina:
60mg/dL, colesterol: 6 mmol/L, hemoglobina: 1000mg/dL e triglicerideos: 50mg/dL. Nenhuma das substancias na concentracao testada interferiu no ensaio. O nivel de
hematdcrito do sangue total pode afetar os resultados do teste. O nivel de hematdcrito precisa estar entre 25% e 65% para obter resultados precisos. Foram testadas
amostras positivas para anti-influenza A, anti-influenza B, anti-RSV, antiadenovirus, anti-HBsAg, antissifilis, anti-H. pilory, anti-HIV e anti-HCV. Nao foi observada
reatividade cruzada para nenhum desses patégenos.

Coronavirus Rapid
Test

Amostra hemolisada deve ser evitada para a realizacao do teste. Os sequintes anticorpos ndo causaram interferéncias na andlise: Parainfluenza virus, Influenza A,
Influenza B, Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, Adenovirus, Respiratory syncytial, Hepatite B, Hepatite C, Treponema pallidium, HIV, EB virus, CMV,
Enterovirus tipo 71.

Familia Teste
Rdpido em Cassete
2019-nCoV IgG/
IgM

Néo utilizar amostras hemolisadas, ndo deixar as amostras a temperatura ambiente por periodos prolongados. O nivel hematdcrito do sangue total pode afetar os resultados
do teste. O nivel hematdcrito precisa estar entre 25% e 65% para resultados precisos. Os sequintes compostos foram testados usando o teste rdpido em cassete 2019-nCoV
IgG/IgM e ndo foi observada nenhuma interferéncia. Triglicerideo: 100mg/dL, Acido ascorbico: 20mg/dL, bilirrubina: 60mg/dL, colesterol total: 15 mmol/L.

0 teste rapido foi testado com amostras positivas para virus anti-influenza A, virus anti-influenza B, anti-RSV, antiadenovirus, Antissarampo, HAMA, RF, IgG ndo especifico,
IgM ndo especifico, anti-EV71, antivirus Parainfluenza, HBsAg, antissifilis, anti-H. pylori, anti-HIV e anti-HCV. Os resultados ndo mostraram reatividade cruzada.

Lumiratek
Covid-19 (g6/
IgM)

Foram testadas amostras positivas de virus anti-influenza A, anti-influenza B, anti-RSV, antiadenovirus, HBsAg, antissifilis, anti-H. pylori, anti-HIV, anti-HCV e HAMA.
Os resultados ndo mostraram reatividade cruzada. Foi observada alguma reatividade cruzada com amostras positivas para o anticorpo SARS-CoV e o Fator Reumatoide.
E possivel a reacdo cruzada com amostras positivas para o anticorpo MERS-CoV.

As seguintes substancias potencialmente interferentes foram adicionadas as amostras negativas de Covid-19: Acetaminofena:20mg/dL, cafeina: 20mg/dL, albumina:
2g/dL, Acido acetilsalicilico: 20mg/dL, Acido gentisico: 20mg/dL, etanol: 1%, Acido ascérbico: 2g/dL, creatina: 200mg/dL, bilirrubina: 1g/dL, hemoglobina: 1000mg/
dL, Acido oxalico: 60mg/dL, Acido drico: 20mg/ml. Nenhuma das substancias na concentracdo testada interferiu no ensaio.

Medteste
Coronavirus

Aandlise deve ocorrer com a amostra em temperatura ambiente, porém ndo deixe as amostras a temperatura ambiente por mais de 12 horas. As sequintes substancias
potencialmente interferentes foram adicionadas as amostras negativas e positivas para Covid-19. Acetaminofeno: 20mg/dL; cafeina: 20mg/dL; albumina: 2g/dL;
Acido acetilsalicilico: 20 mg/dL; Acido gentisico: 20mg/dL; etanol: 1% Acido Ascorbico: 2g/dL; creatina: 200mgy/d; bilirrubina: 1g/dL; hemoglobina: 1000mg/dL;
Acido oxalico: 60mg/dL; Acido drico: 20mg/mL; Nenhuma das substéncias na concentracdo testada interferiu no ensaio. O MedTeste Coronavirus foi testado com
amostras positivas para virus influenza A, virus influenza B, RSV, adenovirus, HBsAqg, sifilis, H. pylori, HIV e HCV. Os resultados ndo mostraram reatividade cruzada.

One Step
Covid-2019 Test

Amostras hemolisadas devem ser evitadas. As amostras congeladas devem ser mantidas em temperatura ambiente para que sejam completamente descongeladas
e bem homogeneizadas antes da execucdo do teste. As amostras ndo devem ser congeladas e descongeladas repetidamente. Amostras testadas a sequir ndo tiveram
impacto no resultado nas sequintes concentragdes: substancia concentragdo bilirrubina 250 umol/L, hemoglobina 9g/L, triglicérides 15 mmol/L, fator reumatoide 80
[U/mL, Titulo Anticorpo Antinuclear (ANA) 1:240, Anticorpo antimitocondrial (AMA) 80 U/mL, IgG Rato 1000 pg/mL.

Amostras positivas testadas pelo One Step COVID-2019 Test foram testadas para varios agentes. Os resultados ndo apresentaram reacao cruzada. Anticorpo virus
Parainfluenza, anticorpo Influenza A, anticorpo Influenza B, anticorpo pneumonia Chlamydia, anticorpo pneumonia Mycoplasma, anticorpo adenovirus, anticorpo
Virus Sinacial Respiratdrio, anticorpo de superficie Hepatite B, anticorpo virus Hepatite , anticorpo Treponema pallidum, anticorpo HIV, anticorpo virus EB, anticorpo
virus Measles, anticorpo Cytomegalovirus, anticorpo Enterovirus tipo 71, anticorpo Mumps e amostra positiva virus Varicela-zoster.

Fonte: Elaborada pelo autor
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Comparacao dos interferentes do kit

Nome comercial do teste Interferentes do kit

Anti Covid-19 1gG/IgM Rapid Test

0 produto nunca deve ser congelado ou exposto a temperatura superior a 30°C. Evitar exposicao das placas ou tiras de reacao a umidade ambiente.

Coronavirus IgG/IgM (Covid-19)

A umidade e temperatura podem afetar negativamente os resultados; o kit pode ser armazenado em temperatura ambiente ou refrigerado (2°C a

30°C) e em nenhum momento o kit poderd ser congelado. O teste é estdvel até a data de validade impressa no envelope lacrado ou na etiqueta da
embalagem fechada. 0 teste deve permanecer no envelope lacrado ou na embalagem fechada até seu uso. Apds aberto, o diluente possui estabilidade

de pelo menos 40 dias.

Coronavirus Rapid Test

Manter longe de luz solar direta, umidade e calor. Nao congelar o kit, que deve ser armazenado de 4°Ca 30°C.

Familia Teste Rapido em (assete
2019-nCoV IgG/IgM

Armazene como embalado na bolsa selada a temperatura ambiente ou refrigerado (2°Ca 30°C). Nao congelar.

Lumiratek Covid-19 (IgG/IgM)

Armazenar como embalado na embalagem vedada a temperatura ambiente ou refrigerado (2°Ca 30°C); nunca congelar. 0 tampéo nao coberto pode

ser armazenado a temperatura ambiente ou refrigerado (2°Ca 30°C) por pelo menos 1,5 meses. 0 teste deve permanecer na embalagem vedada até

a sua utilizacao.

Medteste Coronavirus

Umidade acima de 60% e temperaturas acima de 30°C podem afetar negativamente os resultados. O teste deve ser armazenado a temperatura ambiente

ou refrigerado (2°C a 30°C); nunca deve ser congelado. E estavel até a data de validade indicada no rétulo. O dispositivo de teste deve permanecer na
embalagem fechada até o momento da utilizagdo. Apds aberto, utilizar em até 1 hora e ndo deve utilizado apds a data de validade.

One Step Covid-2019 Test

0 produto deve ser armazenado em temperatura entre 2°C e 30°C. Nao armazenar em temperaturas elevadas. Se o produto for refrigerado, o cassete

deve ser estabilizado pelo menos 30 minutos em temperatura ambiente antes de ser utilizado. Os cassetes de teste, quando armazenados de acordo
com a temperatura indicada e em sua embalagem original fechada sao estéveis por 06 (seis) meses. Tampar a solugdo tampéo imediatamente apds
0 uso. Os componentes do kit sdo estéveis até a data de expiracdo indicada no rétulo da embalagem. O cassete de teste deve ser utilizado no prazo
méximo de uma hora apds ser retirado da embalagem.

Fonte: Elaborada pelo autor

DISCUSSAO

Diante da emergéncia mundial relacionada ao novo
coronavirus SARS-CoV-2 foi autorizada a utilizacdo dos testes
rapidos, método de ensaio imunocromatografico para a pes-
quisa de anticorpos, sem fins de diagndstico confirmatorio.
Os resultados falsos positivos para IgM e IgG isolados ou
combinados, também sao possiveis visto os imunoensaios
estarem sujeitos a reacdes cruzadas induzidas por anticorpos
inespecificos ou decorrentes de outras doencas inflamatérias
e infecciosas. O perfil de reatividade cruzada nos testes para
anticorpos anti SARS-CoV-2 ainda nao foi completamente
estabelecido porque os testes possuem limites de deteccao
muito relativos.""'?

Asensibilidade refere-se a probabilidade de um resultado
verdadeiro positivo na presenca de uma doenca. Sendo assim,
consiste em individuos afetados pela doenca a que o teste se
aplica. Nos valores obtidos foi visto que os testes que diferem
IgG e lgM apresentam um percentual menor para a sensibili-
dade daimunoglobulina IgM. Os testes Coronavirus IgG/IgM
(Covid-19) e Familia Teste rapido em Cassete 2019-nCoV IgG/
IgM apresentaram os mesmos valores para a sensibilidade;
foram os fabricantes com menor percentual de IgM 85% e
ao mesmo tempo o maior percentual para IgG de 100%.31%)

Foi evidenciado que dois testes, o Coronavirus Rapid
Test e o One Step Covid-2019 Test, ndo diferenciaram as
imunoglobulinas entre IgG e IgM, as bulas trouxeram infor-
mag¢des como anticorpos totais e possivelmente por este
motivo apresentaram uma sensibilidade de 86,43%, que foi
reduzida em relacdo aos demais fabricantes. As demais bulas
mostraram variagdes entre os dois anticorpos produzidos ao
longo da doenca; houve uma prevaléncia em que todos os
fabricantes obtiveram uma sensibilidade maior quando foi
testado o anticorpo IgG possivelmente porque quando se
encontra na fase aguda os niveis de IgM estdo reduzidos, o
que diminui a faixa de deteccao.'*'6'?

A especificidade é a probabilidade de obter um resultado
negativo quando nédo haja a doenca, ou seja, é o percen-
tual de resultados verdadeiros negativos. O fabricante Anti
Covid-19 IgG/IgM Rapid Test apresentou um percentual de
IgM equivalente a 94,12%; todos os demais testes avaliados
obtiveram uma especificidade mais elevada.'>'®

Os testes Coronavirus Rapid Test e One Step Covid-2019
Test foram os dois que realizaram os testes com maior nimero
de amostras, ambos testaram mais de 500 amostras. O Lumi-
ratek Covid-19 (IgG/IgM) foi o terceiro teste que analisou em
média 450 amostras, enquanto alguns fabricantes realizaram
em apenas 70 pacientes. Desta forma, foi evidenciado que
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nao existe uma padronizagdo para aceitacao ou rejeicdao do
kit, referente ao nimero minimo estipulado de amostras que
devem ser analisadas antes de iniciar a comercializagao.'7%

Observou-se que todos os fabricantes consideram a
temperatura como interferente dos Kkits, visto que, caso a
temperatura esteja fora do estabelecido, pode afetar nega-
tivamente as analises. Outro quesito é a questao da umidade
como interferéncia nos testes Anti COVID-19 IgG/IgM Rapid
Test, Coronavirus IgG/IgM (COVID-19), Coronavirus Rapid
Test e Medteste Coronavirus. Durante a fase analitica um dos
principais pontos que envolvem a qualidade da analise é a
umidade, temperatura das amostras ou reagentes utilizados.
Vale ressaltar que os testes podem apresentar um resultado
incorreto em decorréncia das interferéncias."

Na bula do Anti Covid-191gG/IgM esta descrito que aana-
lise se deu através da placa de reacao e da fita de reacdo. Com
base nas informacdes pertinentes da bula o procedimento
é realizado da mesma forma nas duas situacdes, porém no
molde de placa de reacdo sdo adicionadas 2 gotas do tampao
do kit e na tira de reacdo é usada apenas 1 gota. No modelo
de tira foi realizado um nimero maior de amostras; nao foi
seguido um padrao entre as duas modalidades.""®

O teste do Coronavirus Rapid Test foi o Unico que apre-
sentou sensibilidade a luz, devendo ser mantido longe da luz
solar direta."® Apenas os testes do Medteste Coronavirus e
One Step COVI-19 Test trouxeram a informacao de que, apos
aberto o cassete, a andlise deve ocorrer no periodo maximo
de uma hora."”2

Os testes Coronavirus Rapid Test e One Step Covid-19 Test
foram os que apresentaram os maiores nimeros de resultados
falsos negativos (FN), sendo 49 amostras no total. O terceiro
teste com maior nimero de FN é o Lumiratek Covid-19 (IgG/
IgM), que apresentou 7 pacientes em fase aguda como falso
negativo.*'7' Com base nesse grande nimero de pacien-
tes que foram testados como negativos, mas que estavam
infectados com o virus e possivelmente transmitindo a novas
pessoas, é evidente que os testes rdpidos possuem uma
grande margem de erro. Um teste que apresenta um ndmero
tao elevado de resultados FN certamente nao é confiavel.

Através da comparacao entre as bulas foi visto que
nenhuma acurdcia atingiu 100%, com isso percebemos que
todos os testes trabalham com uma possivel margem de erro.
Os testes de Coronavirus Rapid Test e One Step Covid-2019
Test, os dois com o menor percentual encontrado, obtiveram
acuracia de 91,61%. Portanto, a acuracia avalia a propor¢ao das
analises corretas como os verdadeiros positivos e verdadeiros
negativos. Desta forma, os testes Coronavirus Rapid Test e

One Step apresentaram a menor acurcia e esta diretamente
ligado ao fato de terem o maior nimero de FN.(131417

O valor preditivo positivo (VPP) indica qual a probabilidade
de umindividuo com teste positivo apresentar a infeccdoe o
valor preditivo negativo (VPN) indica qual a probabilidade de
um individuo com teste negativo ndo apresentar a infeccao. O
teste com o menor VPP foi Anti Covid-19 IgG/IgM Rapid Test,
com 85% para IgM. Enquanto o menor VPN foi o teste One
Step Covid-2019 Test, com 82,68%.7'® A partir dos dados
encontrados através da comparacao entre alguns fornecedo-
res, os testes Coronavirus Rapid Test e One Step Covid-2019
Test foram os que apresentaram o pior desempenho. Para
a populagao nao é recomendada a utilizacdo desses testes
porque ao realizar o teste, e se o resultado der negativo, os
leigos entendem que realmente ndo estéo infectados pelo
virus. No entanto, podem estar transmitindo para outras
pessoas e aumentando o nimero de casos na sociedade.

Os testes foram analisados na presenca de outros anti-
corpos, para verificar se causaria algum tipo de interferéncia.
O Lumiratek Covid-19 (IgG/IgM) foi o Unico que apresentou
um tipo de reatividade cruzada com amostras positivas para
o anticorpo SARS-CoV e o Fator Reumatoide. E possivel que a
reacao cruzada também ocorra com amostras positivas para
o anticorpo MERS-CoV." Os demais testes foram analisados,
porém ndo ocorreu nenhuma reacao cruzada.

A Anvisa ndo tem preconizado quais as substancias mini-
mas que devem ser comparadas entre os fabricantes, porque
todos tiveram pelo menos uma substancia diferente. Portanto,
pode ser que uma substancia especifica possa interferir em
um teste, sem ao menos ser testada em outros fabricantes. 2%

Alguns fabricantes apresentam possivel interferéncia na
amostra por hemolise, lipemia e/ou ictericia. No entanto, é
permitida a utilizagao de amostras com sangue total, e nessas
situacdes provavelmente ndo ocorre a dosagem dos analitos
para a confirmacao dos valores para averiguar se o teste sera
realizado com uma amostra apta para a analise."+2?

CONCLUSAO

Conclui-se que os testes imunocromatograficos com-
parados ao longo deste trabalho apresentaram uma melhor
deteccao na imunoglobulina IgG, nos parametros de espe-
cificidade, sensibilidade, acuracia, VPP e VPN. Desta forma,
existe uma maior probabilidade de resultados falsos negativos
na fase aguda da doenca.

As bulas avaliadas de testes rapidos para SARS-CoV-2
nao possuem uma padronizacdo no numero de amostras
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testadas, afetando diretamente a confiabilidade dos testes.
Com base nesta pesquisa, foi evidenciado que a Anvisa ndo
possui critérios de aceitacao e de rejeicao para a aprovagao
e liberacédo dos testes que estdo sendo comercializados.

A Anvisa também ndo preconiza quais as substancias
minimas que devem ser comparadas entre os fabricantes e
como sera a conferéncia para verificar se os estabelecimentos
que realizam os testes rapidos estdao dosando os analitos
antes da analise. Portanto, deveria existir uma notificacdo ou
vigilancia para monitorar se os laboratérios, hospitais e/ou
farmacias, antes de realizarem a analise, dosam os analitos
para avaliar se aamostra — mesmo sendo sangue total — esta
conforme o estabelecido: sem hemodlise, lipemia e/ouictericia.

Sendo assim, é imprescindivel que a Anvisa estipule
protocolos minimos para a aprovacao antes dos testes serem
comercializados. Desta forma, o diagnéstico ocorrerd de uma
forma mais segura e eficaz.
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Resumo

O SARS-CoV-2, causador da doenca Covid-19, € um virus de dcido ribonucleico (RNA) de fita simples, sentido positivo, pertencente a familia Coronaviridae.
Seu diagnostico se da a partir da identificacdo do material genético do SARS-CoV-2 ou através da avaliacao de respostas humorais geradas pelo organismo.
O presente estudo visa analisar a conversao e o perfil soroldgico dos pacientes em diferentes tempos de internacao no Hospital Universitario do Oeste
do Parang, assim como os dados fornecidos pelo sistema de prontuario eletronico TASY® (Philips Tasy, Blumenau-SC, BR), como sintomatologia, dados
epidemioldgicos e clinicos, além de acompanhar a evolucéo clinica do paciente durante seu tempo de internacao na unidade hospitalar. Consiste em
um estudo transversal e retrospectivo, no qual foram usadas dosagens de anticorpos IgA, IgM, IgG; foram utilizadas 31 amostras de soro de pacientes
positivos pertencentes a soroteca do Laboratério do Hospital Universitario do Oeste do Parana (HUOP). Estas amostras foram previamente coletadas de
pacientes da primeira onda de Covid-19 internados na Ala Covid e UTI-Covid do referido hospital, no periodo de abril a junho de 2020. Das 31 amostras
analisadas, a populacéo e faixa etéria prevalentes foi de adultos masculinos de 41 a 60 anos, habitantes de Cascavel (83,9%) e com desfecho de cura
(83,87%). Somente a média de anticorpos IgG ficou abaixo do valor de cut-off, sendo que os demais anticorpos positivaram. Os maiores titulos de
anticorpos foram encontrados em pacientes com idade mais elevada, os anticorpos da classe IgA e IgM mantiveram-se mais elevados entre as mulheres,
porém para anticorpos da classe IgG os homens obtiveram maiores titulos.

Palavras-chave: SARS-CoV-2; anticorpos; coronavirus.

Abstract

SARS-CoV-2, which causes COVID-19, is a positive-sense, single-stranded ribonucleic acid (RNA) virus belonging to the Coronaviridae family. Its diagnosis
is made from the identification of the genetic material of SARS-CoV-2 or through the evaluation of humoral responses generated by the organism.
The present study aims to analyze the conversion and serological profile of patients at different lengths of stay at the University Hospital of Western
Parana, in addition to analyzing data provided by the TASY® electronic medical record system (Philips Tasy, Blumenau-SC, BR), such as, symptomatology,
epidemiological and clinical data, in addition to the patients outcome during his stay in the hospital unit. It consists of a cross-sectional and retrospective
study, in which IgA, IgM, IgG antibodies were measured, using 31 serum samples from positive patients belonging to the serum library of the HUOP
Laboratory. These samples were previously collected from patients with the first wave of COVID-19 admitted to the COVID Wing and COVID-ICU of the
aforementioned hospital, from April to June 2020. Of the 31 samples analyzed, the prevalent population and age group were male adults between
41-60 years old, inhabitants of Cascavel (83.9%) and with cure outcome (83.87%). Only the average of IgG antibodies was below the cut-off value, and
the other antibodies were positive. The highest antibody titers were found in older patients, the IgA and IgM class antibodies remained higher among
women, however, for IgG class antibodies, men had higher titers.

Keywords: SARS-CoV-2; antibodies; serology.
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INTRODUCAO

A Sindrome Respiratéria Aguda Grave Coronavirus 2 (SAR-
S-CoV-2) foi descoberta em Wuhan, provincia de Hubei, China,
em dezembro de 2019, e desde entdo vem infectando milhares
de pessoas e causando inimeras mortes em todo o territério
mundial. O SARS-CoV-2, bem como o SARS-CoV e o coronavirus
da Sindrome Respiratéria do Oriente Médio (MERS-CoV) causam
pneumonia grave com alta taxa de mortalidade.™

O SARS-CoV-2, causador da doenca Covid-19, é um virus
de acido ribonucleico (RNA) de fita simples, sentido positivo,
pertencente a familia Coronaviridae. Seu tamanho varia de
60nm a 140nm de diametro, com projecdes semelhantes
a pontas em sua superficie, dando-lhe uma aparéncia de
coroa sob o microscopio eletrénico. A transmissao ocorre
por inalacdo ou contato com goticulas geradas durante
a tosse e espirro de individuos infectados sintomaticos e
assintomaticos. Seu periodo de incubacgao varia de 2 a 14
dias e os principais sintomas relatados até o momento sao:
febre, tosse, dor de garganta, dificuldade em respirar, fadiga,
mal-estar, entre outros.??

O diagnéstico se da a partir da identificacao do material
genético do SARS-CoV-2 ou através da avaliacdo de respos-
tas humorais geradas pelo organismo. O teste considerado
padrdo ouro para o diagnostico é a identificacdo de alvos
do genoma viral por reacdo em cadeia da polimerase em
tempo real (RT-PCR - do inglés reverse transcription polyme-
rase chain reaction) em amostras coletadas por swab nasal
ou da orofaringe durante a primeira semana de sintomas.
Ja através dos testes soroldgicos, buscamos identificar a
presenca de resposta humoral ao SARS-CoV-2, por meio de
anticorpos de isotipos IgA, IgM e IgG especificos para dife-
rentes proteinas do virus. Estes anticorpos sao detectados
por ensaio imunoenzimatico (ELISA) ou imunoensaios de
quimioluminescéncia (CLIA), e devem ser indicados a partir
da segunda semana dos sintomas.””

O Hospital Universitario do Oeste do Parana (HUOP) é
referéncia no atendimento de pacientes com o novo coronavi-
rus (SARS-CoV-2) na macrorregiao Oeste, contando com uma
populacao de cerca de dois milhdes de habitantes. Uma vez
que o paciente é admitido no hospital com sintomatologia
de Covid-19, é realizada a coleta de material para deteccao
do virus pelo método RT-PCR. Entretanto, ndo se faz o acom-
panhamento da conversao sorolégica do paciente, visto que
isto demanda elevado custo ao hospital.

Atualmente existe uma lacuna cientifica sobre como o
sistema imune responde a infeccdo por SARS-CoV-2, visto

que o conhecimento sobre esta doenca vai se desenvol-
vendo a medida que a pandemia evolui. Neste sentido,
se faz necessaria uma testagem soroldgica seriada destes
pacientes a fim de acompanhar a evolucdo da doenca e a
necessidade de tratamento.

O presente estudo visa analisar a conversao e perfil soro-
I6gico dos pacientes em diferentes tempos de internacdo no
Hospital Universitario do Oeste do Parana (HUOP), assim como
os dados fornecidos pelo sistema de prontuario eletronico
TASY® (Philips Tasy, Blumenau-SC, BR), como sintomatologia,
dados epidemiolégicos e clinicos, além de acompanhar a
evolucao clinica do paciente durante seu tempo de internagao
na unidade hospitalar.

METODOLOGIA

Consiste em um estudo transversal e retrospectivo, no
qual foram usadas dosagens de anticorpos IgA, IgM, Ig; foram
utilizadas 31 amostras de soro de pacientes positivos perten-
centes a soroteca do Laboratério do HUOP. Estas amostras
foram previamente coletadas de pacientes da primeira onda
de Covid-19 internados na Ala Covid e UTI-Covid do referido
hospital, no periodo de abril a junho de 2020. Participaram
da pesquisa somente os pacientes internados por cinco dias
ou mais, sendo utilizadas amostras alternadas dos dias de
internamento (dia 0, 5°, 10°, 15° e 20°).

A analise das amostras foi realizada no Laboratério de
Andlises Clinicas, Ensino, Pesquisa e Extensao (LACEPE)
do HUOP pelo método de ELISA indireto (Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay). Este método baseia-se na ligagao
antigeno-anticorpo, sendo que o antigeno pode se ligar a
um anticorpo especifico, que é subsequentemente detec-
tado por um anticorpo secundario acoplado a enzima.
Um substrato cromogénico para a enzima produz uma
mudanca de cor visivel ou fluorescéncia, indicando a pre-
senca de antigeno.

Apbds isso, as amostras foram classificadas em reagentes
ou ndo reagentes a partir do célculo do cut-off, que seria a
média do resultado das absorbancias dos controles negati-
vos multiplicados por dois. Os resultados foram tabulados
na plataforma Excel 365° para andlise estatistica do tipo
descritiva e organizada em tabelas e graficos.

ETICA

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa
em Seres Humanos sob o Parecer de n°4.517.274.
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RESULTADOS

Os dados epidemiolégicos referentes aos 31 pacientes do
estudo foram obtidos através do sistema TASY® e caracteriza-
dos em faixas etarias, sexo, cidade de residéncia e evolucao
clinica, conforme apresentado na Tabela 1.

Os pacientes mais acometidos pelo SARS-CoV-2 na
macrorregido Oeste do Parand foram pessoas do sexo mas-
culino (61,29%), residentes na cidade de Cascavel (83,87%),
com idade de 41 a 60 anos (58,06%) e que obtiveram cura
(83,87%) como desfecho clinico.

Perfil epidemioldgico dos pacientes acometidos pelo SARS-CoV-2 no periodo de
abril a junho de 2020, em um hospital universitdrio.

CARACTERISTICAS CATEGORIA N %
20-40 anos 4 12,90
41-60 anos 18 58,06
Faixa etaria
61-80 anos 7 22,58
>80 anos 2 6,45
Feminino 12 38,70
Sexo
Masculino 19 61,29
(ascavel 26 83,87
Santa Tereza do Oeste 2 6,45
Residéncia Maringd 1 3,23
Lindoeste 1 3,23
(afelandia 1 3,23
; Sim 5 16,13
Obito
Nao 26 83,87

A Figura 1 demonstra a dosagem dos anticorpos IgG
durante os dias 0, 5°, 10°, 15° e 20° de internamento, sendo
as médias dos titulos 0,319, 0,379, 0,356, 0,390 e 0,371, res-
pectivamente, concluindo em uma média geral de 0,363,
ficando abaixo do valor de cut-off: 0,462.

A Figura 2 demonstra a dosagem dos anticorpos IgM
durante os dias 0, 5°, 10°, 15° e 20° de internamento, sendo
as médias dos titulos 0,076, 0,108, 0,145, 0,166 e 0,067,
respectivamente, concluindo em uma média geral de 0,112
ficando acima do valor de cut-off - 0,104.

A Figura 3 demonstra a dosagem dos anticorpos IgA
durante os dias 0, 5°, 100, 15° e 20° de internamento, sendo
as médias dos titulos 0,247, 0,274, 0,325, 0,279 e 0,336,

respectivamente, concluindo em uma média geral de 0,292,
ficando acima do valor de cut-off: 0,269.
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As médias obtidas dos titulos de anticorpos IgG foram
classificadas por faixas etarias, demonstrando que pacientes
de 20 a 40 anos apresentaram titulos de IgG inferiores as
demais faixas etarias no dia 0 (0,222) e reduziram nas dosa-
gens seguintes. Os individuos de 41 a 60 tiveram maior média
no 10° dia (0,384) e mantiveram titulos elevados durante
a internacdo, enquanto pacientes de 61 a 80 anos a maior
média foi no 20° dia (0,489) e pacientes acima de 80 anos
no 15° dia (0,464), como aponta a Figura 4.

Nas dosagens de anticorpos IgM, a média de titulos da
faixa etaria acima de 80 anos foi superior as demais idades,
com maior média (0,202) no 5°dia. A partir do 5° dia, asidades
de 41 a 60 anos e de 61 a 80 anos obtiveram titulos de IgM
mais elevados e maiores médias no 15° dia (respectivamente
0,159 e0,175). Pacientes de 20 a 40 anos apresentaram titulos
de IgM inferiores as demais faixas etarias e a maior média foi
no 10° dia (0,190), como exibido na Figura 5.

Na Figura 6 podemos identificar que as médias dos titu-
los de anticorpos IgA dosados em individuos acima de 80
anos foi superior as demais idades em todas as dosagens e
maior média (0,781) no 5° dia. As faixas etdrias classificadas
de 61a80anos e de 20 a 40 anos também obtiveram médias
de titulos de IgA mais elevados no 5° dia (0,286 e 0,233,
respectivamente). Entretanto, pacientes com 41 a 60 anos
manifestaram titulos superiores apenas no 10° dia (0,363).

Em relacdo ao sexo e a dosagem de anticorpos IgG dos
31 pacientes incluidos no estudo, 12 pacientes eram do sexo
feminino e 19 pacientes do sexo masculino. A maior média de
titulos dosados de anticorpos IgG foi para o sexo masculino
no 20° dia (0,489); no sexo feminino, a maior média foi no
100 dia (0,385), como demonstrado na Figura 7.
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Dosagem de anticorpos IgM em pacientes internados na Ala Covid/UTI-Covid no
periodo de abril a junho de 2020 em um hospital universitario por faixas etdrias.
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Dosagem de anticorpos IgA em pacientes internados na Ala Covid/UTI-Covid no
periodo de abril a junho de 2020 em um hospital universitario por faixas etérias.
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Dosagem de anticorpos IgG em pacientes internados na Ala Covid/UTI-Covid no
periodo de abril a junho de 2020 em um hospital universitario por faixas etdrias.

Dosagem de anticorpos IgG em pacientes internados na Ala Covid/UTI-Covid no
periodo de abril a junho de 2020 em um hospital universitario por sexo.
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Ja para anticorpos IgM, a média de titulos dosados foi
superior no sexo feminino em todas as datas de internacao,
conforme constatado na Figura 8. No 15° dia encontramos
uma média de 0,177 para o sexo feminino, enquanto para o
sexo masculino, uma média de 0,159.

O sexo feminino apresentou médias de titulos de anticor-
pos IgA superiores as do sexo masculino em todos os dias de
dosagens.No 10°dia, o sexo feminino obteve uma média de
0,376. Entre os pacientes do sexo masculino, a maior média
(0,280) de titulos de IgA foi no 10° dia. Estes dados estao
presentes na Figura 9.
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Dosagem de anticorpos IgM em pacientes internados na Ala Covid/UTI-Covid no
periodo de abril a junho de 2020 em um hospital universitario por sexo.
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Dosagem de anticorpos IgA em pacientes internados na Ala Covid/UTI-Covid no
periodo de abril a junho de 2020 em um hospital universitério por sexo.

DISCUSSAO

Considerando como variavel o sexo e os anticorpos do
tipo IgG, verificamos uma maior prevaléncia em individuos
do sexo masculino, podendo ser correlacionado ao estudo
de Graham (2020), em que foram coletadas amostras de
soro de 32 pacientes com teste de COVID-19 positivo por
RT-PCR com swab nasofaringeo e que demonstrou este
mesmo perfil soroldgico.”)

A diferenca na producao de anticorpos entre individuos
masculinos e femininos pode ser explicada por meio da varia-
¢ao nas concentracdes de esteroides sexuais que ocorre ao
longo do curso de vida, a qual contribui para diferencas nos
perfisimunoldgicos, além do papel dos alelos sexuais (X eY)
e as doencas ligadas a eles, que podem estar relacionadas a
doencas autoimunes de carater genético.®

Em relacao a faixa etaria, nosso estudo encontrou um
aumento de titulos de anticorpos em geral em pacientes mais
velhos, se contrapondo ao estudo de Ciarambino (2021), uma
revisdo bibliogréfica que relaciona a diminuicdo dos titulos
de anticorpos e menor afinidade de células de meméria a
partir da idade do paciente.”

Yang e colaboradores (2021) compararam niveis de anti-
corpos IgG SARS-CoV-2 de 85 amostras pedidtricas positivas
e 3.648 pacientes adultos positivos, obtendo resultados simi-
lares ao presente estudo, onde pacientes com idade entre 19
e 24 anos mostraram niveis de IgG significativamente mais
baixos do que os 612 adultos com idade entre 51 e 60 anos.®

Esperava-se que a inflexdo da resposta do anticorpo SAR-
S-CoV-2 ocorresse em uma idade mais avancada, quando o
sistema imunolégico em envelhecimento nédo esta apto para
reagir a novos antigenos. Podemos dizer que um aumento
do nivel basal de citocinas pré-inflamatérias associadas a
algumas comorbidades comuns da velhice, como obesidade,
hipertensdo ou diabetes, podem ter um efeito estimulador
na resposta humoral da SARS-CoV-2.9

Ha escassez de estudos sistematicos sobre a producao de
IgA em pacientes com COVID-19. Os testes soroldgicos rela-
tados se concentram em IgM, IgG e imunoglobulinas totais,
emboralgA desempenhe um papel importante naimunidade
damucosa. Na verdade, a IlgA é aimunoglobulina mais impor-
tante para combater o patégeno infeccioso no sistema respi-
ratério e digestivo no ponto de entrada do patégeno. Como
uma barreira imunoldgica, a IgA secretora pode neutralizar
0 SARS-CoV-2 antes de atingir e ligar as células epiteliais."”
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CONCLUSAO

Das 31 amostras analisadas, a populacao e a faixa etéria
prevalente corresponderam a adultos masculinos de 41 a
60 anos, habitantes de Cascavel (83,9%) e com desfecho
de cura (83,87%). Somente a média de anticorpos IgG ficou
abaixo do valor de cut-off, sendo que os demais anticorpos
positivaram. Os maiores titulos de anticorpos foram encon-
trados em pacientes com idade mais elevada, e a dosagem
de anticorpos da classe IgA e IgM manteve-se mais elevada
entre as mulheres, porém, para anticorpos da classe IgG, os
homens obtiveram maiores titulos.
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Avaliacao multicéntrica de um método livre de purificacao para
deteccao do virus SARS-CoV-2

Multicentric evaluation of a free purification method for detecting SARS-CoV-2 virus
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Resumo

A retomada das atividades e aumento da circulagao de pessoas, passados dois anos do primeiro diagnéstico de Covid-19, obrigou a necessidade de
métodos eficazes e rapidos para o diagnoéstico da doenca. Métodos de RT-PCR livre de extragcao com menor tempo de realizacao tém sido testados.
Submetemos o novo teste Qiaprep&Amp Viral Um Kit (QIAGEN - Hilden, Alemanha), método rapido de RT-PCR sem as fases de extracao e purificacdo de
acidos nucleicos, a um método laboratorial ja padronizado nos laboratérios do estudo. Um total de 85 amostras foram analisadas (60 detectaveis e 25
nao detectaveis para SARS-CoV-2) e encontramos sensibilidade total de 98,3% (IC 95% 91,06 - 99,96%) e especificidade de 96% (IC 79,65% - 99,9 %) com
uma acuracia total de 97,5%). O método apresentou boa performance, podendo ser uma importante estratégia no controle da pandemia da Covid-19.

Palavras-chave: SARS-CoV-2; reacao em cadeia da polimerase em tempo real; Covid-19

Abstract

The return of social activities and the increased people traveling, two years after the first diagnosis of Covid-19, has necessitated the need for effective
and rapid methods for diagnosing the disease. Extraction-free RT-PCR methods with shorter lead times have been tested. We performed the evaluation
of the new Qiaprep&Amp Viral One Kit (QIAGEN - Hilden, Germany), a rapid RT-PCR method without the steps of nucleic acid extraction and purification
in comparison a laboratory method already standardized in the laboratories of the study. A total of 85 samples were analyzed (60 detectable and 25
non-detectable for SARS-CoV-2) and we found a total sensitivity of 98.3% (95% Cl 91.06 - 99.96%) and a specificity of 96%, (Cl 79.65% - 99.9 %) with a
total accuracy of 97.5%.) The method showed good performance and can be an important strategy in the control of the Covid-19 pandemic.
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INTRODUCAO

No final de 2019, um surto de pneumonia de etiologia
desconhecida ocorrido na cidade de Wuhan, provincia de
Hubei na China, foi relatado pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS). Um novo tipo de Coronavirus, denominado
como SARS-CoV-2, levou a morte de milhares de individuos
no mundo todo.’? A volta a rotina com seguranga tem sido
estudada e vem avancando no mundo todo, entretanto
novas variantes preocupantes do virus SARS-CoV-2 tém
comumente emergido.®4 A massiva testagem mundial para
identificar individuos infectados pelo SARS-CoV-2 produziu
grande impacto nos laboratdrios de diagnéstico, levando a
momentos criticos diante da grande escassez de insumos
plasticos e de reagentes.®

No atual momento, com a retomada das atividades em
varios paises, abertura de fronteiras, grandes eventos presen-
ciais, a testagem massiva com testes de alta sensibilidade se
mostrou ainda mais fundamental. Para isso sao necessarios
testes com tempos de resposta rapida com o intuito de
diminuir ou evitar novas ondas e surtos de Covid-19, e assim
bloquear o avanco de novas variantes preocupantes.“%”

Novas formas diagnésticas para identificacdo do virus sdo
sugeridas na literatura, com inovacdes que visam aumentar
a escala de testagem e no menor tempo possivel.® Entre-
tanto, a precisdo dos métodos moleculares é fundamental
para a eficiéncia na detecg¢do do virus SARS-CoV-2. A técnica
de RT-PCR livre de purificacdo ou direta tem sido descrita e
testada como alternativa rapida através da técnica RT-qPCR.
O método QiaPrep&Amp Viral Um Kit® (QP&A - Hilden, Ale-
manha), tem por objetivo disponibilizar resultados rapidos
utilizando protocolo de reacao direta sem a necessidade de
purificacdo de acidos nucleicos, através de somente uma
etapa de lise de amostra. Sendo assim, o trabalho focou em
analisar o desempenho do método QP&A em dois labora-
torios que realizam a testagem para SARS-COV-2 frente ao
método XPert XPress SARS-CoV-2° (XP SARS-CoV-2, CEPHEID
— California, EUA).

METODOLOGIA

Obtencao das Amostras

Uma analise multicéntrica foi realizada em dois labo-
ratorios da Regido Sul do Brasil. Foram selecionadas alea-
toriamente 85 amostras com resultados detectaveis e ndo

detectdveis para SARS-CoV-2 previamente processadas no
equipamento Gene Xpert (Califérnia - EUA) utilizando o teste
IVD (diagnostic in vitro) XP SARS-CoV-2. No LAB “A” foram
avaliadas 45 amostras, sendo 35 detectaveis para SARS-CoV-2
e 10 ndo detectaveis; no LAB“B”foram realizadas as analises
de 40 amostras (25 detectaveis e 15 nao detectaveis).

Anélises das Amostras QP&A

As amostras com resultados detectéveis foram armazena-
dasa-30°Cem meio de transporte viral (VTM) (CEPHEID -EUA),
para o estudo. As amostras foram deixadas em temperatura
ambiente em cabine de seguranca biolégica até completo
descongelamento. Em seguida, foram submetidas ao método
QP&A. Para a reacao foram utilizados 8uL de amostra em
VTM e adicionados 2uL do tampao de lise do kit, e incu-
bando em TA (temperatura ambiente) por 2 minutos. Apds,
foram adicionados o MIX previamente preparada com 5uL
de Mastermix, 2L de primers e sondas do controle interno
de amplificacao, 1,0ul do de pirmers e sondas do controle
interno de amostras, 1,0 de primers e sondas para o gene
N1/N2 e 1,0uL de dgua livre de DNAse e RNAse por reagao,
somando total de 10uL de PCR por reacéo, que posteriormente
foi acrescentado a amostra com tampéao de lise com volume
total de reacao de 10uL.

Todas as amostras selecionadas foram testadas em equi-
pamento QiaQuant 96/5 plex, utilizando o kit comercial QP&A
e sondas e primers (QIAGEN N1+N2 Assay, Hilden — ALE)
descritas no protocolo CDC. As condi¢des RT-PCR foram
de 10 minutos a 50°C para formacao de DNA, seguidos por
extracdo inicial de 2 minutos para DNA gendémico. A for-
macao de amplicons foi a realizada através de 40 ciclos de
extracdo a 95°C por 5 segundos, seguidos por anelamento,
com extensao e leitura a 58°C por 30 segundos.

Arelacdo entre os valores de cycle threshold (Ct) obtidos
das amostras detectaveis para o gene N1/N2 do kit QP&A foi
comparada a dos valores do gene N2 do kit XP SARS-CoV-2.
As condicoes de amplificacdao e protocolos seguiram as
regras do fabricante.

Avaliacao de Desempenho

Para a avaliacdo da metodologia em diferentes cenarios
epidemioldgico, o valor preditivo positivo (VPP) e o valor
preditivo negativo (VPN), assim como a Taxa de probabilidade
(Likelihood ratio - LR) foram avaliados frente a trés cenarios
hipotéticos de prevaléncia de 1%, 10% e 25%.
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RESULTADOS

Do total de 85 amostras analisadas (60 detectaveis e
25 nao detectaveis), 59 foram detectaveis para QP&A e
24 nédo detectdveis, sendo que as duas amostras restantes
apresentaram resultados divergentes entre os dois métodos
testados. Do total de amostras obtivemos um resultado falso
positivo e um resultado falso negativo; em comparagdo com o
método utilizado como referéncia XP, ambas as discrepancias
ocorreram no LAB “B”. Os Cts das amostras positivas para o
gene viral variaram de 12,8 ciclos a 36,60 ciclos para o XP
SARS-CoV-2 e 14,60 ciclos a 38,60 ciclos para o QP&A (Figura
1). Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de
quando analisamos a diferenca entre as médias de Ct entre
os dois grupos, no qual ndo houve diferenca significativa
entre os dois testes, p>0,005.

Nao houve diferenca significativa entre os Cts encontra-
dos pelo método XP SARS-CoV-2 e o método QP&A. A Figura

2 demonstra as amostras que apresentaram maior diferenca
entre os Cts (15, 30, 34 e 35). Através da andlise de correlagcao
bivariada foi possivel verificar a boa correlagao entre os dois
métodos R=0.932, (IC-95%) (Figura 3).
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Andlise de regressao linear bivariada para avaliar relacao entre os dois métodos.

Ficou evidente que o método apresenta melhor sensibi-
lidade quando em amostras com cargas virais mais elevadas
Ct <30ciclos, entretanto apenas uma amostra com Ctacima
de 30 apresentou resultado falso negativo (amostra com Ct
de 36,9 no XP SARS-CoV-2), conforme Tabela 1.

Encontramos uma sensibilidade total de 98,3% (IC 95%
91,06 - 99,96%) e uma especificidade de 96% (IC 79,65% - 99,9
%), com acuracia total de 97,5%. Porém quando avaliamos
amostras com Ct até 35 ciclos obtidos pelo método referén-
Cia, a concordancia entre as amostras positivas foi de 100%.

Avaliacéo da concordancia em diferentes grupos de Cts.

Xpert Xpress SARS-CoV-2 QIA&P Concordancia Erros
N Pos N % Falso Neg Ct
Pos <30 Ct 47 47 100 *
Pos >30 Ct 13 12 92,30 36,9
Falso Pos Ct
Negativo 25 24 9 383

As duas amostras com resultados discordantes foram
repetidas em RT-qPCR (dados ndo apresentados) através do
kit (Xgen Master Covid-19 - Mobius Life Science), onde foi
demonstrado que o resultado falso positivo observado se
tratava de um resultado verdadeiramente positivo, e com
isso pudemos observar uma especificidade de 100%.

Para avaliar o impacto da nova metodologia frente aos
cendrios pandémicos, inferimos a anélise em trés tipos de
prevaléncia, sendo a primeira 1% de positividade, seguida
por 10% e 25% de positividade.

Inicialmente a uma baixa taxa de infeccdo na populacao
1%, a taxa de probabilidade (Likelihood ratio- LR) que indica
quantas vezes um resultado diagnéstico é capaz de mudar a
probabilidade de ser uma doenca, sendo calculado para resul-
tados positivos e negativos, LR + foi de 24,58 (IC 3,60 - 167,80)
enquanto a razao de probabilidade negativa LR- foi de 0,02
IC (0- 0,02). J4 o valor preditivo positivo (VPP) foi 19,89% (IC
3,51% -62,89%), enquanto o valor preditivo negativo (VPN)
do teste neste cenario foi de 99,98% (99,88% - 100%).

Quando modificamos a prevaléncia da doenca para 10%,
LR+ é de 24,58, (3,60- 167,80), a0 mesmo tempoem queo LR é
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de 0,02 (IC0-0,02). OVPP foide 73,2% (IC 28,58% - 94,1%), de
forma que o VPN encontrado f0i 99,81% (IC 98,67%-99,97%).

Em um cendrio de forte prevaléncia da doenca supondo
uma taxa de prevaléncia de 25%, observamos um LR+ de
24,58(3,60-167,80), enquanto a taxa de probabilidade nega-
tiva foi igual a dos outros dois cenarios LR- 0,02 1C (0 - 0,02).
Ja o valor preditivo positivo do teste em um cendrio de alta
prevaléncia foi de 89,12% (IC 54,56% - 98,24%), enquanto
o valor preditivo negativo se manteve por volta do 99% (IC
96,1% - 99,92).

DISCUSSAO

O teste RT-PCR tem sido amplamente empregado no
diagnéstico da Covid-19, devido ao elevado gasto de insu-
mos plasticos aliado ao elevado tempo de execucédo do teste
RT-gPCR convencional. Com isso, a inovacao para melhorar
estes aspectos tem sido fomentada.®

A técnica de PCR quantitativa (qPCR) para a deteccdo de
um RNA de interesse é precedida do isolamento e purificacdo
do RNA total da amostra, da eluicao e possivel concentracao
do material.®’ S6 entao é utilizado o RNA purificado para
reacdo de RT-qPCR, e sendo assim a obtencédo do acido
nucleico é trabalhosa e demorada.” Vale considerar que
etapas adicionais que requerem manipulagdo manual podem
resultar em erros experimentais."?

Além disso, o uso de materiais plasticos em grandes
quantidades para extracao de 4cidos nucleicos pode resultar
em falta nos estoques, podendo levar a interrupcdo do servico
devido a falta de insumos. Assim, os métodos de extracdo
direta e livre de purificacdo tornaram-se uma alternativa,
pois envolvem menos etapas no processo e possuem baixo
consumo de insumos plasticos (escassos em momentos
pandémicos).19

Varios autores tém explorado esta necessidade do sistema
diagnostico,">'® no entanto nem todas as metodologias
apresentam étima sensibilidade.

Pessoa et al.(2021) obtiveram uma concordancia de 78%
entre amostras positivas com uma diferenca significativa
no valor de Ct quando comparadas ao método padrao no
total de amostras do estudo. O método QP&A apresentou
melhor acuracia, quando comparado ao método realizado
por Pessoa et al. (2021).

Claas et al. (2021), utilizando o mesmo método e proto-
colo, obtiveram alta concordancia (100%) entre seus resul-
tados quando avaliados em amostras com deteccdo para o
gene N1/N2 demonstrando a reprodutibilidade do método.

Quando o método livre de purificacdo foi comparado a quatro
plataformas diferentes de RT-PCR, avaliando resultados com
todos os Cts, a concordancia do autor foi de 86,3%. Q&AP
demonstrou boa sensibilidade clinica em nosso estudo,
quando comparado ao kit ja validado Xpress-SARS-CoV-2,
avaliando amostras detectaveis com Ct até 40 ciclos, realiza-
dos no equipamento Gene Xpert. O método Q&AP também
apresentou desempenho superior ao do encontrado por
Pessoa et al. (2021), com a utilizacdo do método in house
rapido de obtencao de acidos nucleicos.

O método Q&AP apresentou seu melhor desempe-
nho em amostras detectdveis com Ct até 35 ciclos. Outras
alternativas, conforme Smyrlaki et al. (2020), através de
deteccdo e aquecimento para otimizar a deteccdo mole-
cular da Covid-19, obtiveram sensibilidade de 96% e 91%
em dois diferentes protocolos utilizando amostras para o
gene ORF1ab até Ct de 40 ciclos, avaliando 597 amostras.
Visseaux et al. (2021), avaliando métodos rapidos e diretos,
obtiveram sensibilidade de 91,9%, 89,2% e 94,6% em amos-
tras com Ct até 30 ciclos, utilizando kits com alvos para o
gene E dos SARS-CoV-2.1719

QP&A apresentou 6timo desempenho quando foram
avaliadas amostras com Ct até 35 ciclos, sendo superior a
outros estudos.'® O método QP&A apresentou sensibili-
dade de 100% com a avaliagao até 30 Cts, demonstrando
desempenho semelhante ao dos métodos disponiveis no
mercado laboratorial.1"1314

Dois resultados discrepantes foram encontrados no
QP&A em nosso estudo, também observados em outros
estudos utilizando o mesmo equipamento como referéncia.
) Porém quando avaliamos a sensibilidade e especificidade
associadas a valores preditivos, verificamos um excelente
valor preditivo negativo nos diversificados cendrios de pre-
valéncia pela infeccao da Covid-19. Ondas de disseminagao
do virus intercaladas por periodos de baixa disseminacao
tém sido constantes no mundo todo."® A simulacdo dos
variados cenarios contribui para o entendimento do real
desempenho clinico do método em periodos de alta dis-
seminacao e periodos de baixa transmissao do virus. Como
esperado, o valor preditivo do teste foi melhor quando em
elevadas taxas de prevaléncia da doenca, demonstrando
tanto em cenarios de baixa prevaléncia que o teste ainda
apresenta desempenho aceitavel. Além disso, o aumento da
capacidade de testagem nos diferentes tipos de laboratérios
pode contribuir para um diagndstico rapido e mais preciso
do que testes que utilizam de fluxo lateral, principalmente
em contatos e individuos assintomaticos.?2"
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CONCLUSAO

O método RUO QP&A apresentou boa acuracia quando
comparado ao método utilizado como referéncia, a ele-
vada especificidade associada a uma boa sensibilidade. A
implementacao deste teste pode contribuir fortemente para
auxiliar no combate a pandemia da Covid-19, principalmente
no momento de retomada das atividades. O menor tempo
para realizacdo do teste associado a menor utilizacao de
insumos plasticos pode auxiliar na velocidade de isolamento
de pacientes positivos, contribuindo para a diminuicdo de
variantes de preocupacao, e é importante ferramenta no
controle e disseminagao do virus SARS-CoV-2, principalmente
no momento de reabertura das fronteiras no mundo todo.
Avaliagdes com maior nimero amostral pode contribuir para
determinar ainda melhor este desempenho e o impacto no
controle pandémico.

REFERENCIAS

1. Matta S, Chopra KK, Arora VK. Morbidity and mortality trends of Covid
19in top 10 countries. Indian J Tuberc. 2020;67(4):S167. doi:10.1016/J.
1JTB.2020.09.031

2. GuanW, NiZ, HuY, etal. Clinical Characteristics of Coronavirus Disease
2019 in China. N Engl J Med. 2020;382(18):1708-1720. doi:10.1056/
nejmoa2002032

3. Hierro LA, Cantarero D, Patifio D, de Arenaza DRP. Who can go back
to work when the COVID-19 pandemic remits? PLoS One. 2020;15(8).
doi:10.1371/JOURNAL.PONE.0238299

4. GaoS,GuoH, Luo G.Omicron variant (B.1.1.529) of SARS-CoV-2, a global
urgent public health alert! J Med Virol. novembro 2021. doi:10.1002/
JMV.27491

5. Becker M, Taylor T, Kiazyk S, Cabiles D, Meyers A, Sandstrom P.
Recommendations for sample pooling on the Cepheid GeneXpert ©
system using the Cepheid Xpert ® Xpress SARS-CoV-2 assay. 2020:1-13.
doi:10.1101/2020.05.14.097287

6. DasS, Shibib DR, Vernon MO. Since January 2020 Elsevier has created
a COVID-19 resource centre with free information in English and
Mandarin on the novel coronavirus COVID- 19.The COVID-19 resource
centre is hosted on Elsevier Connect, the company 's public news and
information. 2020;(January).

7. Tegally H, Wilkinson E, Lessells RJ, et al. Sixteen novel lineages of SARS-
CoV-2 in South Africa. Nat Med. fevereiro 2021. doi:10.1038/s41591-
021-01255-3

20.

21.

Alcoba-Florez J, Gonzalez-Montelongo R, ifiigo-Campos A, et al. Fast
SARS-CoV-2 detection by RT-qPCR in preheated nasopharyngeal swab
samples. Int J Infect Dis. 2020;97:66-68. d0i:10.1016/J.1J1D.2020.05.099
Menezes ME, Lima LM, Martinello F. Diagnostico laboratorial do
SARS-CoV-2 por transcricdo reversa seguida de reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real (RT-PCR). Rev Bras Andlises Clinicas. 2020;52(2).
doi:10.21877/2448-3877.20200006

. Arevalo-Rodriguez |, Buitrago-Garcia D, Simancas-Racines D, et

al. False-negative results of initial RT-PCR assays for COVID-19: A
systematic review. PLoS One. 2020;15(12). doi:10.1371/JOURNAL.
PONE.0242958

. Bruce EA, Huang ML, Perchetti GA, et al. Direct RT-qPCR detection of

SARS-CoV-2 RNA from patient nasopharyngeal swabs without an RNA
extraction step. PLoS Biol. 2020;18(10):3000896. Published 2020 Oct
2.doi:10.1371/journal.pbio.3000896

. Hasan MR, Mirza F, Al-Hail H, et al. Detection of SARS-CoV-2 RNA by direct

RT-gPCR on nasopharyngeal specimens without extraction of viral RNA.
PLoS One. 2020;15(7 July). doi:10.1371/JOURNAL.PONE.0236564

. Merindol N, Pépin G, Marchand C, et al. SARS-CoV-2 detection by direct

rRT-PCR without RNA extraction. J Clin Virol. 2020;128. doi:10.1016/J.
JCV.2020.104423

. BarzaR, Patel P, Sabatini L, Singh K. Use of a simplified sample processing

step without RNA extraction for direct SARS-CoV-2 RT-PCR detection. J
Clin Virol. 2020;132. doi:10.1016/J.JCV.2020.104587

. Claas ECJ, Smit PW, van Bussel MJAWM, et al. A two minute liquid based

sample preparation for rapid SARS-CoV2 real-time PCR screening: A
multicentre evaluation. J Clin Virol. 2021;135:104720. doi:10.1016/J.
JCV.2020.104720

. Pessoa WFB, Galvao BHA, Barroso H, et al. Alternative workflow for

COVID-19 diagnosis using direct RT-PCR screening. Rev Bras Andélises
Clinicas. 2021;53(2):175-179. doi:10.21877/2448-3877.202102128

. Smyrlaki I, Ekman M, Lentini A, et al. Massive and rapid COVID-19

testing is feasible by extraction-free SARS-CoV-2 RT-PCR. Nat Commun.
2020;11(1):1-12. doi:10.1038/541467-020-18611-5

. Visseaux B, Collin G, Houhou-Fidouh N, et al. Evaluation of three

extraction-free SARS-CoV-2 RT-PCR assays: A feasible alternative approach
with low technical requirements. J Virol Methods. 2021;291:114086.
doi:10.1016/j.jviromet.2021.114086

. Seong H, Hyun HJ, Yun JG, et al. Comparison of the second and third

waves of the COVID-19 pandemic in South Korea: Importance of early
public health intervention. Int J Infect Dis. 2021;104:742. doi:10.1016/J.
1JID.2021.02.004

Rodrigues Teixeira Silva Daameche H, Zampieri Ipolito M, Chieregato
Matheus JP. Indicadores de Lesdo e Inflamagao Muscular em Atletas -
Revisdo Integrativa da Literatura. Rev Educ em Saude. 2018;6(1):90-98.
doi:10.29237/2358-9868.2018v6i1.p90-98

Torres |, Poujois S, Albert E, Colomina J, Navarro D. Evaluation of
a rapid antigen test (Panbio™ COVID-19 Ag rapid test device) for
SARS-CoV-2 detection in asymptomatic close contacts of COVID-19
patients. Clin Microbiol Infect. 2021;27(4):636.e1-636.e4.doi:10.1016/J.
CMI.2020.12.022

RBAC. 2022;54(3):256-261

261



ARTIGO ORIGINAL/ORIGINAL ARTICLE

Sorologia reagente para Toxoplasma gondii em bolsas de sangue
no periodo do surto de Toxoplasmose em Santa Maria - RS

Reagent serology for Toxoplasma gondiiin blood bags in the period of the Toxoplasmose
outbreak in Santa Maria - RS
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Resumo

Verificar a prevaléncia de sorologia IgM reagente para Toxoplasma gondii em bolsas de sangue no periodo do surto de toxoplasmose em Santa Maria - RS.
Foi realizado levantamento de dados a partir dos resultados de sorologia anti-T. gondii IgM reagente de bolsas sanguineas coletadas entre as datas de
07/05/2018 a 22/05/2018, durante o surto na cidade. Além disso, foram coletados dados como sexo do doador, idade, local onde residem, profissao e tipo
sanguineo. No periodo citado acima, foram testadas 364 bolsas sanguineas. Dentre estas, foram encontrados resultados IgM positivo para T. gondii em 8
(2,1%) bolsas, sendo que 3 (0,8%) apresentaram resultado inconclusivo. A maior soroprevaléncia IgM para T. gondii se encontra em homens (2,62%), com
idade de 18 a 29 anos (5,97%), raca parda (8,33%), com tipo sanguineo O* (4,02%) e que residem na regido oeste da cidade de Santa Maria - RS (4,76%).
Em épocas de surtos como no caso de Santa Maria no ano de 2018, é de suma relevancia ressaltar aimportancia da triagem soroldgica para T. gondii em
bolsas de sangue, tendo em vista que a transmissdo para gestantes e imunodeprimidos pode acarretar problemas irreversiveis.

Palavras-chave: Toxoplasmose; Doadores de sangue; Bancos de sangue; Sangue; Sorologia; Diagnédstico

Abstract

To verify the prevalence of serological IgM reagent for Toxoplasma gondii in blood bags during the outbreak of toxoplasmosis in Santa Maria — RS. Data
were collected from the results of anti-T. gondiilgM serology reagent from blood bags collected between the dates 05/05/2018 to 05/22/2018, during the
outbreakin the city. In addition, data were collected such as donor sex, age, place of residence, profession and blood type. In the period described above,
364 blood bags were tested. Among these, positive IgM results for T. gondii were found in 8 (2.1%) pockets, of which 3 (0.8%) presented inconclusive
results. The highest IgM seroprevalence for T. gondii was found in males (2.62%), aged 18 to 29 years old (5.97%), brown breed (8.33%), with blood type
O (4,02%) and residing in the western region of the city of Santa Maria - RS (4.76%). In times of outbreaks as in the case of Santa Maria in the year 2018,
it is of great importance for the surveillance of the serological screening for the use of blood bags and irrigation.

Keywords: Diagnosis; Blood; Toxoplamosis; Blood donors; Blood banks; Serology.
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INTRODUCAO

A transfusao de hemocomponentes tem sido muito
importante na terapéutica moderna, quando usada de forma
adequada. E empregada na saude para corrigir algumas
complicagdes, como por exemplo a anemia hemolitica,
anemia ferropriva, anemia megaloblastica, entre outros.®?
Durante a transfusao sanguinea inumeras doencas podem ser
transmitidas ao receptor, sendo uma delas a toxoplasmose.®

O Toxoplasma gondii em humanos é relatado em todo o
mundo, mas varios fatores irdo interferir na prevaléncia da
infeccao, como o comportamento alimentar, idade e locali-
zacao geografica.” Além destes fatores citados, este parasita
também pode ser transmitido de pessoas IgM positivas para
receptores negativos, através de sangue total e leucocitos.”

Os receptores de sangue e/ou hemoderivados geralmente
sdo considerados pacientes imunossuprimidos, e o recebi-
mento de sangue infectado poderia causar complicagées
irreversiveis, sendo essencial rastrear o sangue doado.®

Uma das maiores preocupacoes séo voltadas as gestantes,
tendo em vista que existe possibilidade de infeccdo congénita,
podendo até mesmo ser letal.” Diante desta realidade, é de
suma importancia que o pré-natal seja realizado no primeiro
trimestre de gestacao, e assim os casos agudos de toxoplas-
mose gestacional podem ser diagnosticados precocemente
e tratados, reduzindo as sequelas para o recém-nascido.® Os
testes laboratoriais vém sendo aperfeicoados ao longo do
tempo e se tornando cada vez mais sensiveis e especificos
para deteccdo dos antigenos.”

No Brasil ainda nao existe um programa que obrigue a
notificacdo dos casos de toxoplasmose, impedindo desta
forma que se estabeleca aincidéncia e prevaléncia de forma
correta, impossibilitando que sejam tomadas medidas contra
a disseminacao da doenca."” Cabe ressaltar que em nosso
pais ndo é obrigatoriedade realizar testes soroldgicos para
T. gondii nas bolsas de sangue. Esta ndo obrigatoriedade
pode ter origem na falta de verbas para realizar a pesquisa
e/ou também pelo receio das autoridades de salide quanto
ao numero elevado de exclusées de doadores e descarte
de bolsas de sangue, causando assim uma diminuicao no
estoque sanguineo.

No ano de 2018, ocorreu um surto de toxoplasmose
na cidade de Santa Maria — RS, e observando este atual
cendrio é de sumaimportancia a analise dos dados sobre a
prevaléncia de sorologia reagente para Toxoplasma gondii
em bolsas de sangue no hemocentro regional de Santa
Maria no periodo do surto, partindo do principio de que a

transmissdo do T. gondii ocorre nao apenas pela ingestao
de alimentos mal cozidos e/ou mal lavados, mas também
através da transfusao sanguinea.

DIAGNOSTICO LABORATORIAL

A triagem soroldégica é a mais indicada para o diagnéstico
de infec¢des agudas, tendo em vista que na fase inicial o
parasita ndo pode ser identificado nos tecidos e secrecdes.
(1 O anticorpo antitoxoplasma da classe IgM é o marcador
sorolégico mais utilizado, mas para confirmacdo deve-se rea-
lizar o teste de avidez de IgG, visto a frequéncia de resultado
falso positivo de IgM.!"?

Para gestantes é de extrema importancia a solicitacao
do perfil sorolégico da doenca aguda, avaliando anticorpos
IgM e IgG. Um titulo positivo para IgG e negativo para IgM
indica infeccao pregressa, ndo oferecendo risco para o feto,
exceto se a gestante forimunossuprimida. A presenca destes
anticorpos nédo caracteriza uma infeccao aguda, apenas con-
tato recente, que pode ser diagnosticado por até 18 meses
apos a primo-infeccdo.®

O diagnéstico de toxoplasmose pode se dar mediante
diversas formas, porém o mais comum é o teste Enzime
Linked Immunosorbent Assay (ELISA). Outros testes também
podem ser aplicados como a imunofluorescéncia indireta
(IF1) e hemaglutinacdo indireta (HAI).1

Para auxiliar no diagnéstico, pode-se recorrer a outros
métodos, como a pesquisa molecular (PCR) e o teste de avidez
de anticorpos IgG. Resultados de anticorpos IgG com baixa
avidez é indicativo de resposta imunolégica com menos de
quatro meses, ja os de alta avidez sao produzidos por uma
infeccdo mais antiga, ou seja, ha mais de quatro meses."

MATERIAIS E METODOS

Foi realizada uma coleta de dados através dos resultados
de sorologia reagente IgM para T. gondii em bolsas de sangue
do Hemocentro Regional de Santa Maria, coletadas entre as
datasde 11/05/2018 a22/05/2018, correspondente a época
do surto de toxoplasmose na cidade. Através de planilhas
previamente estabelecidas, compararam-se os doadores
testados, com base nos dados como idade do doador, sexo,
raca, local onde residem, profissdo e tipo sanguineo.

Na coleta de dados anteriormente citada, foram seguidas
todas as normas éticas de sigilo quanto a identidade dos
pacientes, bem como o uso das informacdes apenas para
fins cientificos.
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ETICA

O suposto trabalho foi submetido ao Comité de Etica e
aprovado em 23 de fevereiro de 2019, com o nimero de registro
3.171.867.0 protocolo de pesquisa apresenta todos os Termos
e documentos preconizados pela Resolucao CNS n°© 466/12.

RESULTADOS

O levantamento de dados baseou-se nos resultados de
sorologia anti-T. gondii reagente. Foram testadas todas as
bolsas de sangue coletadas entre as datas de 11/05/2018
a 22/05/2018, totalizando 364 bolsas. Dentre estas, foram
encontrados resultados IgM positivo para T. gondii em 8 (2,1%)
bolsas, sendo que 3 (0,8%) apresentaram resultado inconclu-
sivo, totalizando 3% de bolsas IgM positivas para T. gondii.

A pesquisa foi processada mediante quimioluminescén-
cia, utilizando o kit ARCHITECT®anti-T. gondii. Os valores de
referéncia adotados para resultado inconclusivo foram > de
0,50 Ul/mL a 0,60 Ul/mL; acima deste valor, o resultado ja é
considerado positivo, e abaixo de 0,50 Ul/mL é considerado
negativo. Cabe ressaltar que as bolsas que apresentaram
resultado positivo foram descartadas, bem como as que
apresentaram resultado inconclusivo, para prevenir possiveis
complicacdes na transfusao.

Na tabela 1 podemos observar que a maior soropreva-
Iéncia IgM para T. gondii se encontra em homens (2,62%),
com idade de 18 a 29 anos (5,97%), raca parda (8,33%), com
tipo sanguineo O* (4,02%) e que residem na regido oeste da
cidade de Santa Maria - RS (4,76%).

DISCUSSAO

A soroepidemiologia de infeccdo por T. gondii em doa-
dores de sangue no Brasil tem sido pouco estudada. Em
pacientes imunodeprimidos, a toxoplasmose pode causar
complicagdes severas, como por exemplo disturbios cerebrais
e encefalite. Em doadores de sangue essa infec¢do pode ndo
trazer maiores consequéncias, mas quando transmitida para
pacientes imunodeprimidos e gestantes, através da transfu-
sao0 sanguinea, podera vir a causar maiores problemas.'”)
Atualmente os exames de triagem soroldgica para T. gondii
em bancos de sangue nao sao obrigatoérios, mas estudos
mostram uma consideravel prevaléncia em bolsas de san-
gue, o que pode ser um fator de risco para complicagdes em
pacientes transfundidos.

Comparacdo da soroprevaléncia de infeccdo IgM por T. gondii de acordo comidade,
sexo, raca, tipo sanguineo e regiao onde reside.

Caracteristicas Testados Casos IgM positivos para T. Gondii
N n %
Anos de idade
18229 67 4 5,97
30a39 86 1 1,16
40a49 142 1 0,70
50 0u+ 69 2 2,89
Sexo
Masculino 229 6 2,62
Feminino 135 2 1,48
Raca
Branco 246 4 1,62
Negro 59 2 3,38
Pardo 24 2 833
Outros 35 - -
ABO
0+ 149 6 4,02
A+ 87 1 1,14
A- 53 1 1,88
Outros 75 - -
Regiao
Zona oeste 84 4 476
Zona norte 19 1 0,84
Zona sul 82 1 1,21
Zona leste 44 1 2,27
Outras cidades 35 1 2,85

Um estudo realizado no nordeste do Ird com 491 doado-
res de sangue apresentou resultado de 1,6% positivos para
IgM; em relagao ao sexo, mulheres apresentaram taxa de IlgM
maior do que a dos homens, bem como a idade que foi mais
prevalente em doadores na faixa etéria dos 50 a 60 anos."®
Em outro estudo também realizado no Ira, obtiveram resul-
tado de 3,2% positivo para IgM em bolsas de sangue, com
a soroprevaléncia maior em doadores do sexo feminino.""

Em ambos estudos os resultados diferem dos encontrados
em nosso levantamento de dados, onde a maior soropre-
valéncia foi em homens com idade entre 18 e 29 anos. Em
contrapartida, em um estudo realizado em Taiwan com 1.783
doadores, foram encontrados 161 (9,0%) doadores positivos
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para T. gondii, mas nenhum caso relatado de IgM positivo
isolado, em relacdo a soropositividade, foi maior entre os
homens em relagdo as mulheres, e ndo houve diferenca sig-
nificativa na prevaléncia entre os diferente grupos etarios.?

O presente estudo apresentou uma taxa menor de
soropositividade IgM para T. gondii em relacdo a um estudo
realizado no Hemocentro de Sdo José do Rio Preto em 2015,
no qual foi pesquisado o parasitaem 750 bolsas. O resultado
foi de 2749 bolsas reagentes IgM para T. gondii, relatada
principalmente em homens (68%) com idade em torno de
34 anos.?" Em estudo realizado no nordeste da Tailandia, na
provincia de Loei, em um total de 345 doadores, 13 (39,4%)
foram positivos para anti-T.gondii IgM, os homens apresen-
taram maiores resultados positivos do que as mulheres, a
idade prevaleceu entre as faixas etdrias de 21 a 30 anos e
de 31 a 40 anos, apresentando resultados mais elevados do
que no presente estudo.??

No norte da India também foi realizado um estudo com
doadores de sangue, com um total de 493 doadores; 24 (5%)
foram positivo IgM para T. gondii e a prevaléncia maior foi
no sexo feminino (89,2%), o que difere do nosso estudo.®

No ano de 2016, um estudo sistematico em varias regides
do mundo avaliou de forma abrangente a taxa de soro-
prevaléncia do T. gondii em doadores de sangue. Ao todo
foram testados 20.964 doadores, dos quais 377 (1,8%) foram
positivos para anti-T. gondiilgM. As maiores soroprevaléncias
de toxoplasmose IgM positivas foram encontradas na Africa
(46%), Brasil (75%) e Etiopia (73%), e a menor foi na Asia (29%).
Esses indices podem ser devido alocalizacdo e ao clima des-
tes paises, tendo em vista que os oocistos esporulam mais
rapido em regides quentes.?¥

Segundo o boletim epidemiolégico apresentado pela
Secretaria de Saude, os trés bairros que mais apresentaram
moradores com soropositividade para toxoplasmose durante
o surto estdo localizados na regido oeste da cidade, bem como
os resultados encontrados no levantamento de dados do
suposto trabalho. Neste boletim epidemiolégico também foi
apresentado que as mulheres apresentaram soropositividade
maior do que os homens, com total de 64,5%.% A respeito
da faixa etaria, a Secretaria de Saude constatou que o surto
acometeu pessoas de 20 a 39 anos, totalizando 56,5%, o
que confere com o levantamento de dados realizado nos
doadores de sangue.®

No ano de 2018, ap6s a confirmacao do surto de toxo-
plasmose na cidade de Santa Maria, a Hemorrede juntamente
com o Centro Estadual de Vigilancia em Saude (CEVS) enviou

uma nota técnica conjunta ao hemocentro com o tema
“Orientacdes para triagem clinica de candidatos a doacdo de
sangue frente ao surto de toxoplasmose em Santa Maria - RS".
Nesta nota é reforcada a atencao que a triagem clinica deve
ter com doadores oriundos do municipio de Santa Maria - RS,
atentar-se para a histéria de sintomas correlacionados coma
doenca, reforcar aos doadores a importancia de informar o
servico sobre qualquer sintoma relacionado a toxoplasmose
que possa ocorrer apds a doacao, como forma de reduzir o
risco de transmissao por via transfusional e também para
agoes de hemovigilancia.®”

CONCLUSOES

Apos anadlise realizada podemos observar que a taxa de
soroprevaléncia de toxoplasmose em doadores de sangue se
manteve na média, conforme os estudos que foram compa-
rados. Em épocas de surto como ocorreu na cidade de Santa
Maria, seriaimportante a insercao de testes soroldgicos para
T. gondii em bolsas de sangue, a fim de prevenir possiveis
complica¢des para o transfundido, principalmente para
gestantes, diante da possibilidade de infeccao congénita,
que pode ser muitas vezes grave e até mesmo letal.

SUPORTE FINANCEIRO

Nao houve suporte financeiro para a realizacao desta
pesquisa. Todas as despesas foram de responsabilidade da
pesquisadora. Os participantes nao tiveram nenhum gasto
durante a realizacdo da mesma.
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Pilot study in telecitology: diagnosis by static images
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Resumo

Objetivo: Avaliar o uso da telecitologia estatica para o diagnéstico de lesdes escamosas de alto grau e investigar a concordancia intraobservador entre os
diagnésticos citopatolégicos obtidos com o uso do microscépio e a citologia estéatica. Métodos: Inicialmente realizada uma avaliagdo retrospectiva de 20
amostras por um médico patologista e um analista clinico citopatologista. Posteriormente foram capturadas cinco imagens de cada caso e transmitidas
virtualmente usando uma conexao WhatsApp® de um smartphone. Os diagndsticos preliminares foram registrados por seis observadores. Resultados:
O percentual de casos cujo diagndstico da imagem microscépica e do smartphone foram concordantes foi 72%. A analise estatistica pelo teste Kappa
mostrou uma concordancia moderada entre os diagndsticos microscépicos e das imagens digitais, com um coeficiente geral K= 0,43. Quando analisado
individualmente, o maior nivel de concordancia alcangado foi de 85% com um coeficiente K= 0,60 considerado como concordancia moderada. Conclusdo:
Este estudo mostrou que é possivel capturar e transferirimagens de alta qualidade de forma facil, rdpida e econdémica a partir de laminas de citologia
usando smartphones. A transmissao remota das imagens utilizando a tecnologia de cameras de smartphones estdo se tornando ferramentas eficientes,
desde que operados por pessoal treinado e capacitado tanto para a analise citomorfoldgica quanto para citologia digital.

Palavras-chave: Patologia; Telemedicina; Telepatologia; /citologia; Smartphone

Abstract

Objective: To evaluate the use of static telecithology for the diagnosis of high-grade squamous lesions and to investigate the intraobserver agreement
between the cytopathological diagnoses obtained using the microscope and the static cytology. Methods: A retrospective evaluation of 20 samples was
performed by a pathologist and a cytopathologist. Subsequently, five static cytology images were captured from each case and transmitted virtually using
aWhatsApp® connection from a smartphone. Preliminary diagnoses were recorded by six observers. Results: The percentage of cases whose diagnosis of
the microscopic image and the smartphone were in agreement was 72%. Statistical analysis by the Kappa test showed a moderate agreement between
microscopic and digital imaging diagnoses, with a general coefficient K= 0.43. When individually analyzed, the highest level of agreement reached was
85% with a coefficient K = 0.60 considered as moderate agreement. Conclusion: This study showed that it is possible to easily and quickly capture and
transfer high quality images from cytology slides using smartphones. Remote transmission of images using smartphone camera technology is becoming
an efficient tool, provided it is operated by trained personnel capable of both cytomorphological analysis and digital cytology.

Keywords: Smartphone; Telemedicine; Pathology; Telepathology; /cytology

Correspondéncia
Lisiane Cervieri Mezzomo
E-mail: lisimezzomo@gmail.com

Recebido em 12/07/2020 | Aprovado em 08/03/2022 | DOI: 10.21877/2448-3877.202202038

RBAC. 2022,54(3):267-274
267



Estudo piloto em telecitologia | Gongalves J, Mezzomo LC

INTRODUCAO

O primeiro dispositivo microscopico de captura de ima-
gens foi desenvolvido por Ludwig Edinger em 1910 e utilizado
até 1940. Posteriormente, surgiram as cameras baseadas em
filmes, empregadas até os anos 2000, quando as cameras
digitais passaram a ser utilizadas.””

Os avancos nas areas de tecnologia e redes revoluciona-
ram o mundo, incluindo a drea da Medicina. A telemedicina e
seus varios campos, incluindo a telepatologia, fornecem uma
ampla plataforma para consultas e investigacdes e também
podem servir como uma valiosa ajuda educacional. Nesse
contexto, a telecitologia, ou citologia digital, é uma éarea
que vem crescendo e se destacando nos ultimos anos.® Ela
compreende o uso de telecomunicagdes para transmitir
imagens de citologia para diagndstico, consulta ou educagao.

A citologia estatica envolve o uso de imagens pré-cap-
turadas por uma camera acoplada ao microscépio éptico e
posterior transmiss&o.? E relativamente de baixo custo e de
facil utilizacdo, e atualmente vem sendo utilizada com bastante
frequéncia para esclarecimento de duvidas com o objetivo
de acelerar o processo de consulta e liberagdo dos resultados
citolégicos. Nesse método de citologia digital, ou telecitologia,
o citopatologista pré-seleciona as areas, captura as imagens
com uma camera, em seguida digitaliza-as e, entao, transmite
por e-mail ou outras ferramentas de internet.” A metodologia
pode ser aplicada a todos os tipos de materiais citolégicos,
incluindo amostras ginecoldgicas e ndo ginecoldgicas, como
raspados, aspirados e amostras de liquidos obtidos por puncao
ou de forma espontanea. Também pode ser Util no arquiva-
mento e apresentagdo de casos raros e incomuns, exemplos
cldssicos de entidades que seriam de alto valor diagnéstico
(cujas laminas poderiam se perder com o tempo), testes de
proficiéncia e propésitos de pesquisa.?

No futuro, a telecitologia estatica pode ter um lugar que
atenda as necessidades clinicas em diferentes situacoes de
pratica. Nesse contexto, esse estudo objetiva avaliar o uso da
telecitologia estética para o diagnéstico de lesdes escamosas
de alto grau einvestigar a concordancia intraobservador entre
os diagnésticos citopatoldgicos obtidos de forma classica,
com o uso do microscépio, e a citologia estética.

MATERIAIS E METODOS
Selecao dos casos e captura das imagens

Este estudo transversal foi realizado por meio de selecdo
de 20 casos positivos de citologia convencional, a partir de

um banco de dados (arquivo de laminas) de um laboratério
de Patologia do Meio-Oeste Catarinense. Para a conclusdo
diagnostica as laminas foram triadas por dois observadores
com experiéncia na area, um médico patologista e um analista
clinico especialista em citopatologia. Foram incluidos casos
de citologia oncética cervicovaginal, que o autor considerou
necessitar de uma segunda opinido ou uma consulta especia-
lizada, corados pela técnica de Papanicolaou, com resultado
positivo para lesao intraepitelial escamosa de alto grau (HSIL)
e carcinoma de células escamosas (CA), confirmadas pelo
exame anatomopatoldgico. Foram excluidos casos de cito-
logia oncética cervicovaginal com resultado positivo para as
classificacOes supracitadas que nao tiveram correspondente
bidpsia de colo do Utero, lesdes intraepiteliais escamosas de
baixo grau (LSIL), atipias escamosas (ASC), incluindo atipias
escamosas de significado indeterminado (ASC-US) e atipias
escamosas nao se pode excluir HSIL (ASCH) e também lami-
nas insatisfatdrias para avaliacdo, quebradas ou danificadas.

Ap0s a selecao dos casos, 0s campos microscopicos de
valor diagnéstico foram selecionados e capturados digital-
mente, sendo a ampliacdo de 400x utilizada preferencial-
mente para captura deimagens, em virtude de ser a objetiva
usada na rotina de triagem.

Com a area de interesse em foco, a lente da camera foi
aplicada contra uma das oculares do microscopio e aimagem
foi capturada. Asimagens foram obtidas a partir da objetiva
do microscépio 6ptico Nikon Eclipse E200 LED binocular
(Nikon Corporation, Tokyo, Japan), com objetiva de 400x e
Smartphone Iphone 5S (Designed by Apple in California),
sem adaptador ocular.

De forma a uniformizar a analise, padronizou-se a selecao
e captura dasimagens estaticas de cada lamina citopatoldgica.
A selecao das imagens da citologia foi baseada nos critérios
de Bethesda, e escolhidas por um observador (responsavel
pelo estudo), de modo a serem suficientes para a conclusao
diagnéstica, baseadas no diagnéstico inicial. A qualidade das
imagens digitais foi determinada empiricamente. Apenas
imagens consideradas de qualidade ou relevancia suficientes
foram incluidas no estudo. Asimagens obtidas foram em alta
resolucéo, permitindo ao observador a aproximacgao da ima-
gem e verificacdo dos detalhes celulares, quando necessario.

Transmissao das imagens e diagnéstico citologico

Apos a captura das imagens, essas foram transmitidas
aos observadores individualmente por meio do aplicativo
WhatsApp® (WhatsApp, Inc., Mountain View, Califérnia, EUA).
Asimagens foram transferidas sem modificagao de cor, brilho
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e tamanho. Para a padronizacao dos resultados, foi fornecido
um formulario estruturado, com op¢des de respostas, baseado
nos critérios de Bethesda. As respostas incluiram desde atipias
escamosas, lesdes escamosas de baixo e alto grau, e lesdes glan-
dulares (Tabela 1). Nao foi fornecido aos observadores nenhum
tipo de informacao clinica ou a respeito do diagndstico que
pudesse influenciar nos resultados. A interpretacao telecitolo-
gica foi comparada ao diagndstico final obtido em consenso
pelos dois profissionais, um patologista e um citopatologista.

O grupo de observadores incluidos no trabalho foram
seis alunos do curso de especializacdo em Citopatologia
Diagnostica da Universidade Feevale, localizada em Novo
Hamburgo-RS que aceitaram participar do estudo. Apds
a analise dos resultados dos observadores, as laminas e as
imagens de citologia estética foram reavaliadas e as razdes
de discordancia foram determinadas.

Aspectos éticos

Todos os participantes incluidos aceitaram participar
do estudo e assinaram o TCLE (Termo de consentimento
livre e esclarecido). O presente projeto foi cadastrado na
Plataforma Brasil e aprovado pelo Comité de Etica da Uni-
versidade Feevale.

Analise estatistica

Os resultados foram avaliados utilizando o software
SPSS (IBM SPSS Statistics 24.0), e o coeficiente de Kappa foi
calculado para medir a concordancia entre os observadores.
Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente
significantes.

RESULTADOS

Considerou-se uma média de captura de cinco imagens
por caso suficientes para a conclusao diagnéstica. Os campos
mais significativos foram selecionados, fotografados através
da objetiva do microscépio éptico com o uso de um smar-
tphone e encaminhados aos participantes para posterior
avaliacdo. Os casos foram transmitidos separadamente, ao
longo de 6 meses e os participantes tiveram em torno de 7
dias para concluir o diagnéstico.

A Figura 1 exemplifica um caso disponivel para avalia-
¢ao pelos citopatologistas. Nesse caso a paciente tinha 22
anos, assintomatica, exame de repeticdo com histérico de
células atipicas de significado indeterminado possivelmente
ndo neoplasicas (ASC-US) ha seis meses. O diagnéstico
citoldgico liberado foi de leséo intraepitelial escamosa de

alto grau (HSIL) e o resultado da biopsia histologica foi de
neoplasia intraepitelial cervical de grau 3 (NIC 3). As cinco
imagens foram disponibilizadas em conjunto para anélise
pelo participante do estudo. O caso foi transmitido a cada
participante individualmente.

AsFiguras 2 e 3 sao exemplos de imagens digitais avalia-
das pelos participantes do estudo com maior porcentagem
de acerto, com 100% de concordancia.

JaasFiguras 4 e 5 foram casos que obtiveram as menores
taxas de concordancia (17% e 33%, respectivamente). Atri-
bui-se a essas baixas taxas de concordancia algumas caracte-
risticas contidas nos esfregacos, como intensa sobreposicdao
celular, grande quantidade de sangue e infiltrado inflamatério
abundante, o que muitas vezes dificulta a andlise. Também
relaciona-se com a pouca experiéncia dos observadores, pois
todos eles estao em fase de formacao na area. Entre as respos-
tas para o caso 4, dois observadores consideraram como LSIL
e outros dois como CA, e para o caso 11 cinco observadores
consideraram como CA e somente um considerou como HSIL.

y =

2ol 2
o

L

(aso 8 no qual as principais caracteristicas citoldgicas encontradas foram células
imaturas com macronucleose, contorno de membrana nuclearirregular, cromatina
grosseira, mal distribuida e hipercromética. 0 diagndstico liberado pelo laboratério
foi HSIL. As respostas das andlises foram todas idénticas as do diagndstico do
laboratério. O nivel de concordancia foi de 100%.
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(aso 1no qual as principais caracteristicas citoldgicas encontradas foram células (aso 2 no qual as principais caracteristicas citolégicas encontradas foram células
imaturas com macronucleose, contorno de membrana nuclear irregular, cromatina imaturas com macronucleose, contorno de membrana nuclear irregular, cromatina
grosseira, mal distribuida e hipercromatica. 0 diagnéstico liberado pelo laboratdrio grosseira, mal distribuida e hipercromatica com presenca de grande quantidade de
foi HSIL. As respostas das andlises foram todas idénticas as do diagndstico do sangue. 0 diagndstico liberado pelo laboratdrio foi HSIL. As respostas das andlises foram
laboratério. O nivel de concordancia foi de 100%. todas idénticas as do diagndstico do laboratdrio. O nivel de concordancia foi de 100%.

Caso 11— 17% de concordancia (aso0 4 —33% de concordancia

(asos 11 e 4—Diagnéstico laboratorial HSIL. Presenca de células imaturas com macronucleose, contorno de membrana nuclear irregular, cromatina grosseira, mal distribuida
e hipercromética. Muitas vezes os critérios entre HSIL e CA ndo sao muito claros, o que pode levar a confusao no diagndstico.
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Considerou-se que todas as imagens capturadas pela
objetiva do microscépio obtidas por meio de camera do
smartphone apresentaram resolu¢ao adequada e possibilita-
ram aos participantes a visualizagao dos detalhes citolégicos
de forma satisfatéria.

Além disso, considerou-se que o aplicativo WhatsApp® foi
uma ferramenta rapida e bem-sucedida na transferéncia de
imagens na técnica de telecitologia. Todos os participantes
relataram ter visualizado as imagens de forma satisfatoria e
rapidamente ap6s a transmissao.

A avaliagao dos 20 casos de citologia incluidos resultou
em concordancia consideravel entre os observadores, tendo
como média geral 72,5%.

Os resultados obtidos das analises das imagens enviadas
via WhatsApp® sdéo mostrados Tabela 1.

A analise estatistica mostrou que o presente estudo
teve uma taxa moderada de concordancia dos casos entre
os diagnosticos microscopicos e das imagens digitais, com
um coeficiente Kappa K=0,43. Quando analisamos os dados
individualmente para cada observador, o maior nivel de con-
cordancia alcancado foi de 85% com um coeficiente kappa
de K= 0,60, uma concordancia moderada. Entretanto trés
observadores obtiveram 65% de concordancia e valores de
Kappa classificados como de fraca a razoédvel concordancia.

O maior valor de Kappa e o melhor indice de acertos foram
vistos em 3/20 casos com 100% de acerto pelos observado-
res. Atribui-se o alto indice de acerto nesses casos ao grau
de alteragcdes presentes nas laminas, em que os critérios de
hipercromasia, cromatina granular com formacao de grumos
eirregularidades na borda nuclear estavam bem evidentes.

Resultados das andlises dos 20 casos de citologia incluidos no estudo e a concordancia intraobservadores

Concordancia

Casos Cito Histo Obs. 1 Obs. 2 Obs.3 Obs. 4 Obs. 5 Obs. 6 Citologia
1 HSIL NIC3 HSIL HSIL HSIL HSIL HSIL HSIL 100%
2 HSIL NIC2 HSIL HSIL HSIL HSIL HSIL HSIL 100%
3 HSIL NIC2 HSIL HSIL A LSiL HSIL HSIL 67%
4 HSIL NIC3 (A LsiL LSiL HSIL HSIL A 33%
5 HSIL NIC2 HSIL HSIL HSIL LSIL HSIL HSIL 83%
6 HSIL NICT HSIL HSIL HSIL HSIL HSIL ADENO 83%
7 HSIL NIC3 A HSIL HSIL HSIL HSIL HSIL 83%
8 HSIL NIC3 HSIL HSIL HSIL HSIL HSIL HSIL 100%
9 HSIL NIC3 HSIL A A HSIL LiL HSIL 50%
10 HSIL NIC3 HSIL HSIL LSiL HSIL HSIL HSIL 83%
n HSIL NIC3 A (A HSIL (A A A 17%
12 HSIL NIC3 HSIL A HSIL HSIL HSIL HSIL 83%
13 HSIL NIC3 HSIL HSIL HSIL HSL HSIL A 83%
n HSIL NIC3 HSIL HSIL HSIL LSIL HSIL HSIL 83%
15 HSIL NIC3 HSIL HSIL HSIL HSIL HSIL A 83%
16 HSIL NIC3 A HSIL HSIL HSIL HSIL HSIL 83%
17 HSIL NIC2 HSIL LsiL HSIL HSIL HSIL HSIL 83%
18 A ) A A A HSIL ) A 83%
19 A A A ADENO A HSIL A HSIL 50%
2 (A A HSIL ADENO (A LSiL HSIL HSIL 17%

G:):‘;’;‘:::g;(fge 75% 65% 80% 65% 85% 65% 7722;&

LSIL - Lesdo intraepitelial escamosa de baixo grau; HSIL — Lesdo intraepitelial escamosa de alto grau; CA — Carcinoma de células escamosas; ADENO — Adenocarcinoma; HISTO — Histoldgica; CITO — Citologia; OBS — Observador.
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Entretanto, a maioria dos casos (casos 5,6, 7, 10, 12, 13, 14,
15,16, 17 e 18) apresentou 83% de concordancia. O caso 3
apresentou 67% de concordancia, seguido de concordancia
nos casos 9 e 19, com 50% de concordancia; o caso 4 apre-
sentou 33% de concordancia.

Apenas dois dos 20 casos (11 e 20) tiveram 17% de
concordancia e foram considerados os casos com maior
indice de discordancia. Esses dois casos eram de HSIL e CA
respectivamente, fato esse que pode ter como explicacdo
a intensa sobreposicédo celular capturada nas imagens, difi-
cultando a identificacdo da origem celular (glandular ou
escamosa), o que também pode explicar a interpretacao de
adenocarcinoma em uma HSIL e também a aplicacdo dos
critérios para diagnéstico.

Posteriormente a obtencao dos resultados, as laminas
dos casos discordantes foram reavaliadas e as imagens
microscopicas foram comparadas com as imagens captu-
radas. As caracteristicas citolégicas e estruturais dos casos
que apresentavam desconformidade diagnostica (n=27,5%)
sdo atribuidas a pouca experiéncia em leitura de [aminas dos
observadores. Por se tratar de imagens estaticas, o obser-
vador ndo tem controle sobre a ampliacao e foco, o que
dificulta muitas vezes a andlise, especialmente em casos que
exigem maior atencao aos critérios citomorfoldgicos. Além
disso, o nimero de imagens enviadas é um fato que limita
a observacao em apenas alguns campos selecionados da
lamina e isso, para as pessoas com pouca experiéncia, pode
ser considerado um fator de inseguranca no momento da
liberacdo dolaudo. Vale considerar também o fato de que este
trabalho utilizou como avaliadores os alunos em formacao
do curso de especializacdo na drea, e portanto observadores
com variabilidade de conhecimentos e de treinamentos.
Atribui-se esse aspecto as baixas concordancias encontradas
nesse trabalho.

DISCUSSAO

A medicina digital tornou-se um dos tépicos mais estu-
dados nas ultimas décadas, pois sua aplicabilidade reside
nao apenas no uso de dispositivos digitais para fins médicos,
mas também altera o cendrio geral de previsao de doencgas,
prevencao, diagndstico, tratamento e manejo pds-trata-
mento. Dentro desse cenario, introduz-se a citologia digital,
ou telecitologia, um componente do que ja é conhecido
como Telepatologia. Nos ultimos anos testemunhou-se o
amplo uso datelepatologia na educacao, consultas, arquiva-
mento de laminas e testes de proficiéncia, e nesse contexto

a telecitologia vem se tornando uma pratica na avaliacdo a
distancia usando imagens digitais.®’

A citologia digital é uma 4rea recente e ainda em expan-
sdo, com alguns trabalhos publicados.®'? Entretanto, a maio-
ria dos estudos que foram realizados com essa metodologia
incluiu uso de profissionais experientes para a avaliacdo das
imagens, muitas vezes com tempo de rotina superior a 10
anos. Este trabalho difere em parte, uma vez que os avalia-
dores foram estudantes em fase final de conclusdo do curso
de especializacdo em citopatologia, com média de 1,5 anos
de treinamento, porém com pouca experiéncia na area. A
importancia dessa andlise reside no fato de expor as prin-
cipais dificuldades encontradas pelos profissionais da area
especialmente quando considerados critérios citolégicos
limitrofes. Os resultados refletem a variabilidade de critérios
citoldgicos presentes nas lesdes e que muitas vezes acabam
se sobrepondo, dificultando o diagndstico.

E importante destacar que a citologia é dependente do
olhar do observador e apresenta variabilidade de interpre-
tagdes, mesmo entre profissionais com ampla experiéncia.
Além disso, o diagndstico de lesdes de alto grau é muitas
vezes dificil mesmo para consultores experientes, e algumas
vezes apresenta consideravel variabilidade intraobservador
e interobservador. Esse estudo demonstra esses critérios,
uma vez que alguns casos tiveram maior variabilidade de
interpretacdes.

Considera-se que a limitagao do nimero de imagens por
caso, aliada a pouca experiéncia dos avaliadores, pode ter
dificultado a andlise do diagnodstico e diminuido os valores
de concordancia geral. Além disso, as imagens enviadas de
forma estatica para andlise, ao contrério da analise microsco-
pica, nao possibilitam o uso de recursos como intensidade de
luz, modificacdes na resolucéo e especialmente o exame de
células em varios planos focais. Considera-se esses recursos
essenciais na analise citoldgica, especialmente em casos de
lesdes com grupamentos tridimensionais, grupos sinciciais
e células sobrepostas, frequentes em lesdes de alto grau.

Essa limitacdo pode ser observada no estudo de ZIOL et
al.® que analisaram 100 casos de citologia cervicovaginal
e observaram que apesar do processo de digitalizacdao de
imagens dos esfregacos citoldgicos cervicais com diagnéstico
dificil ser geralmente preciso, ele sofreu com as questdes
pertinentes as imagens estaticas, como a incapacidade de
foco e afalta deresolucao, particularmente para as células de
tamanhos pequenos. Os autores relatam uma concordancia
que variou de 68% a 85%. Nosso estudo encontrou concor-
dancia semelhante e corrobora esses dados ja publicados.
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No estudo de GALVEZ et al.® foram analisadas as carac-
teristicas citoldgicas especificas identificadas em 21 casos
de aspiracoes por agulha fina da mama. Os autores obser-
varam que todas as caracteristicas avaliadas poderiam ser
identificadas tanto nas imagens estaticas quanto na andlise
microscopica, com 81% de concordancia. Em nosso estudo,
a andlise das imagens digitais teve concordancia de 72,5%,
préximo aos valores encontrados nesse trabalho.

Outro trabalho, publicado por DELLA MEA et al.,” utili-
zou 48 casos de citologia de puncao aspirativa por agulha
fina (PAAF) de les6es mamarias. Os autores relataram que o
uso de imagens estaticas enviadas por e-mail alcancou um
resultado de concordancia em 84% dos casos, o que é seme-
Ihante ao encontrado em nosso trabalho. Esses valores de
concordancia semelhantes podem ser explicados devido ao
fato de se tratarem de dois estudos com andélise somente de
imagens estaticas, diferenciando-se apenas pelo método de
envio das mesmas. Posteriormente, o mesmo percentual foi
encontrado por AYATOLLAHI et al.,® com 85% de concordancia
paraainterpretacao deimagens estaticas de amostras de 50
esfregacos de derrame pleural com diferentes diagnoésticos.

Além desses, nossa analise encontrou resultados seme-
Ihantes de concordancia com estudo publicado por JIALDA-
SANI et al.’" Os autores analisaram 46 casos enviados de dois
hospitais rurais a cerca de 500km de um centro terciario de
cancer. Os casos foram submetidos a uma segunda opinido
durante um periodo de dois anos e avaliados por meio de uma
abordagem de armazenamento estatico e de telecitologia
direta. A concordancia diagnéstica foi de 74%.

MARCHEVSKY et al.® analisaram 27 amostras coletadas
por puncao aspirativa por agulha fina (PAAF) de pacientes
com pancreatite cronica com alteragoes epiteliais de reparo
atipico e adenocarcinomas pancreaticos de baixo grau que
foram revisadas por quatro citopatologistas experientes
que utilizaram a telecitologia e microscopia de rotina. A
comparacgao entre os diagndsticos corretos e as consultas
realizadas pelos dois métodos e entre os diagnésticos reali-
zados nos mesmos casos pelas duas modalidades produziu
coeficientes kappa variando de K=0,44 a K=1. Esses valores
de concordancia sao esperados nesse tipo de estudo, visto
que os observadores sao citopatologistas experientes e com
seguranca na liberacdo dos laudos. Além disso, a grande
variabilidade de concordancia foi semelhante ao que encon-
tramos nessa analise.

Podemos inferir que nossos resultados corroboram esses
estudos anteriormente publicados, e que sao semelhantes
aos casos ja publicados na literatura.

Um fator que pode ter sido preponderante para a dis-
crepancia dos resultados das andlises entre os observadores
incluidos nesse estudo é a impossibilidade de andlise da
lamina toda, ou seja, a disponibilidade de apenas alguns
campos (5) pode ter dificultado a interpretacdo dos diagnés-
ticos citoldgicos. Esse fato reflete outra caracteristica inerente
ao método de citologia estética, que é o viés do olhar do
observador que esta capturando as imagens. E importante
destacar que o diagnéstico citoldgico final é baseado na ané-
lise do conjunto de caracteristicas citolégicas microscopicas
dalamina como um todo, e que a captura dasimagens deve
refletir a totalidade das caracteristicas observadas para que
o diagnéstico seja fidedigno.

CONCLUSOES

Consistente com trabalhos anteriormente publicados, este
estudo mostrou que capturar e transferir imagens microsco-
picas é um método pratico, facil e econdémico. E previsivel que
as imagens digitais transferidas pela técnica de telecitologia
por meio do uso de dispositivos como o WhatsApp® sejam
usadas cada vez mais, porque essa ferramenta permite que
as imagens sejam facilmente compartilhadas. Dados desse
estudo indicam que a telecitologia pode ser usada para realizar
avaliacoes de adequacao remota com eficaciamoderada aalta
quando comparada a microscopia convencional. Acredita-se,
portanto que a citologia estatica pode ser uma ferramenta
consultiva potencialmente Util para a interpretagao de espéci-
mes citolégicos com dificuldades diagnésticas, especialmente
quando se deseja uma segunda opinido. Sao necessarios, no
entanto, estudos mais robustos e que comparem de forma
mais controlada a analise do material recebido/enviado pela
tecnologia de transmissao de imagens com a analise da
lamina microscépica para que seja avaliada a aplicabilidade
do método para o diagnéstico. Acredita-se que com o avango
continuo datecnologia, o futuro da telecitologia testemunhara
melhorias no método e aceitacdo pela comunidade.
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Resumo

Objetivo: Avaliar a associacao dos fatores obscurecedores e diagndsticos citopatoldgicos do Laboratério Clinico da Pontificia Universidade Catdlica de
Goias (LAC-PUC Goias). Métodos: Foram utilizados exames citopatolégicos do LAC-PUC Goids entre janeiro e dezembro de 2018, assim como o software
Microsoft® Excel 2013 para calculo das prevaléncias por faixa etdria: >15 anos, 15< 24 anos, 25< 34 anos, 35< 64 anos e >65 anos. Para a andlise de
adequabilidade da amostras foi utilizado o software BioEstatv® versao 5.3, aplicado o teste do qui-quadrado com nivel de significancia de 5% (p<0,05);
e para a andlise da associag¢do da presenca de zona de transformacéo e anormalidades citopatoldgicas, foi utilizado o cdlculo do Odds ratio com intervalo
de confianga de 95% e de significancia e nivel de significancia de 5% (p<0,05) Resultados: Nos 6.298 diagnosticos, 98,08% foram satisfatérios e 1,92%
insatisfatorios, sendo 3,76% de anormalidades. As células escamosas atipicas, nao podendo afastar lesao de alto grau (ASC-H), 1,15%; lesao intraepitelial
de alto grau (HSIL), 0,94%; células escamosas atipicas de significado indeterminado (ASC-US), 0,91%j; leséao intraepitelial escamosa de baixo grau (LSIL),
0,66%; atipias glandulares de significado indeterminado (AGC-NEO) e Carcinoma Invasor, 0,05%. As faixas etdrias prevalentes foram 15 a 24 anos
para LSIL, 35 a 64 anos para ASC-US, ASC-H e AGC-NEO, e carcinoma > 65 anos. Fatores obscurecedores: dessecamento, material espesso e pidcitos
mostraram significancia com amostras parcialmente obscurecidas (p<0,05). A ZT foi significante com anormalidades citoldgicas (OR: 3,86 IC: 3,87 2,62
- 5,70 p=0,000). Conclusdo: Dessecamento e demais fatores obscurecedores foram significantes com a adequabilidade das amostras citoldgicas, o que
reforca a importancia da educagao continuada.

Palavras-chave: citologia; diagnostico; saude da mulher

Abstract

Objective: To evaluate the association between obscuring factors and cytopathological diagnoses at the Clinical Laboratory of the Pontifical Catholic
University of Goias (LAC-PUC Goias). Methods: Cytological examinations were used at LAC-PUC Goias between January and December 2018. Microsoft®
software was used Excel 2013 for calculating prevalence by age group: > 15 years, 15 <24 years, 25 <34 years, 35 <64 years and > 65 years. To analyze
the suitability of the samples, the BioEstatv® version 5.3 software was used, applied the chi-square test with a significance level of 5% (p<0.05) and to
analyze the association between the presence of a transformation zone and cytopathological abnormalities calculation of the Odds ratio with a 95%
confidence interval and a 5% significance level (p<0.05) Results: In the 6.298 diagnoses, 98.08% were satisfactory and 1.92% unsatisfactory, with 3.76%
of abnormalities. Atypical squamous cells, which cannot rule out a high-grade lesion (ASC-H), 1.15%; high-grade intraepithelial lesion (HSIL), 0.94%;
atypical squamous cells of undetermined significance (ASC-US), 0.91%; low-grade squamous intraepithelial lesion (LSIL), 0.66%; glandular atypias of
undetermined significance (AGC-NEO) and Invasive Carcinoma 0.05%. The prevalent age groups were 15 to 24 years for LSIL, 35 to 64 years ASC-US,
ASC-H and AGC-NEO, and carcinoma> 65 years. Obscuring factors: desiccation, thick material and pyocytes showed significance with partially obscured
samples (p <0.05). ZT was significant with cytological abnormalities (OR: 3.86 Cl: 3.87 2.62 - 5.70 p = 0.000). Conclusion: Desiccation and other obscuring
factors were significant with the adequacy of the cytological samples, which reinforces the importance of continuing education.

Keywords: cytology; analysis; health services

Correspondéncia
Andrea Alves Ribeiro
E-mail: andrea.ribeiro13@gmail.com

Recebido em 06/10/2020 | Aprovado em 10/03/2022 | DOI: 10.21877/2448-3877.202202069

RBAC. 2022;,54(3):275-281
275



Fatores obscurecedores nos esfregacos | Rodrigues DD, Santos NF, Bordoni GP, Borges LL, Ribeiro AA

INTRODUCAO

O cancer de colo do utero é o terceiro tumor maligno
mais frequente na populacao feminina, exceto o cancer de
pele ndo melanoma, atras do cancer de mama e do colorre-
tal. E considerado a quarta causa de morte de mulheres por
cancer no Brasil, e a estimativa de novos casos é de 16.710
para ano de 2022."

O exame citopatoldgico tem por finalidade diagnosticar
as lesdes pré-cancerosas. Desta forma, a deteccdo precoce
e o tratamento adequado, de acordo com as condutas pre-
conizadas pelo Ministério da Saude, previnem o cancer de
colo do utero. Em paises desenvolvidos foi possivel reduzir a
incidéncia do cancer de colo do Utero em 80% em decorrén-
cia do rastreamento citolégico implantado com qualidade,
cobertura, tratamento e seguimento das mulheres.””

O exame citopatoldgico é de facil acesso, indolor, simples,
rapido e tem relagao custo-efetividade favoravel. Segundo
o Ministério da Saude,? é recomendado as mulheres nafaixa
etaria de 25 a 64 anos e que ja tiveram atividade sexual. A
periodicidade recomendada para o rastreamento é a repeticao
do exame citopatolégico a cada trés anos, apos dois exames
com qualidade adequada normais consecutivos realizados
com um intervalo de um ano.?

A zona de transformacao (ZT), também chamada de jun-
¢ado escamocolunar (JEC), estd localizada na ectocérvix, regido
do colo do Utero possui que epitélio colunar que foi ou estd
sendo substituido pelo novo epitélio escamoso metaplasico. A
ZT contém as células glandulares e/ou metaplasicas e é o local
onde a maioria das anormalidades e maior parte das lesdes
que progridem para o cancer do Utero podem ocorrer, pois na
ZT acontece alta taxa de multiplicacdo celular. Umindicador
importante da qualidade do esfregaco é a presenca de células
escamosas, glandulares e/ou metaplasicas em quantidades
representativas que tenham boa distribuicao, estejam bem
fixadas e coradas, permitindo uma melhor conclusao diag-
nostica. Exames citopatoldgicos sem a representacdo da
zona de transformacédo tém maior probabilidade de levar
a achados falsos negativos, mascarando as anormalidades
citopatoldgicas.®

Quando uma amostra é considerada insatisfatéria signi-
fica que a leitura esteja prejudicada por razdes de natureza
técnica e/ou de amostragem celular. E na fase pré-analitica
em que ocorrem a maior parte dos erros que podem levar
as amostras insatisfatérias, podendo-se destacar problemas

na coleta, auséncia de identificacao de laminas e laminas
quebradas ou mesmo ausentes.©

As amostras sdo classificadas como insatisfatorias
quando apresentam material acelular ou hipocelular (<10%
do esfregaco) ou leitura prejudicada (>75% do esfregaco) por
presenca de sangue, pidcitos, artefatos de dessecamento,
contaminantes externos, ou intensa superposicao celular.
Uma amostra que possui de 50% a 75% das células obscu-
recidas é caracterizada como uma amostra parcialmente
obscurecida.®>”

Dentre os fatores que mais comprometem a adequa-
bilidade da amostra e que podem aumentar as taxas de
resultados falsos negativos, reduzindo a precisao do exame
citopatoldgico, destacam-se a presenca de sangue, pro-
cessos inflamatdrios, areas espessas, ma fixacdo que gera
dessecamento, contaminantes, artefatos de estiramento e
lubrificante.”

A validade do exame citopatoldgico ainda é questionada
em programas de rastreamento do cancer de colo do Utero,
visto que este possui uma taxa de resultados falsos negativos
elevada, variando de 2% a 13%, incluindo erros de coleta,
escrutinio e interpretacdo. A implementacao de medidas
na rotina dos laboratdrios, como monitoramento interno de
qualidade (MIQ) e externo (MEQ), pode garantir a melhoria
da qualidade do exame citopatolégico. Um programa de
qualidade em citopatologia busca o aperfeicoamento desse
exame em detectar anormalidades escamosas e glandulares,
por meio do acompanhamento e avaliacdo dos procedimen-
tos dos exames citopatoldgicos de colo do utero, fazendo o
registro escrito de rotinas e procedimentos, revisando todos
os esfregacos positivos, todos os insatisfatérios e a revisao
rapida de 100% dos esfregacos negativos. Esses sdo alguns
exemplos de monitoramento da qualidade para se evitar
resultados falsos negativos.1%

Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi verificar
a associacdo da qualidade das amostras e dos fatores obs-
curecedores dos exames citopatolégicos encaminhados a
um laboratdrio escola de Goiania, Goias.

METODOS

Para o desenvolvimento desta pesquisa, fez-se um estudo
de corte transversal, em que foram coletados dados de 6.298
fichas de requisicao dos exames citopatologicos'? realizados
no Laboratério Clinico da Pontificia Universidade Catdlica
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de Goias (LAC-PUC Goias), situado na cidade de Goiania —
Goids, no periodo de janeiro de 2018 a dezembro de 2018,
de mulheres provenientes do Sistema Unico de Saude (SUS).
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da PUC Goias segundo o protocolo 235.376.

Os resultados citopatolégicos foram classificados de
acordo com a Nomenclatura Brasileira para Laudos Cito-
patoldgicos Cervicais,!'? baseada nos critérios citomorfo-
I6gicos do Sistema de Bethesda: células escamosas atipicas
de significado indeterminado (Atypical Squamous Cells of
Undetermined Significance — ASC-US); lesao intraepitelial
escamosa de baixo grau (Low Grade Squamous Intraepithelial
Lesion — LSIL); células escamosas atipicas em que ndo se
pode descartar lesdo de alto grau (Atypical Squamous Cells
of Undetermined Significance Cannot Exclude High Grade
Squamous Intraepithelial Lesion — ASC-H); lesdo intraepitelial
escamosa de alto grau (High Grade Squamous Intraepithelial
Lesion - HSIL); células glandulares atipicas favorecendo neo-
plasia (Atypical Glandular Cells Favor Neoplasic - AGC-NEO)
e adenocarcinoma in situ.”

Nas analises estatisticas foi criado um banco de dados no
software Microsoft® Excel 2013, onde foi realizado o célculo
das prevaléncias estratificadas por faixa etaria: menores de
15 anos, de 15 a 24 anos, de 25 a 34 anos, de 35 a 64 anos
e maiores de 65 anos.!" As varidveis foram categorizadas
usando as informagdes contidas nos laudos citopatolégicos
sobre os fatores que comprometem a qualidade da amostra,
como: dessecamento, dessecamento e espesso, sangue,
sangue e outros, espesso, espesso e pidcitos e material
hipocelular. Para as andlises estatisticas foi utilizado o
teste do qui-quadrado, utilizando o software BioEstat (R)
versao 3.6.3 para o calculo dos fatores obscurecedores
e adequabilidade da amostra, com nivel de significancia
do p<0,05. Em relagcdo a andlise da associacao entre ZT e
anormalidades citoldgicas foi utilizado o software Epilnfo™
7.2 e realizado o célculo do Odds ratio (OR), com nivel de
significancia de 95% e p<0,05.

RESULTADOS

De acordo com as fichas de requisicao analisadas, do
total de 6.298 laudos citopatoldgicos, foi observado 98,08%
(6.177/6.298) das amostras como satisfatorias para analise
e 1,92% (121/6.298) foram classificadas como insatisfatorias
(Tabela 1).

Na Tabela 2 estd apresentada a prevaléncia de amostras
com anormalidades citolégicas, em que foram encontradas
em 3,76% (232/6.177) dos diagnésticos citopatoldgicos.
Observou-se 96,24% (5.945/6.177) de resultados citopato-
|6gicos negativos para lesdo intraepitelial ou malignidade.
A maior prevaléncia de resultados negativos foi de 61,37%
(3.791/6.177) na faixa etaria de 35 a 64 anos. Em relacédo as
anormalidades, observou-se a maior prevaléncia de células
escamosas atipicas, ndo podendo afastar lesao de alto grau
(ASC-H), 1,15%(71/6.177). A lesao intraepitelial escamosa de
alto grau (HSIL) mostrou-se prevalente em 0,94% (58/6.177)
dos casos. Estas lesdes foram mais prevalentes na faixa etéria
de 35 a 64 anos, sendo responsaveis por 0,66% e 0,52% dos
diagndsticos nessa faixa etéria.

As células escamosas atipicas de significado indeter-
minado (ASC-US) compreenderam 0,91% (56/6.177) dos
diagnodsticos, sendo também prevalente na faixa etéria de
35 a 64 anos. As lesOes intraepiteliais escamosas de baixo
grau (LSIL) foram diagnosticadas em 0,66% (41/6.177),
sendo que na faixa etaria de 15 a 24 anos observou-se uma
maior prevaléncia com 0,26% (16/41). A atipia glandular
de significado indeterminado, AGC-NEO apresentou-se
em 0,05% (3/6.177) das amostras analisadas e o carcinoma
invasor foi observado em 0,05% (3/6.177) dos casos, sendo
que a maior prevaléncia foi na faixa etaria de 35 a 64 anos
nos diagnosticos de AGC-NEO e carcinoma invasor em
maiores que 65 anos.

As amostras analisadas que tiveram a zona de trans-
formacéo (ZT) representada apresentaram uma associacdo
significativa entre as anormalidades citoldgicas (OR: 3,86 IC:
3,87 2,62 - 5,70 p=0,000) (Tabela 3).

Em relacdo aos fatores obscurecedores, os laudos cito-
patoldgicos analisados demonstraram uma maior frequéncia
de dessecamento nas amostras consideradas insatisfatorias,
sendo responsével por 95,9% (116/121) de rejeicdo quando
comparadas com as amostras parcialmente obscurecidas
por dessecamento (p<0,000). O dessecamento também foi
o achado mais relevante nas amostras parcialmente obscu-
recidas, responsavel por 44,03% (70/159) dos casos. A pre-
senca de sangue nos exames citopatoldgicos analisados foi
responsavel por 20,75% (33/159) de amostras parcialmente
obscurecidas e 1,65% (2/121) de amostras consideradas insa-
tisfatorias para analise citopatoldgica, com uma associacao
estatisticamente significante para as amostras parcialmente
obscurecidas por sangue (p<0,000). Quando analisado com
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outros fatores obscurecedores concomitantes, sangue e
outros fatores obscurecedores, obteve-se 13,84% (22/159)
de amostras parcialmente obscurecidas (p<0,000).

Houve uma associacao estatisticamente significante
entre amostras classificadas em espessas com presenca de
pidcitos, e apresentaram-se em 10,7% (17/159) (p<0,000) das
amostras parcialmente obscurecidas. Amostras dessecadas

e espessas foram observadas em 6,29% (10/159) (p=0,005)
das amostras parcialmente obscurecidas, ja as amostras
espessas foram responsaveis por 4,4% (7/159) (p=0,019).
Nas amostras com material hipocelular e presenca de pi6-
citos ndo houve associacao significativa entre as amostras
consideradas insatisfatorias (p=0,104), (p=0,251), respecti-
vamente (Tabela 4).

Prevaléncia dos resultados satisfatorios e insatisfatorios dos exames encaminhados ao laboratdrio clinico da PUC Goias em 2018.

Diagnéstico citopatoldgico

%

Satisfatorios 6.177 98,08

Insatisfatdrios 1,92

TOTAL 6.298 100
Prevaléncia dos diagndsticos citopatoldgicos estratificados por faixa etaria encaminhados ao laboratdrio clinico da PUC Goids em 2018.

FAIXA ETARIA NEGATIVOS ASC-US LSIL ASC-H HSIL AGC-NEO CARCINOMA TOTAL

INVASOR
N % n % n % n % n % n % n % n %

< 15anos 15 0,24 1 0,02 1 0,02 0 0 0 0 0 0 0 0 17 0,28
15a 24 anos 688 11,14 7 0,11 16 0,26 7 0,11 7 0,11 0 0 0 0 725 11,74
25a34anos 1.096 17,74 17 0,28 n 0,18 20 0,32 16 0,26 0 0 0 0 1160 18,78
35264 anos 3791 61,37 28 0,45 13 0,21 4 0,66 32 0,52 3 0,05 1 0,02 3.909 63,28
> 65 anos 355 5,75 3 0,05 0 0 3 0,05 3 0,05 0 0 2 0,03 366 593
TOTAL 5945 96,24 56 0,91 41 0,66 Al 1,15 58 0,94 3 0,05 3 0,05 6.177 100

Associacao entre componentes da zona de transformacdo (ZT) e das anormalidades citolégicas nos exames citopatoldgicos analisados no laboratdrio clinico da PUC Goids

em 2018.
Zona de Transformagao Presenca de Anormalidades Auséncia de Anormalidades Total OR (IC) 95%
n % n % n %
Presenca 199 3,22 3.625 58,69 3.824 6191 3,86(2,62-5,70) 0,000
Auséncia 33 0,53 2.320 37,56 2.353 38,09
TOTAL 232 5.945 6.177 100
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Tabela 4
Fatores que comprometeram a qualidade da amostra nos exames encaminhados ao laboratdrio clinico da PUC Goids em 2018 (n = 280)

Fatores obscurecedores Presente Ausente p Qui-quadrado

n % n %

Dessecamento

Parcialmente obscurecida 70 44,03 89 55,97 < 0,000
Insatisfatdria 116 95,90 5 4,10

Dessecamento e espesso

Parcialmente obscurecida 10 6,29 149 93,71 0,005
Insatisfatoria 0 0,00 121 100,00

Sangue

Parcialmente obscurecida 33 20,75 126 79,25 < 0,000
Insatisfatdria 2 1,65 119 98,35

Sangue e outros

Parcialmente obscurecida 22 13,84 137 86,16 < 0,000
Insatisfatdria 0 0,00 121 100,00

Espesso

Parcialmente obscurecida 7 4,40 152 95,60 0,019
Insatisfatoria 0 0,00 121 100,00

Espesso e piocitos

Parcialmente obscurecida 17 10,70 142 89,30 < 0,000
Insatisfatoria 0 0,00 121 100,00

Material hipocelular

Parcialmente obscurecida 0 0,00 159 100,00 0,104
Insatisfatdria 2 1,65 119 98,35

Pidcitos

Parcialmente obscurecida 0 0,00 159 100,00 0,251
Insatisfatoria 1 0,83 120 99,17

DISCUSSAO é grande, e assim a lamina pode perder a umidade pelo ar

Nesse estudo houve uma associacdo estatisticamente
significante entre a adequabilidade das amostras nos exames
citopatoldgicos e seus fatores obscurecedores.

Dentre os fatores obscurecedores que podem compro-
meter a andlise do exame citopatologico, dessecamento foi
estatisticamente significante entre as amostras consideradas
insatisfatérias (p<0,000). Esse fator ocorre por ma fixacao,
uma vez que dificulta a entrada dos corantes nas células,
prejudicando a conservacao das amostras. A fixacdo possui
afuncédo de preservar a integridade das caracteristicas cito-
morfoldgicas e tintoriais das células. Também pode ocorrer
quando o tempo entre a coleta e a realizacdo do esfregaco

ou alguma fonte de calor, prejudicando a visualizacao da
mesma por dessecamento.+ 1

A presenca de sangue neste estudo apresentou asso-
ciacao estatisticamente significante (p<0,000), semelhante
ao estudo de Amaral et al.,"” que demonstrou elevada fre-
quéncia de esfregacos com dessecamento, purulentos e com
sangue. Amaral et al."” identificaram uma maior frequéncia
de resultados citopatoldgicos alterados quando a amostra
foi classificada como satisfatéria para andlise e com repre-
sentacao de células endocervicais (p=0,001).

Zhao et al."® encontraram associa¢do estatisticamente
significante quando considerados todos os fatores obscu-
recedores, demonstrando maior malignidade em lesdes de
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células escamosas, do que aquelas em células glandulares
(p=0,001), sendo 8 em cada 10 laminas insatisfatérias, com
presenca de células escamosas.

O profissional, ao realizar a coleta no colo do Utero, deve
estar atento e observar a quantidade significante de muco,
secrecdo ou sangue, e fazer a retirada do excesso para evitar
uma sobreposicao celular, impossibilitando o escrutinio da
lamina e a identificacdo da lesao citopatoldgica.'”192"

No presente estudo foi demonstrado que amostras
que continham a zona de transformacdo e apresentaram
anormalidades representavam 3,22% dos resultados citopa-
toldgicos; ja quando ndo houve a zona de transformacao, a
presenca de anormalidades citoldgicas identificadas foi de
0,53%. As amostras analisadas apresentaram uma associacao
estatisticamente significante das anormalidades citoldgicas
a presenca de ZT (OR: 3,86 IC: 3,87% 2,62 - 5,70 p= 0,000),
resultado semelhante ao encontrado nos estudos de Men-
doncaetal., e Stolnicu et al.??? E importante destacar que em
90% dos casos, o cancer de colo do Utero ocorre em células
da zona de transformacéo.®?¥

Para que a amostra seja considerada adequada, é neces-
sario que o material coletado contenha células da juncao
escamocolunar, visto que nessa regiao ocorre maior incidéncia
de cancer cervical devido a alta taxa de multiplicagdo celular.
A néao representatividade da zona de transformacao nao
descarta a auséncia de lesdes e pode levar a resultado falso
negativo. A auséncia da zona de transformacéao pode estar
mascarando a presenca de anormalidades citopatoldgicas. ¥

Do total de 6.177 laudos citopatolégicos satisfatorios,
observou-se 96,24% de resultados negativos e 1,92% foram
insatisfatorios. Filipe et al.?” mostraram, através da analise
dos exames citopatoldgicos, que houve baixa frequéncia de
casos insatisfatérios (<5%) em diferentes niveis de indice de
desenvolvimento humano (IDH).

Dos casos satisfatérios, a maior prevaléncia de resulta-
dos negativos foi na faixa etéria dos 35 a 64 anos, achado
semelhante aos estudos de Mendonca et al.,”®) que apresen-
taram negatividade em 62,7% dos diagnésticos nessa faixa
etdria. Neste estudo, as anormalidades citopatolégicas foram
encontradas em 3,76% dos diagnésticos citopatolégicos.
Os diagndsticos menos graves foram ASC-US (0,91%) e LSIL
(0,66%), com maior prevaléncia na faixa etaria de 35 a 64
anos e de 15 a 24 anos, respectivamente. A prevaléncia de
lesdes mais graves ocorreu nos diagndsticos citopatolégicos
de ASC-H com 1,15%, HSIL representou 0,94% das lesdes,
AGC-NEO foi encontrado em 0,05% dos casos, sendo que
em todos estes a faixa etaria mais prevalente foi de 35 a 64

anos. O carcinoma invasor representou um total de 0,05%
dos laudos citologicos, acometendo mulheres com mais de
65 anos de idade.

Estes resultados sdo similares aos estudos de Stolnicu
et al.?? e Lima et al.?® que observaram as anormalidades
citopatoldgicas com maior frequéncia em mulheres de 30-39
anos em 38,7% e 1,86% das amostras analisadas, respecti-
vamente. No estudo de Ribeiro et al.,"® a maior incidéncia
de lesdes ocorreu na faixa etaria de 25 a 34 anos com 0,98%
dos laudos, seguida pela faixa de 45 a 54 anos de idade com
0,84%, e 35 a 44 anos com 0,74%.

A incidéncia do cancer de colo do Utero aumenta nas
mulheres entre 30 e 39 anos de idade e atinge seu pico na
quinta ou sexta décadas de vida." Passos et al.“ observaram
uma prevaléncia de 57,20% de lesdes graves em mulheres de
45 a 64 anos, sendo a idade média de diagnéstico de lesdes
pré-cancerosas dependente da idade da primeira relacdo
sexual e a intensidade de testes de rastreamento.??

Afalta de orientacdo, de acesso ao longo da vida e o exame
tardio atrasam o diagnéstico e podem variar de acordo com as
caracteristicas socioeconémicas e a disponibilidade de acesso
a servicos de saude. Os problemas no rastreamento associa-
dos aos erros da fase pré-analitica, a falta de treinamento
apropriado, coletas mal realizadas e fatores obscurecedores
contribuem para liberacdo de laudos falsos negativos. De fato,
grandes centros urbanos tém melhores condi¢ées econdmicas,
maior capacidade de investimento e maior qualificacdo de
equipes de saude, diminuindo esses riscos.?”

A associacdo de educacdo continuada as mulheres e
aos profissionais envolvidos gera qualificacdo da técnica
quando todas as etapas do procedimento sao seguidas e
realizadas adequadamente. Isso inclui adequada orientacao
as pacientes, condigoes e técnicas de coleta do material até
ainterpretacdo das laminas.®>?9

Para que se evite os resultados falsos negativos, o sistema
de monitoramento da qualidade deve incluir combinagdes
apropriadas de atividades como, por exemplo, o limite de
laminas por profissional deve ser de, no maximo, 70 em
uma jornada didria de 8 horas e devem ser considerados a
habilidade do profissional e o grau de dificuldade que os
casos podem apresentar.('%39

Estruturas de trabalho adequadas e processos para melho-
rar o desempenho dos servicos sao bastante relevantes em todo
o procedimento das fases, desde a coleta das amostras até a
emissao dos laudos, e podem melhorar significativamente os
diagnésticos citopatoldgicos, diminuindo os resultados falsos
negativos e aperfeicoando a conclusao diagnostica.%1"2")
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CONCLUSAO

Através deste estudo foi possivel observar que desseca-
mento e demais fatores obscurecedores foram significantes
no que se refere a adequabilidade das amostras citoldgicas, o
que reforca aimportancia de treinamentos e atualizagdes dos
profissionais envolvidos, através de cursos de qualificacdo,
como educacdo continuada, no intuito de reduzir os erros
pré-analiticos e analiticos, buscando garantir a qualidade
da amostra. Contudo, é importante evitar os fatores obs-
curecedores, para melhor confianca e adesao das mulheres
aos exames citopatoldgicos, assim como a conscientizagcao
das mulheres sobre aimportancia do exame citopatolégico,
através de informacdes claras e agdes que incentivam a
busca pela saude.
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Resumo

Objetivo: O hemograma é um exame que avalia de forma quantitativa e qualitativa os componentes do sangue. Sua automacao ao longo dos anos foi
essencial para executd-lo de maneira mais rapida e precisa. Devido ao aumento da demanda nos laboratérios de andlises clinicas, com a automacéo,
surgiram também parametros clinicos avangados que aumentam a capacidade de interpretacdo do hemograma pelo corpo clinico. Dentre esses
parametros clinicos, esta o 1G% (percentual de granulécitos imaturos) que avalia a presenca de leucdcitos mais imaturos da linhagem granulocitica no
sangue, sendo este parametro o objeto de estudo deste trabalho. Métodos: Trata-se de um estudo prospectivo realizado na Fundacdo de Hematologia
e Hemoterapia de Pernambuco (HEMOPE) em 100 amostras de sangue periférico de pacientes do hospital que foram processadas no equipamento XT-
4000iTM da SYSMEX e que atenderam critérios prévios de inclusao e exclusao. O objetivo foi correlacionar a contagem de granulécitos imaturos pelo
método manual (hematoscopia) e automatizado (padréo ouro da SYSMEX), justificando, assim, a importancia do uso do IG% na rotina laboratorial que
em geral é subutilizado por falta de conhecimento sobre sua importancia e aplicacao. Resultados: Foi possivel estabelecer um valor de correlagao pelo
método Spearman que se apresentou dentro do intervalo de referéncia de 95%, além de se ter observado sensibilidade e especificidade satisfatorias,
conforme estudos anteriores com o maquindrio da SYSMEX. Conclusdo: O trabalho corroborou com estudos prévios que tiveram como objetivo a avaliacao
do parametro IG% e poderd servir de subsidio para pesquisas posteriores.

Palavras-chave: Automacéo Laboratorial; Células Sanguineas; Contagem de Leucdcitos; Diagnoéstico Clinico

Abstract

Objective: The hemogram is an exam that evaluates in a quantitative and qualitative way the components of the blood. Its automation over the years has
been essential to perform it more quickly and accurately. Due to the increased demand in clinical analysis laboratories, with automation, advanced clinical
parameters that increase the capacity of interpretation of the hemogram by the clinical body have also emerged. Among these clinical parameters is
the IG% (percentage of immature granulocytes) which evaluates the presence of immature leukocytes from the granulocytic line in the blood, therefore
this parameter is the object of study of this work. Methods: It was a prospective study carried out at the Hematology and Hemotherapy Foundation of
Pernambuco (HEMOPE) on 100 samples of peripheral blood from patients in the hospital who were processed in the SYSMEX XT-4000iTM equipment and
who met previous inclusion and exclusion criteria. The objective was to correlate the immature granulocyte count through manual (hematoscopy) and
automated methods (gold standard of SYSMEX), thus justifying the importance of the use of IG% in the laboratory routine, which in general is underused
due to the lack of knowledge about its importance and applicability. Results: It was possible to establish a correlation value by the Spearman method, which
presented itself within the reference range of 95%, in addition to a satisfactory sensitivity and specificity, according to the SYSMEX machinery. Conclusion:
The work corroborated with previous studies that had as objective the evaluation of the IG% parameter and could serve as subsidies for further research.
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INTRODUCAO

Os exames laboratoriais sao essenciais na manutencao
da saude, na prevencao de doencas e no diagndstico de
inumeras patologias. Sua importancia natomada de decisdo
no campo clinico é vital. A andlise das amostras biolégicas de
forma quantitativa e qualitativa auxilia, em grande parte dos
casos, os profissionais da area da saude na conclusao mais
correta do diagnostico e no encaminhamento do paciente
para o tratamento mais adequado.”’ Dentre os exames labo-
ratoriais existentes, o hemograma é um dos principais aliados
na conclusao dos diagndsticos, sejam ou nao relacionados
as patologias hematoldgicas. O hemograma avalia de forma
quantitativa e qualitativa os elementos do sangue; é um dos
exames mais requeridos nas consultas e faz parte de todas
asrevisdes de saude. Suaindicagao consiste, principalmente,
na contagem de eritrécitos, plaquetas e leucdcitos.?

A automacao do hemograma permite maior agilidade
e sensibilidade na liberagao de resultados num laboratério
de analises clinicas. Especialmente naqueles que tém que
administrar uma rotina intensa, é necessario o interfacea-
mento automatico — auséncia de revisao hematoscépica
pelo analista — para liberacao direta de exames cujos indices
hematimétricos automatizados estejam dentro dos valores
predeterminados como normais e padrdes.® De acordo com
o manual do maquinario XE-2100™ da SYSMEX e literaturas
publicadas na area,* dentre os indices hematimétricos sao
alguns exemplos: WBC (White Blood Cell); RBC (Red Blood
Cell); HGB (hemoglobina) e o HCT (hematdcrito). Quando tais
indices exibem qualquer alteracao que nao esteja dentro do
considerado normal, é sinalizado ao analista em forma de
alarmes (flags). Ao receber esse sinal, é necessério realizar
a hematoscopia do material analisado para identificar qual
mudanca foi responsavel por aquela sinalizacao.

Além dos indices hematimétricos automatizados usuais,
existem parametros clinicos avancados que permitem aos
equipamentos de hemograma realizar analises especificas
sobre determinada série hematolégica baseando-se no
conteudo do interior das células em andlise, conforme a
tecnologia de cada analisador. Essas analises tém importante
significado clinico quando bem interpretadas. Enquadram-
-se nesta categoria os parametros: NRBC (eritroblastos); IPF
(plaquetas imaturas); IRF (fracdo imatura de reticuldcitos);
RETHe (conteudo de hemoglobina dos reticulécitos) e 1G%
(granulécitos imaturos),® sendo este ultimo o objeto de
estudo deste trabalho.

O parametro clinico avancado 1G% (immature granulocyte)
consiste na avaliacdo por meio da automacéo da série matu-
rativa de granuldcitos que aparecem nos casos de aumento
da atividade medular. Segundo o documento técnico, “O
novo modelo de negdcios para parametros avancados em
hematologia - granuldcitos imaturos (IG)” da SYSMEX,” foi
criado, assim como os outros parametros clinicos avancados,
por se observar a necessidade de melhoria nos cuidados
com os pacientes, sendo, portanto, muito importante no
diagndstico, mesmo que seu uso ainda seja reduzido e sua
aplicacdo pouco explorada devido a insciéncia de alguns
profissionais e laboratdrios.

Em geral, os equipamentos que realizam os exames
hematoldgicos, apesar de identificarem nas amostras, ndo
sdo capazes de distinguir na sua avaliacdo os diferentes tipos
de granulécitos imaturos devido a sua sensibilidade limitada.
Quandoisso acontece, além da porcentagem de 1G%, exibem
os flags “presenca 1G", “neutrofilos bandas?” e “granulécitos
imaturos?’, indicando ao analista quando se faz necessaria
uma avaliacdo microscépica daquele exame que estd sendo
realizado. Entretanto, dependendo de cada laboratério, o
parametro clinico avancado 1G% pode simplesmente ser
solicitado para demonstrar o percentual desses granulécitos
imaturos no espécime analisado, evitando revisdes desne-
cessarias de microscopia.®

O debate sobre a presenca de granuldcitos imaturos
nos exames é pouco amplo e, em muitos casos, por falta de
conhecimento sobre a aplicabilidade que o maquindrio nos
laboratérios apresenta, o analista clinico acaba por subuti-
lizar o percentual IG% que poderia auxiliar diretamente na
agilidade da liberacdo do laudo de determinado paciente,
evitando gasto de energia e de labor desnecessarios na
microscopia. Portanto, o intuito desse artigo foi correlacionar
a contagem manual por hematoscopia com a contagem de
granulécitos imaturos automatizada. O estudo também teve
potencial de ressaltar a utilizacao mais refinada do 1G% na
rotina, oferecendo subsidios para estudos posteriores de
implantacdo do 1G% em rotinas de laboratério, na pratica
clinica e nas tomadas de decisao.

MATERIAL E METODOS

Desenho experimental

Este estudo, de carater prospectivo, foi realizado em 100
amostras oriundas dos pacientes da Fundacao de Hematolo-
gia e Hemoterapia de Pernambuco (HEMOPE), processadas
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no equipamento XT-4000i™ da SYSMEX, cujos critérios de
inclusdo e exclusao foram: a) presenca do nimero de iden-
tificacdo da amostra (deveria ser uma amostra real de um
paciente); b) auséncia de nimero comecando com QC (ndo
poderia ser uma amostra-controle); ¢) WBC (White Blood
Cells) acima de 1x10° (1000 leuc/pL); d) apresentar os flags:
“granulécitos imaturos?”,“neutrdéfilos banda?” (bastonetes) e
“presenca IG”; e) demonstrar o percentual de 1G%.

Andlise em contador automatizado

As amostras foram processadas em um contador modelo
XT-4000i™ da SYSMEX cuja metodologia envolve a contagem
diferencial em seis partes para a obtencdo do parametro
clinico avancado 1G%, aplicando a técnica de citometria
de fluxo fluorescente e foco hidrodinamico.® Foram utili-
zados os reagentes: CELLPACK-EPK, STROMATOLYSER-FB,
STROMATOLYSER-4DL, STROMATOLYSER-4DS e SULFOLY-
SER, todos obtidos em uma distribuidora da SYSMEX em
Recife — PE, Brasil.

Andlise hematoscopica

As amostras foram coletadas em tubo a vacuo da marca
VACUETTE® contendo o acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) como anticoagulante. Distensdes sanguineas das
amostras selecionadas foram realizadas sem anticoagu-
lantes utilizando uma lamina distensora no angulo de 45°
em relagao a uma lamina de vidro previamente desengor-
durada. As laminas foram coradas utilizando a técnica de
May Grunwald-Giemsa® e analisadas a microscopia de luz
por dois citomorfologistas. A contagem diferencial foi feita
em 200 leucdcitos (100 por pesquisador) em zigue-zague,
percorrendo o centro do esfregaco sanguineo de maneira
que as células fossem avaliadas sem sobreposicao.

Analise de dados

Estabeleceu-se um limiar de positividade para o 1G%
automatizado a partir de 0,5% definido de acordo com
estudos que tiveram como objetivo determinar valores de
referéncia para a presenca significante de 1G%.” Esse valor
se manteve o mesmo para a contagem manual de granulé-
citos imaturos devido ao numero de células contadas, que
foi de 200 células, sendo >0,5% positivo para a presenca
de |G em uma das contagens manuais. Os resultados foram
inseridos em uma tabela de valores de verdade para a
determinacéo da sensibilidade e especificidade do método

manual para contagem de granulécitos imaturos em rela-
cdo ao parametro automatizado. A analise de correlacao
dos métodos foi feita através do coeficiente de Spearman
e o processamento dos dados deu-se através do programa
GraphPad Prism versao 9.0.0.121.

ETICA

Este artigo seguiu a resolucao do Conselho Nacional
de Saude (CNS) 466/12 e foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa em Seres Humanos (CEP) do HEMOPE sob o
Parecer 4.291.216. Nao se fez necessaria a aplicacao de
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), tendo
em vista que as amostras avaliadas foram identificadas por
codigo de barras e nao teve vinculo com a identificacao
do paciente.

RESULTADOS

ATabela 1 demonstra a relacdo de amostras negativas e
positivas de acordo com o liminar de positividade estabele-
cido de 0,5%. Foi possivel quantificar o nimero de Verdadeiros
Positivos, Verdadeiros Negativos, Falsos Positivos e Falsos
Negativos, e assim determinar a sensibilidade de 0,90% e a
especificidade de 1%.

A Figura 1 mostra a correlacdo das 100 amostras entre
os resultados automatizados liberados pelo equipamento
XT-4000i™ da SYSMEX e a contagem manual realizada
pelos analistas. O resultado de correlacdo pelo método
de Spearman (r) mostrou um valor de r=0,8775, em que o
intervalo de confianca de 95% foi 0,8209 - 0,9169. O valor
de P (p-value) foi p<0,0001 e a equacéo de regressao linear
Y =1,059*X+1,012.

Comparagao entre os resultados positivos (=0,5%) e os resultados negativos
(<0,5%).

1G manual 1G automatizado

POSITIVO NEGATIVO
POSITIVO 78 (VP) 0 (FP)
NEGATIVO 9 (FN) 13 (VN)

*VP: Verdadeiros Positivos; FP: Falsos Positivos; FN: Falsos Negativos; VN: Verdadeiros Negativos
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Correlagao entre o método automatizado (Y) e o método manual (X). N = 100
amostras. Tamanho: 13 x 17¢m.

DISCUSSAO

Os granuldcitos apresentam grande importancia no san-
gue periférico e, consecutivamente no hemograma realizado,
representando cerca de 70% dos leucécitos encontrados. Na
série branca (leucdcitos), a presenca de granulécitos imaturos
normalmente esta associada a algum processo patolégico
como infec¢des bacterianas, doencas inflamatérias agudas,
traumas cirurgicos e neoplasias mieloproliferativas. Contudo,
essas células podem também ser observadas durante a ges-
tacao, no periodo neonatal ou em casos de tratamentos com
agentes estimuladores de granulopoiese.®'?

De acordo com o documento técnico da SYSMEX,®
no momento da contagem, o maquinario hematoldégico
considera como “granulécitos imaturos” os promielécitos,
mielécitos e os metamieldcitos, visto que os mieloblastos
estdo associados a problemas de carater mais agudo. Como
mostrado no documento técnico,” segundo estudos realiza-
dos pelo Dr. Rlimke, a precisao dos resultados na contagem
de leucdcitos esta diretamente relacionada a quantidade de
células contadas; quando comparado com o método automa-
tizado, o método manual de 100 células é vagaroso e pouco
confidvel devido ao baixo nimero de células registradas. O
contador hematoldgico automatizado é capaz de identificar
milhares de leucdcitos, dai possuir um melhor intervalo de
confianca, tendo sua eficacia comprovada por estudos prévios
que tiveram como objetivo a enumeracdo de granulécitos

imaturos através de equipamentos hematolégicos."'¥

Em um estudo realizado por S. Buoro, utilizando o
contador XN-9000™ para avaliar granuldcitos imaturos em
pacientes internados na Unidade de Terapia Intensiva (UTI)
com suspeita de septicemia, foi possivel observar que a
contagem de IG% automatizada ndo apresentava um desem-
penho inferior em relacdo ao método manual, e que estava
em vantagem por ser mais agil e processar maior nimero de
amostras. Anos antes, em 2007, Fernandes e Hamaguchi
também observaram um bom desempenho do contador
XE-2100™ para a contagem de 1G%, através da comparacdo
do método automatizado nao sé com a contagem manual,
mas também com a técnica de citometria de fluxo usando
os marcadores CD16 e CD11b, especificos para granulécitos
imaturos. A SYSMEX, padrao ouro em seus equipamentos
cientificamente comprovado, tem alta sensibilidade e espe-
cificidade em seus valores.

No presente estudo, é evidente que, para o contador
XT-4000i™, a qualidade do parametro automatizado se
manteve. Na Tabela 1, foi possivel observar que o nimero
de resultados Falsos Positivos (FP) nao existiu, resultando
numa especificidade eficaz no valor de 1%, mostrando
que de acordo com o limiar estabelecido (0,5%), amostras
negativas nao terao resultados relevantes na microscopia.
No caso dos resultados Falsos Negativos (FN), acredita-se
que essa divergéncia minima seja por conta da limitagcao do
método manual que foi previamente relatado. Ainda assim,
foi possivel observar uma sensibilidade de 0,90% conside-
rada satisfatoria no trabalho realizado. A Figura 1 corrobora
com estudos que acreditam na substituicao do método
manual de contagem de granulécitos imaturos pelo método
automatizado,""' porque mostra que ambos os resultados
estiveram préximos da linha de regressao disposta enquanto
referéncia no grafico, mostrando ao analista que sua substi-
tuicao, além de confiadvel, trard agilidade e precisdo para os
resultados liberados pelo laboratério. O valor de r (0, 8775)
obtido apds a correlacdao de Spearman apresentou-se dentro
dointervalo de confianca de 95% (0.8209 - 0.9169), como o
esperado, e o p-value <0,0001 reafirma que a probabilidade
de que os resultados encontrados ndo sejam verdadeiros é
minima ou quase nula.

CONCLUSAO
O presente estudo constatou aquilo que a SYSMEX e a

literatura afirmam sobre o uso do parametro IG% na rotina
laboratorial: mostrou que resultados que ndo retratam a
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realidade dos pacientes sdo raros e que é possivel utilizar o
IG% automatizado de forma segura e confidvel. Acredita-se
que isso trard mais agilidade na liberacao de laudos facili-
tando o trabalho do analista e melhorando os diagnésticos
e tratamentos por parte da equipe médica. Esse trabalho
poderad servir de subsidio para estudos posteriores que visem
a implantacao do 1G% na pratica clinica, trazendo grande
enriquecimento aos resultados liberados. E necessario enfa-
tizar que o uso refinado do parametro clinico avancado 1G%
dependerd das demandas apresentadas pelo publico-alvo
dolocal. Acredita-se que se fard necessario em situacdes que
demandem intervencao médica imediata, de acordo com as
condicdes clinicas apresentadas.
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Resumo

A alta prevaléncia da doenca falciforme compde um dos maiores problemas de satide publica do Brasil. Nesse sentido, é imprescindivel a obtencao do
diagnéstico precoce para evitar o aparecimento de outras doencas e infec¢ées mais graves que podem debilitar ainda mais a satide do paciente. Foi
realizada uma revisdo sistematica da literatura baseada em estudos primdrios a partir de pesquisas de artigos com base no banco de dados da SciELO,
PubMed e Google Académico. A doenca falciforme pode apresentar diversas manifestagoes clinicas nos érgaos. O pulmao é um dos 6rgaos mais afetados
pela anemia, causando principalmente a sindrome tordcica aguda (STA). A patologia também esta associada a anormalidades renais, a retinopatia e ao
priapismo. Considera-se de maiorimportancia realizar exames periddicos, pois a doenga pode se apresentar assintomatica e suas complicagées também
podem permanecer até em estagios avancados.

Palavras-chave: Anemia falciforme; complicacdes; Diagndstico precoce; Terapéutica.

Abstract

The high prevalence of sickle cell anemia disease makes up a major public health problems in Brazil, aiming this subject is essential to getting early
diagnosis to prevent the onset of other diseases and more severe infections that can further weaken the health of the patient. A systematic review of
the literature based on primary studies was conducted from research articles based on the SciELO database, PubMed and Google Scholar. Sickle cell
anemia disease may have different clinical manifestations in organs. The lung is one of the organs most affected by anemia, causing mainly Acute Chest
Syndrome (ACS). This pathology is also associated with renal abnormalities, retinopathy and priapism. It is considered of most importance to do periodic
exams because the disease may present asymptomatic and complications attributed these can also remain in advanced stages.

Keywords: Anemia sickle cell; complications; Early diagnosis; Therapeutics.
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INTRODUCAO

Um dos maiores problemas de satide publica no Brasil é
a prevaléncia da anemia falciforme, uma hemoglobinopatia
hereditaria que estd relacionada a uma alteracao da globina
beta da hemoglobina. Essa alteracdo se da pela troca da
hemoglobina A (HbA) por uma hemoglobina mutante, a
hemoglobina S (HbS), porém sé héa ocorréncia da anemia
falciforme se houver a homozigose (SS) com o paciente, ou
seja, se ele recebeu o gene da hemoglobina S de ambos os
pais. No entanto, se ele receber a hemoglobina S de um dos
pais e do outro a hemoglobina A, ele é portador do traco fal-
ciforme, ndo apresentando sintomas, e s6 possui importancia
clinica em caso de aconselhamento genético e casos como a
gravidez. No estado gestacional é requerida maior atencao,
pois nesse periodo acontecem maiores complicagdes clinicas
associadas a doenca.”

Um estudo realizado em 2013 com criancgas e adoles-
centes mostrou que a doenca falciforme esta associada a
limitacdes nos aspectos sociais, emocionais e escolares,
apresentando reducdo em todos eles em comparacao a
outros da mesma idade.*® Outro estudo também indica
que pelo menos 50% dessas criancas e adolescentes
demonstram problemas psiquiatricos, como depressao,
autoestima baixa e ansiedade, que podem se agravar com
o passar da idade,” além de apresentarem hipertensao,®
lesGes pulmonares,®” retinopatia,® dentre outras com-
plicagdes. Outro estudo realizado em 1998 aponta, com
base em evidéncias cientificas, que a anemia falciforme
pode provocar doencas cardiacas.® Nos demais, indicam
também o surgimento de priapismo."™ No que concerne
ao tratamento, novos métodos tém sido pesquisados,”
além de outros ja utilizados.™ Com relacdo aos novos
métodos, vém sendo estudadas moléculas que reduzem
a polimerizacdo das hemacias.>'

O diagndstico da doenca falciforme é realizado a partir
do método de eletroforese da hemoglobina, da focalizacao
isoelétrica ou cromatografia liquida de alta performance
(HPLC)." O diagndstico prematuro da patologia evita
complicagées futuras e fornece melhores oportunidades de
tratamento para o portador."® A doenca pode apresentar
variados graus de gravidade em consequéncia de combi-
nacao entre a hemoglobina S com outras hemoglobinas
anormais (ex.: gene da hemoglobina C).®

O objetivo deste trabalho foi avaliar a importancia do
diagndstico precoce na anemia falciforme para evitar o
agravamento da doenca e o surgimento de complicacbes
associadas, além de apresentar tratamentos clinicos e alter-
nativos para controle ou cura da doenca através da revisao
sistematica da literatura. Por esta razéo, foram analisados e
selecionados artigos que comprovam a eficacia do diagnos-
tico precoce em portadores da anemia falciforme, também
relatando novos métodos terapéuticos.

METODOLOGIA

Foi realizada uma revisao sistematica da literatura baseada
em estudos primarios com base no banco de dados da SciELO
(https://scielo.org/en/), da PubMed (https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/pubmed/) e do Google Académico (https://scholar.
google.com.br/) mediante pesquisa direta realizada na lin-
guagem inglesa e portuguesa, por meio do termo “Anemia
Falciforme”, e por consulta no DeCS (http://decs.bvs.br/)
através da utilizacdo das mesmas palavras, resultando dessa
busca o termo“Anemia Sickle Cell”, posteriormente utilizado
como estratégia de pesquisa no banco de dados da PubMed,
conforme dados apresentados naTabela 1. Foram utilizados
38 trabalhos, todos tendo sido incluidos por apresentarem
argumentos que sao relevantes ao nosso tema, como é
mostrado na Figura 1.

Os artigos selecionados foram publicados no periodo de
1998 a2019. Os critérios de exclusao utilizados foram artigos
que nao apresentaram especificamente os tratamentos e os
diagndsticos para o controle da patologia. Os critérios de
inclusdo se basearam nos artigos que demonstraram preci-
samente solucdes e pesquisas para o aumento da qualidade
e expectativa de vida dos portadores.

Trabalhos selecionados para a revisao sistematica.

Banco de dados de busca N. de relatos identificados
Google Académico 8

PubMed N

Scielo 18

QOutras fontes 1

Total 38
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Fluxograma dos trabalhos selecionados.

RESULTADOS/DISCUSSAO

Segundo Martins et al., 1998, uma das complicacées
estd envolvida com alteragdes fisicas no fluxo sanguineo
que decorre a partir da rigidez das hemdcias, processo
que pode levar a obstrucao, a isquemia e a dano organico
irreversivel ao coracéo.

O pulméao é um dos 6rgdos mais afetados pela doenca
podendo causar morbimortalidade, principalmente devido a
sua vulnerabilidade aos eventos vasos-oclusivos provocados

pela anemia falciforme.” Suas complicagdes mais comuns
abrangem sindrome toracica aguda (STA), hipertensao pulmo-
nar,asma e casos infecciosos, como por exemplo a pneumonia,
sobretudo em criancas, apresentando uma alta prevaléncia
de mortalidade." O método da espirometria é adequado
para as adversidades pulmonares por possuir baixo custo e
ser de facil acesso.1”

No caso da STA, essa se torna ainda mais grave durante
agravidez, provocando sintomas clinicos como dor toracica,
tosse, febre e hiperventilagdo. Essa sindrome gera uma lesdo
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pulmonar provocada sobretudo por infeccao, embolia gordu-
rosa e sequestro de células falciformes nos vasos pulmonares,
levando ao infarto pulmonar.”’ De acordo com Hsien et al,,
2012,% a doenca falciforme também esta relacionada com
as anormalidades renais, pois estima-se que 1/3 dos jovens
portam a nefropatia. A incapacidade de concentragao uri-
naria, defeito na acidificacao urinaria, excrecao de potassio
e disturbios glomerulares, como proteinuria e hiperfiltracdo
glomerular, também estao dentre as anormalidades renais
provocadas, levando a um aumento da pressao arterial gra-
dualmente com a idade do individuo.

Além destas complicacbes citadas, a regiao ocular é
também bastante afetada pela anemia falciforme, levando
a alteragdes na retina.® No demais, podem ocorrer outros
sintomas como atraso no crescimento, frequentes crises
dolorosas e maior suscetibilidade a acidentes cerebrais.”)
Uma alteracdo muito comum que envolve os homens é o
priapismo, que é um estado de ere¢ao peniana prolongada
e dolorosa que pode persistir por até mais de quatro horas
sem estar associada a estimulos sexuais."?

Todas as complicagdes citadas podem ser controladas a
partir de um diagnostico precoce para reduzir significativa-
mente a morbimortalidade da doenca.’® E imprescindivel
que o diagndstico seja realizado na triagem neonatal, para,
desta forma, identificar terapéutica adequada para precaver
implicagbes e 6bito."” Para tal triagem, o teste mais adequado
é 0 do pezinho, auxiliando na detec¢ao precoce dessa hemo-
globinopatia, e deste modo, viabilizando acompanhamento
aos pacientes antes que estes apresentem sintomas severos
e, consequentemente, prevenindo implicagdes futuras.'®
Porém, o estagio tardio da doenca, ou seja, na adolescéncia
ou nafase adulta,? acarreta um problema maior para a satide
do paciente, e o diagnostico mais eficiente nestes casos é
a técnica de eletroforese de hemoglobina.’>?" Quando o
individuo é portador do traco falcémico ou da anemia, é
recomenddvel que este realize o mapeamento genético
para o acompanhamento clinico, principalmente em casos
de gravidez."®

Na infancia as implicagées consequentes da doenca
apresentam-se ainda mais complicadas, pois esta é uma
fase que condiz com o mais importante periodo do desen-
volvimento humano.” A doenca falciforme constitui um
grande problema de satide publica no Brasil e a enfermidade
é mais predominante na populacdo negra e parda, porém,
atualmente essa anemia pode atingir também individuos
caucasianos devido a miscigenacao.??

O tratamento indicado proveniente do diagnéstico
neonatal é a indicacdo de penicilina profilatica, utilizada
para combater infec¢des e recomendada para criancas até
cinco anos de idade.?” Muitos estudos tém observado a
terapia a base do hidroxiureia®?* como a mais adequada, ja
que ela diminui as crises dolorosas e o sequestro esplénico,
aumenta a concentracdo de hemoglobina por ter afinidade
com o oxigénio e leva a reducdo das transfusdes sanguineas
e das hospitalizagdes decorrentes da doenca,?" porém este
medicamento reduz o numero de leucécitos na circulacao
do individuo.?” Ha outros modos terapéuticos que também
podem ser utilizados para o controle da anemia, inclusive
vém sendo pesquisados os beneficios da suplementacao
com Vitamina D na doenca.®

Segundo a literatura, determinadas moléculas estao
sendo estudadas e tém apresentado alta potencialidade
de modificacdo quimica da hemoglobina, o que reduziria
o processo de polimerizagdo."'>' Através das pesquisas
também tem sido avaliado que os antioxidantes auxiliam no
tratamento da patologia,?® e o uso de magnésio por meio
da via intravenosa auxilia no controle das crises dolorosas
agudas, podendo reduzir o periodo de internacao."” O zinco"™
e o 6xido nitrico também tém mostrado grande potencial
para colaborar com o tratamento.®”

Além destas terapias, uma nova pesquisa tem mostrado
a benevoléncia da transfusdo de hemdcias rejuvenesci-
das®?®?, apresentando resultados mais satisfatérios do que
a transfusao sanguinea convencional.®® Porém outro estudo
tem apresentado as desvantagens com relacdo a transfu-
sao, como por exemplo a associagdo com reacgao tardia e a
sobrecarga de ferro.®" Outra revisao literaria tem mostrado
altas propriedades medicinais de Cajanus cajan (espécie de
feijdo) que possui compostos que ajudam a inibir o processo
de falcizacao dos eritrécitos, consequentemente evitando a
hemdlise destes.®?

Houve um relato de caso indicando um novo tratamento
alternativo de acupuntura a laser para o controle de dores agu-
das e, neste caso, foi observada uma significativa diminuicdo
dos sintomas iniciais através da utilizacao dessa terapéutica,
concluindo, desta forma, que este processo reduziria o uso
de medicamentos analgésicos e, por conseguinte, os efeitos
adversos provocados por eles.®¥ Foram avaliadas novas tera-
pias que abrangem inducao de hemoglobina fetal, inibicdo
do estresse oxidativo, dentre outras que estao relacionadas
com a patologia.*” No demais, é também fundamental o auto-
cuidado do paciente mantendo, por exemplo, alimentagao
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adequada e cuidando do bem-estar para prevenir agravos
da doenga com uma equipe de satde especializada.®>3¢

Estudos também relatam que a presenca de infeccao
urindria é a mais comum em gestantes portadoras de anemia
falciforme, sendo seguida pela pneumonia.®” Desta forma,
durante o periodo gestacional é ainda mais imprescindivel
que a gestante mantenha seus exames atualizados, tanto
pela propria saude, ja que a anemia provoca mais compli-
cacbdes durante esse periodo, quanto pelo feto, ja que ele
podera portar a anemia ou o traco falciforme que é ainda
mais comum.©®

CONCLUSAO

Em virtude do que foi mencionado, considera-se de maior
importancia realizar exames periédicos, como por exemplo
atualizacdo do hemograma, pois durante a infancia aanemia
pode se manter assintomatica e as complicagées imputadas
destatambém podem permanecer até atingir estagios avan-
cados." Estudos mostram que a taxa de mortalidade em
criangas vem reduzindo gradualmente ao longo dos anos,
enquanto a taxa dos adultos tem aumentado. Esse aspecto
comparava que o diagndstico ainda neonatal ou durante
a infancia possibilitava maiores alternativas terapéuticas,
enquanto no caso de diagnostico tardio as op¢oes de trata-
mento ficam mais delimitadas devido ao estagio avancado
da doenca."®' O tratamento definitivo para a doenca, que
é o transplante de medula éssea, ainda é pouco utilizado e
possui diversos riscos a saude do paciente, tornando assim
ainda mais necessario o desenvolvimento de novas pesquisas
para o controle, diagndstico e tratamento da patologia,™”
possibilitando desta forma maior sobrevida aos afetados,
visto que estes possuem baixa expectativa de vida, que é
de aproximadamente 30 a 40 anos.”
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Resumo

Objetivo: Descricao e validacdo de um novo protocolo de congelamento individual de amostras de plasma fresco congelado (PFC), técnica do "Chop"
(sacolé), para o transporte de longas distancias. Método: Baseia-se na adi¢ao de aliquota de 3mL de PFC em um tubo de ensaio seco com tampa, seguida
de armazenamento do mesmo em um saco plastico de polietileno, padrao "chop" (sacolé), com retirada do ar e amarragao superior; introducdo desse
conjunto em um copo plastico descartavel de 200mL; posterior contencdo da estrutura do tubo e saco plastico ao copo com fita adesiva de papel; e, por
fim, preenchimento do copo com dgua e congelamento a -20°C por 24 horas. A validacdo foi realizada em duas etapas: uma randémica, para determinar
o tempo méximo de estabilidade e de conservacéo das amostras através das dosagens do teor de fator VIl (FVIII:C) e do tempo de tromboplastina parcial
ativada (TTPa); e a outra em tempo real, através da avaliacdo do TTPa ap6s transporte entre duas unidades da hemorrede estadual. Resultados: A validacao
randémica revelou perda média de < 20% de FVIII:C para transportes que nao ultrapassem 8 horas. Na validacao em tempo real as amostras foram
transportadas entre os hemocentros regionais de Maraba ou Santarém e o hemocentro coordenador em Belém, com as dosagens de TTPa mostrando
resultados semelhantes aos do estudo randémico. Conclusdo: A técnica do "Chop" mostrou-se eficiente em manter a estabilidade da estrutura de gelo
e das amostras de PFC durante o transporte por até 8 horas, com perda média de FVIII:C < 20%.

Palavras-chave: Plasma; Estudo de Validacdo; Controle de Qualidade; Fator VIII.

Abstract

Objective: Description and validation of a new individual freezing protocol of frozen fresh plasma samples (FFPS), "Chop" technique (sacolé) for the transport
of long distances. Methods: It is based on the addition of 3ml FFPS aliquot in a dry test tube with stored covers of the same in a plastic polyethylene bag,
standard "chop" (sacolé), with air withdrawal and upper mooring; introduction of that set in a disposable plastic cup of 200ml; posterior containment of
the tube structure and plastic bag to the glass with paper adhesive tape; and filling the glass with water and freezing at -20°C per 24 hours. Validation
was carried out in two stages: a random to determine the maximum stability and storage time of the samples through the dosages of the factor VIII
(FVIII: C) and the activated partial thromboplastin time (APTT); and another real-time, through the evaluation of APTT after transport between two units
of the state hemorrhide. Results: Random validation revealed average loss of < 20% of FVIII: C for transportation that did not exceed 8 hours. In real-time
validation the samples were transported between the regional hemocenters of Maraba or Santarém and the coordinator hemocenter in Bethlehem,
with APTT dosages showing results similar to those of the random study. Conclusion: The "chop" technique was efficient in maintaining the stability of
the ice structure and FFPS samples during transport for up to 8 hours, with a mean loss of FVIII: C < 20%.

Keywords: Plasma; Validation Study; Quality Control; Factor VIII.
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INTRODUCAO

O plasma humano é constituido basicamente de agua,
proteinas (albumina, globulinas, fatores de coagulacéo, entre
outras), carboidratos e lipidios. Sua constituicao permite a
producao de diversos produtos de uso na pratica médica,
como hemocomponente e hemoderivado. Em especial o
hemocomponente chamado plasma fresco congelado (PFC)
pode ser produzido por processo de centrifugacdo de uma
unidade de sangue total ou por extragao direta do paciente
através do método de aférese. Nos dois casos, o hemocom-
ponente produzido deve ser submetido a congelamento em
-20°C (ou temperaturas inferiores), entre 8 horas e 24 horas
apos a coleta, e mantido sob as mesmas condicdes afim de
manter a estabilidade dos fatores de coagulag¢do.#

O PFC, em funcdo das suas caracteristicas bioquimicas,
pode ter o seu uso terapéutico associado a pelo menos trés
condices especificas, como bolsas de plasma convalescente
rico em anticorpos neutralizantes para uso em pacientes
graves no curso da Covid-19;¢” fracionado a crioprecipitado
rico em fator VIIIl:C da coagulacao para uso em pacientes defi-
cientes desse fator; ou ainda para ser beneficiado na industria
para a producao de medicamentos (hemoderivados)./'*#

Especificamente em relacdo ao uso terapéutico das
bolsas de PFC para o tratamento de disturbios da coagu-
lacdo é necessario, porém, apoés o descongelamento das
bolsas, garantir a qualidade desse produto mediante testes
laboratoriais de controle de qualidade para a determinacao
do teor de fator VIl da coagulagéo (FVIII:C) e do tempo de
tromboplastina parcial ativada (TTPa). Segundo a legislacao
brasileira vigente, essa pratica é realizada de forma amostral
de pelo menos 1% da producao mensal de PFC ou de 10
unidades/més produzidas.?*® Os resultados desses testes,
contudo, podem ser prejudicados quando as amostras de
bolsas de PFC a serem testadas precisam ser transportadas
de uma unidade hemoterdpica para outra, seja pelas grandes
distancias a serem percorridas, por falhas nas condicoes de
acondicionamento das amostras ou mesmo em funcao do
tipo de transporte (aéreo ou terrestres) das mesmas, oca-
sionando o decréscimo de FVIII:C na amostra em funcao de
descongelamento da amostra.®

Este cenario é bem evidenciado, por exemplo, na hemor-
rede do estado do Para, onde as condicdes geograficas,
grandes distancias intermunicipais e a logistica de transporte
aéreo didrio sao os grandes desafios para manter a qualidade
das amostras de PFC transportadas entre as unidades da
hemorrede estadual e o hemocentro coordenador (Fundacao

HEMOPA). Sendo essa também a realidade de tantas outras
unidades da federacdo em todo o Pais.

Assim, o objetivo deste estudo foi promover a descricdo
e validacdo de um novo protocolo de congelamento indivi-
dual de amostras de plasma fresco congelado (PFC), técnica
do“Chop” (sacolé), para o transporte de longas distancias.

MATERIAIS E METODOS

Caracterizacao do estudo

Estudo metodoldgico de descricdo e validacdo rando-
mizada e em tempo real da técnica do “Chop” (sacolé) de
transporte de amostras de PFC destinadas a teste de controle
de qualidade entre unidades da hemorrede do estado do
Para a ser implantada na Fundagcao HEMOPA.

Descricdo da técnica do “Chop”

Baseou-se na criagdo de metodologia inovadora e de
baixo custo para o transporte de amostras de PFC destinadas
a teste de controle de qualidade entre unidades de uma
hemorrede. Para tanto, primeiro realizou-se o descongela-
mento de quatro unidades de bolsa de PFC em banho-maria
a37°C(+/-1°C), com posterior coleta de 3mL de amostras de
cada uma das bolsas em tubos de ensaio de vidro de dimen-
soes de 12x75mm com tampas devidamente identificados.

Em seguida cada tubo tampado foi armazenado indivi-
dualmente em um saco pléstico de polietileno de dimensbes
de 6x24cm, padrao “Chop”(sacolé), sendo retirado todo o ar
do saco e feita uma amarracao na extremidade aberta do
mesmo. Em seguida esse conjunto tubo-saco foi colocado
dentro de um copo plastico descartdvel com capacidade
de 200mL que, por sua vez, foi envolto com fita adesiva de
papel desde a parte superior da tampa do tubo até o fundo
do copo, dando-se uma volta completa da fita sobre este
conjunto tubo-copo, com o intuito de fixar o tubo a 90° em
relacdo ao fundo do copo. Posteriormente, esse conjunto
tubo-copo foi preenchido com agua até o volume maximo
do copo e submetido a congelamento em temperatura -20°C
por, no minimo 24 horas para a formacdao de bloco de gelo
que envolveu o tubo com a amostra de PFC.

Embalagem de transporte

As amostras de PFC ja congeladas através da técnica do
“Chop” foram entao colocadas em uma embalagem secun-
déria de isopor de tamanho médio, com capacidade de 8
litros e dimensdes externas de 286x204x244mm e dimensdes
internas de 250x168x202mm, contendo quatro unidades de
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gelox distribuidas da seguinte forma: uma unidade de gelox
no fundo do isopor e sobre essa uma folha de papelao ou
isopor fino; duas unidades de gelox nas paredes laterais de
maior extensao da caixa de isopor; e por fim uma folha de
papeldo ou isopor fino que foi colocada sobre as amostras
seguida da ultima unidade de gelox. Posteriormente, essa
embalagem de isopor foi tampada, vedada com fitagomada
transparente e acondicionada em uma embalagem terciéria
rigida de papelao de dimensdes externas de 286x204x244mm
que foi submetida a validacdo de transporte em tempo real.

Validacao da técnica do “Chop”

Para a validacao da técnica primeiro foi feita a validacao do
tempo maximo de estabilidade e de conservacdo das amos-
tras de modo a simular de forma randémica o transporte de
amostra de PFC. Para tanto, o tempo maximo de conservacéao
das amostras foi testado com quatro amostras de bolsas de
PFC descongeladas e armazenadas em tubos em duplicatas
(n=50). O primeiro tubo de cada amostra, identificado como
“tubo A’ foi submetido aos testes de dosagens do teor de
FVIIi:Ce TTPa de forma imediata; enquanto o segundo tubo
de cada amostra, identificado como“tubo B’, foi submetido a
congelamento pela técnica do“Chop”para dosagem posterior.

Em seguida, as quatro amostras dos “tubos B”, ja conge-
ladas pela técnica do“Chop”e embaladas conforme descrito,
foram colocadas na embalagem secundaria de isopor con-
tendo agora um termdmetro digital externo com sensor de
temperatura acoplado a parede interna da embalagem de
modo a garantir o controle de temperatura desse conjunto
hora a hora. E ainda a identificacdo do momento exato do
inicio do descongelamento e o tempo méximo de conserva-
¢ao das amostras de PFC congeladas pela técnica do“Chop”.

Depois dessa etapa foi realizada a validacdo em tempo
real do transporte das amostras de PFC congeladas pela
técnica do “Chop” através do transporte de amostras entre
0s Hemocentros Regionais de Maraba e de Santarém, que
tem transporte aéreo e as maiores distancias a serem percor-
ridos, 441km e 697km, além do maior tempo entre a entrega
das amostras, transporte e o recebimento das mesmas no
hemocentro coordenador da Fundacao HEMOPA.

Nesta validacao, apds o recebimento das amostras de PFC
congeladas pela técnica do “Chop’, foi realizada a inspecao
visual da integridade do conjunto do copo-tubo emrelacao a
qualidade da estrutura de gelo e do congelamento da amos-
tra. Posteriormente, procedeu-se a avaliagao da qualidade
do plasma recebido através da dosagem TTPa.

Metodologia de determinacao do tempo de
tromboplastina parcial ativada (TTPa) e dosagem de
fator VIl da coagulacao (FVIII:C)

As dosagens de TTPa e de teor FVIII:C foram realizadas por
metodologia automatizada com o uso dos quites STA®-PTT
Automate 5e STA®-Immuno Def VIII, Stago® (Paris, Franca),
através do equipamento STA Compact. Contudo, como nao
existe um valor de referéncia para a avaliacdo da conformi-
dade de TTPa no PFC na legislacéo brasileira, foi realizado o
que preconiza o Ministério da Satude,® isto é, a obtencao do
valor de testemunho normal para o TTPa através da dosagem
de um pool de PFC acrescido de 20% do valor encontrado.
Assim, para este estudo adotou-se como testemunho normal
para o TTPa o intervalo de 35 a 42 segundos.

Andlise estatistica

As determinac¢des de médias, desvio padrao, maximos
e minimos foram realizadas através do software Graph Pad
Prism 5.0.

RESULTADOS

No Quadro 1 estao apresentados os resultados da vali-
dacao randdmica para as condi¢cbes de tempo maximo de
estabilidade da estrutura de gelo e da conservacao das
amostras de PFC congeladas pela técnica do “Chop”. Como
resultados dessa validacédo foi observado que a estrutura de
gelo e a conservacao das amostras congeladas pela técnica
do“Chop” sao mantidas estaveis por até 8 horas.

No Quadro 2, por sua vez, sao apresentados os resul-
tados de teor de FVIII:C entre os tubos A e B do processo
de validacdo randomizada para a definicdo da perda de
FVIII:C pds-descongelamento. Tendo sido observado que
para o tempo maximo de 8 horas a perda do teor FVIII é
em média de 20%.

Jano Quadro 3 sdao apresentados os resultados da esta-
bilidade das amostras de PFC congeladas pela técnica do
“Chop” que foram submetidas a validacdo em tempo real
através de transporte de amostras entre os Hemocentros
Regionais de Maraba ou Regional de Santarém e o hemocen-
tro coordenador da Fundacdo HEMOPA, em Belém. Para tanto,
foram realizadas as dosagens de TTPa de todas as amostras
em relagcao ao tempo maximo de transporte validado de 8
horas. Para esta etapa ndo foram realizadas as dosagens do
teor de FVIII:C por nao serem essas dosagens parte da rotina
dessa Fundagao HEMOPA.
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Resultado do tempo mdximo de estabilidade da estrutura de gelo e de conservacao das amostras de PFC congeladas pela técnica do “Chop” utilizadas na validacdo

randdmica de transporte.

Tempo Decorrido Temperatura Interna do Isopor Estado da Amostra e da Estrutura de Gelo

No momento do armazenamento -25°C Congelada

1hora apés -25°C (Congelada

2 horas apos -25°C Congelada

3 horas apds -24°C (Congelada

4 horas apos -23°C (Congelada

5 horas apés -23°C Congelada

6 horas apds -21°C Amostra congelada com bloco de gelo iniciando descongelamento
7 horas apds -20°C Amostra congelada com bloco de gelo iniciando descongelamento
8 horas apds -20°C Amostra congelada com bloco de gelo iniciando descongelamento
9 horas apos -18°C Amostra descongelada com bloco de gelo diminuido de volume

Fonte: Geréncia de Controle de Qualidade da Fundagdo HEMOPA.

Resultado das dosagens de TTPa e do teor FVIII:C das amostras de PFC congeladas pela técnica do “Chop” utilizadas na validacao randomica.

Amostr R MBI g | Repedde | et s
(Ul/mL)
1 1,00 0,90 10 90 37,1 42,4
2 0,90 0,70 22 78 39,3 44,5
3 1,50 1,20 20 80 35,0 37,6
4 1,60 1,30 19 81 38,8 47,5
Média 1,20 1,00 17,7 82,2 37,5 43
Minimo 0,90 0,70 10 78 35,0 37,6
Maximo 1,60 1,30 22 90 39,3 47,5
Referéncia* 30,70 Ul/mL 30,70 Ul/mL
Testemunho Normal ===z === Até 20% 375% 35-42 seq

Fonte: Geréncia de Controle de Qualidade da Fundagdo HEMOPA.

Legenda: FVIII:C— teor de Fato VIII; TTPa - tempo de tromboplastina parcial ativado; seq — segundo; % - valor relativo; *Dados extraidos da Portaria de Consolidagdo n° 05/2017 (MS/Brasil).

Resultados das dosagens de TTPa referentes as amostras de PFC congeladas pela técnica do“Chop” utilizadas na validacao em tempo real para as condicdes de transporte
do Hemocentro Regional de Marabéa (HRM), do Hemocentro Regional de Santarém (HRS) para o hemocentro coordenador da Fundacao HEMOPA em Belém, Para.

HRM Amostras 1 2 3 4 Testemunho Normal
TTPa (seg) 46,5 58,7 48,2 443 36,5-44 seg
Amostras 1 2 3 4

HRS
TTPa (seg) 46,5 58,7 48,2 443

Fonte: Geréncia de Controle de Qualidade da Fundagdo HEMOPA.

Legenda: TTPa - tempo de tromboplastina parcial ativado; seg - segundo.
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DISCUSSAO

A Portaria de Consolidagao n° 5, de 28 de setembro
de 2017,® no item que trata sobre a pratica de controle de
qualidade de bolsas de PFC, estabelece que esses testes
devem ser realizados em 1% da producao mensal ou dez
unidades/més,>3® e deve obedecer a percentual minimo
de conformidade >75% em relacdo ao quantitativo do teor
de Fator VIII (FVIII:C), Fator V da coagulacao e do tempo de
tromboplastina parcial ativada (TTPa).®?)

Essa realidade, porém, fica prejudicada quando os tes-
tes de controle de qualidade nessas amostras precisam ser
realizados em uma unidade hemoterapica diferente da que
produziu a bolsa de PFC, com condi¢des geogréficas, de
logistica e tempo de transporte desafiadoras. Nesse sentido, a
Portaria Conjunta Anvisa/SAS n° 370 de 7 de maio de 20141
foi criada para dispor sobre o Regulamento Técnico-Sanitario
para o transporte de sangue e componentes, e ainda assim,
mesmo que todos os procedimentos preconizados nessa
portaria sejam observados, nao fica claro qual a melhor emba-
lagem secunddria ou tercidria para o transporte de amostras
congeladas, a temperatura ideal de conservacao e nem o
tempo maximo que essas embalagens conseguem manter
a amostra vidvel para os testes de controle de qualidade.

Diante desse cendrio, criamos uma embalagem primaria,
técnica do “Chop” (sacolé), que permite o transporte das
amostras de PFC congeladas entre unidades hemoterapicas
distantes por até 8 horas de transporte, sem descongelamento
da estrutura de gelo ou da amostra a ser submetida a dosa-
gens do teor de FVIII:C e TTPa para controle de qualidade.
Sendo ainda evidenciado que a perda de teor de FVIII:C nas
amostras acondicionadas através da técnica do“Chop”(sacolé)
tende uma perda de teor de FVIII:C de 20%, o que estd em
consonancia com a legislacao vigente.®

Outra vantagem oferecida com a utilizacdo da técnica do
“Chop”(sacolé) de transporte de amostras de PFC para testes no
controle de qualidade é que aembalagem primaria, nesse caso,
composta pelo conjunto tubo com amostra — saco plastico
- copo plastico com estrutura de gelo, impede o vazamento
da amostra para a embalagem secundaria ou intermedidria,
garantindo assim a integridade e a estabilidade da amostra.

Na literatura, porém, sdo escassos os trabalhos que versam
sobre esse tema. Um dos poucos estudos que encontramos
que avaliam o transporte de unidades de PFC para a industria
farmacéutica como insumo para producao de medicamentos
hemoderivados foi o de Adati et al.,"” que analisaram apenas
indicadores do processo de obtencao das unidades de PFC

como: validacao do processo de congelamento e o tempo
e a temperatura praticados entre a coleta do sangue total e
o congelamento das unidades de PFC,'>"® a0 passo que a
metodologia de transporte das unidades de PFC se baseou no
acondicionamento das unidades de PFC de forma individual
em sacos plasticos munidos de fecho hermético em caixas de
material rigido e gelo reciclavel visando a manutengao das
amostras e seguindo o recomendado na Portaria Conjunta
Anvisa/SAS n° 370.19

Esses autores, contudo, ndo avaliaram a temperatura do
transporte de amostras como fator critico para os resultados
de teor de Fator VIII:C, e desse modo apenas 38,5% (131)
das unidades de PFC analisadas puderam ser consideradas
conformes, com teor de Fator VIII:C recuperado =0,70 Ul/mL,
para uso como insumo farmacéutico. Isso sugere que possi-
velmente as embalagens secundarias, tercidrias e quaterndrias
poderiam ter influenciado no baixo nimero de unidades de
PFC com teor de FVIII:C dentro do esperado.

CONCLUSAO

A descricao e a validacdo do protocolo de congelamento
individual de amostras de plasma fresco congelado (PFC),
técnica do “Chop” (sacolé), para o transporte de longas dis-
tancias aqui propostas mostraram-se eficientes em mantera
estabilidade da estrutura de gelo e as amostras de PFC con-
geladas por até 8 horas de transporte, com perda média do
teor de FVIIl de 20%, demonstrando assim a sua viabilidade
para uso entre unidades da federacao brasileira que tenham
caracteristicas geograficas e de logistica semelhantes a da
hemorrede do estado do Para.
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Resumo

Objetivo: Avaliar a correspondéncia citolégica de laudos classificados como células escamosas atipicas de significado indeterminado (ASC-US) frente
aos seus resultados na histopatologia. Métodos: Estudo transversal, quantitativo e descritivo de exames citolégicos e histopatoldgicos no rastreio do
cancer do colo do Utero, no municipio de Ponta Grossa, Parand, de 2014 a 2020. Foram incluidos neste trabalho os exames citopatoldgicos que tiveram
seguimento com anatomopatologia. Os dados foram extraidos do SISCAN. Resultados: Sendo ASC-US duvida citolégica, teoricamente deveria corresponder,
no méximo, a histologia NIC |, e este estudo observou que mais de 50% dos resultados ASC-US remeteram ao seguimento histolégico NIC II/NIC Ill com
ou sem extensdo glandular. Conclusdo: O diagnéstico citolégico ASC-US pode causar um impacto negativo para a saude da paciente. Portanto, é crucial
a discussao dos varios fatores que influenciam o diagnéstico citolédgico ASC-US e sua correspondéncia com o teste de papilomavirus humano (HPV).

Palavras-chave: Células Escamosas Atipicas do Colo do Utero; Teste de Papanicolaou; Neoplasias do Colo do Utero

Abstract

Objective: This study aimed to evaluate the cytological correspondence of reports classified as ASC-US against their results in histopathology. Methods:
Cross-sectional, quantitative and descriptive study of cytological and histopathological exams in the screening of cervical cancer in the city of Ponta
Grossa, Parana, from 2014 to 2020. The cytopathological exams that were followed up with anatomopathology were included in this work. Data were
extracted from SISCAN. Results: As ASC-US is cytologically doubtful, theoretically it should correspond to at most the NIC | histology, and this study
observed that more than 50% of the ASC-US results referred to the NIC II/NIC IIl histological follow-up with or without gland extension. Conclusion: The
ASC-US cytological diagnosis can have a negative impact on the patient's health. Therefore, it is crucial to discuss the various factors that influence ASC-
US cytological diagnosis and its correspondence with the HPV.
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INTRODUCAO

Segundo a estimativa mundial, em 2018 ocorreram 18
milhdes de casos novos e 9,6 milhdes de dbitos por cancer.
Neste contexto, o cancer do colo do Utero foi o quarto mais
frequente, com uma estimativa de 570 mil casos novos,
representando 3,2% de todos os canceres.” Na populacdo
brasileira, entre 2020 e 2022, é estimada a ocorréncia de 625
mil casos novos de cancer. Desse total, estima-se que 16.590
serdo de cancer do colo do utero, caracterizando o quarto
mais incidente, atingindo 7,4% das mulheres no pais.?

No Brasil, os indicadores do Programa de Prevencao do
Cancer do Colo do Utero e Mama sdo acompanhados pelo
Sistema de Informacéo do Cancer (SISCAN), cujo trabalho
de rastreio do cancer do colo do Utero apoia-se no exame
convencional de Papanicolaou.®’ Os laudos sao baseados
no Sistema Bethesda,® cuja proposta terminoldgica visa
a comunicagao adequada, relevante para o clinico, repro-
dutivel e adaptavel a grande variedade de laboratérios e
configuragdes geograficas integrando-se aos avancos da
pratica laboratorial.®

O Sistema Bethesda classifica a lesdo intraepitelial esca-
mosa (SIL) em duas gradagdes: baixo (LSIL) referente a NIC
|, e alto grau (HSIL), referente a NIC II, NIC lll/in situ, e carci-
noma invasor (CA). Essa classificacao de lesdo celular busca
refletir os diferentes estados bioldgicos na infeccdo pelo
HPV de acordo com lesdes celulares significativas para maior
risco de transicao para pré-cancer e cancer.” As limitacoes
inerentes a interpretacdo morfoldgica receberam destaque
no Sistema Bethesda com a introducdo do termo ASC-US,
atipia em células escamosas de significancia indeterminada
e ASC-H, atipia em células escamosas ndo podendo excluir
HSIL. Essa terminologia é considerada adequada para as
lesdes relacionadas ao HPV, na qual alteragdes celulares de
baixo grau representam infeccdo transitéria e lesdes de alto
grau uma lesdo pré-cancerosa oriunda da persisténcia viral.#)

A implantacao do termo ASC-US refere-se a alteracoes
celulares duvidosas sugestivas de lesdo escamosa de baixo
grau, contudo os critérios citoldgicos sao insuficientes para
a definitiva interpretacao. Além do mais, condicoes diversas
podem promover alteracdes citologicas do tipo ASC-US como
inflamacao, secagem ao ar da lamina, atrofia com degene-
racao, efeitos hormonais e outros artefatos.”

A classificacdo ASC-US requer a diferenciacdo do epi-
télio escamoso em células compativeis com superficiais ou
intermediarias, aumento da relacdo nucleo-citoplasma, com
nucleo aumentado em 2,5 a 3 vezes o tamanho comparado a

uma célula intermedidria, com alteragdes nucleares minimas
que incluem hipercromasia discreta, distribuicdo irregular
da cromatina, anisocariose discreta, cromatina em grumos,
multinucleacdo, anormalidade nuclear associada a presenca
de citoplasma denso de tonalidade alaranjada (paraqueratose
ou hiperqueratose), presenca de alteragdes sugestivas de
coilécitos, como halos perinucleares sugerindo coilécitos
incompletos ou mal definidos.?

Além disso, ASC-US pode caracterizar-se num achado
de células redondas ou ovais com aproximadamente 1/3
do tamanho das células superficiais, comparaveis a células
metaplasicas grandes ou células intermediarias de camadas
mais profundas. Ressalta-se que a categoria ASC envolve a
interpretacdo do esfregaco como um todo e ndo a avaliacédo
exclusivamente de células individuais.”

A prevaléncia de ASC-US é frequente em mulheres mais
jovens, por isso, ter em méos os dados clinicos da paciente,
como idade e histérico de citologias anteriores, o teste DNA
para HPV de alto risco, assim como a revisao microscopica
por mais de um citologista, auxilia na interpretacao final do
exame.”” Ha uma preocupacgao quanto aos elevados indices
de falsos negativos e positivos, sendo ASC-US as atipias
predominantes e em excesso nos diagndsticos citolégicos.

De acordo com as recomendagdes de Bethesda, o per-
centual de atipias indeterminadas nao deve representar 5%
do nimero total de casos de um laboratorio, ou duas a trés
vezes o numero de casos de lesdes intraepiteliais escamosas
de baixo grau (LSIL) no periodo de um ano em determinado
servico. Porisso, é importante que os laboratérios de citopa-
tologia estejam comprometidos com programas de controle
de qualidade sobre laudos citoldégicos na prevencao do
cancer do colo de utero, em busca de melhor qualidade na
analise citoldgica.®

A experiéncia relata que o termo “significado indeter-
minado” para ASC-US se mostra adequado ja que é uma
duvida citoldgica que sugere LSIL e que, na histologia, deve
corresponder a, no maximo, NIC . Entretanto, em 10% a 20%
dos casos a histopatologia demonstra a presenca de NIC 1l ou
NIC 1112’ Sendo assim, este trabalho tem por objetivo avaliar
a correspondéncia citologica de laudos classificados como
ASC-US frente aos seus resultados na histopatologia.

MATERIAL E METODOS
Trata-se de um estudo transversal, quantitativo e descri-

tivo, no qual foram analisados dados relativos aos exames
citolégicos e histopatoldgicos realizados no rastreio do cancer
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do colo do utero no municipio de Ponta Grossa, Parand, nos
anos de 2014 a 2020. Foram incluidos neste trabalho os
resultados dos exames citopatoldgicos que tiveram segui-
mento com anatomopatologia. Estes dados foram obtidos
do Sistema de Informacao do Cancer (SISCAN). Os dados
foram tabulados em planilha Excel® (Microsoft) e a estatistica
realizada por frequéncia simples.

A triagem dos dados demonstrou que o algoritmo do
rastreio do cancer cervical apresentou distor¢cdes, uma vez
terem sido realizados 211 (42%) exames histolégicos sem
citologia prévia. Assim, este estudo excluiu das andlises os
casos sem registro de exame citolégico anterior a histologia,
sendo estabelecido um n=289.

ETICA

Esta pesquisa foi aprovada pela Comissao de Etica em
Pesquisa da Universidade Estadual de Ponta Grossa, com
Parecer Consubstanciado n° 4.259.158 de 04/09/2020.

RESULTADOS

No municipio de Ponta Grossa, no periodo de 2014 a
2020, foram realizados 96.784 exames citopatoldgicos e 500
(0,52%) histopatoldgicos, cujos dados detalhados encon-
tram-se na Tabela 1.

Neste trabalho foram analisados os resultados de exames
de 289 pacientes que possuiam laudos citopatoldgicos e histo-
patoldgicos. Dos 289 exames citoldgicos encaminhados para

Tabela 1

Total de exames citopatoldgicos e histopatoldgicos realizados no municipio de
Ponta Grossa no periodo de 2014 a 2020

Ano Exames Citopatoldgicos ~ Exames Histopatoldgicos
N absoluto %

2014 11.731 89 0,76
2015 17.760 124 0,7

2016 19.469 81 0,42
2017 14.964 85 0,57
2018 12.863 44 0,34
2019 13.350 56 0,42
2020 6.647 21 0,31
Total 96.784 500 0,52

Fonte: SISCAN.

biépsia no periodo pesquisado, 87 (30,1%) foram negativos
para malignidade. Contudo, ao realizar busca retroativa des-
ses exames, verificou-se que 37 desses resultados negativos
realizados no mesmo ano da histopatologia apresentaram
laudos citolégicos anormais no ano anterior, correspondendo
ao que é proposto pelo algoritmo de seguimento de casos
positivos no rastreio do cancer cervical no Brasil. Desta forma,
os resultados negativos de fato foram considerados em 50
(17,3%) amostras.

Assim, dos exames citoldgicos encaminhados para bidp-
sia no periodo pesquisado, 50 (17,3%) foram negativos para
malignidade. Entre os demais 239 foram classificados: 40
(13,84%) ASC-US, 66 (22,84%) ASC-H, 17 (5,88%) LSIL, 115
(39,79%) HSIL e 1 (0,35%) AlS.

Os resultados histopatolégicos mostraram que 1 (0,35%)
caso foi nao conclusivo e 3 (1,05%) casos foram negativos.
Dentre as diversas observacoes foram encontrados 54 (18,7%
casos de cervicites/metaplasia/hiperplasia/polipo, 17 (5,88%
NICI,42 (14,5%) NIC ll/extensao glandular foram 152 (52,6%
NIC lll/extensédo glandular, 17 (5,88%) carcinoma e 3 (1,0%
AlS/in situ/invasor.

Sendo ASC-US duvida citoldgica, teoricamente deveria
corresponder a, no méximo, a histologia NIC|, entretanto este
estudo observou que 21, ou seja, mais de 50% dos resultados
ASC-US remeteram ao segmento histolégico a NICII/NICIII
com ou sem extensao glandular.

Foi observado também, e relevante de nota, que 25
amostras (50%) apresentaram alteracdo histopatolégica, das
quais 1 (2%) resultou em anatomopatologia NIC |, 22 (44%)
citologias negativas resultaram em anatomopatolégico com
alteracdes NIC 1 e NICII/1ll com ou sem extensao glandular, 1
(2%) carcinoma cervical e 1 (2%) adenocarcinoma in situ (AlS).

Ja o diagnéstico citolégico ASC-H mostrou-se bastante
assertivo frente a histologia, com 51 (77%) dos resultados
histolégicos correspondendo a NIC II/Ill, sendo observado
também em ASC-H 4 (6,0%) casos de carcinoma cervical e 1
(1,5%) AlS invasor. A correlacdo entre os exames citoldgicos e
os resultados histopatolégicos em nimero absoluto encon-
tra-se na Tabela 2, e em percentual na Tabela 3.

Das 17 (5,88%) leituras citolégicas correspondentes a
LSIL, que teoricamente deveriam remeter a NIC |, 3 (17,6%)
apresentaram esse resultado histolégico esperado e 13
(76,5%) a anatomopatologia relatou NIC II/lll com ou sem
extensdo glandular.

= = = =
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Correlacao entre 289 exames citopatoldgicos e histoldgicos realizados no municipio de Ponta Grossa no periodo de 2014 a 2020 no rastreio do cancer do colo do Utero em
ntimeros absolutos.

Resultado do Exame Citoldgico

Resultado do Exame Histopatoldgico

Negativo ASC-US ASC-H LSIL HSIL AlS Total

Néo conclusivo 0 0 0 0 1 0 1
Negativo 1 1 1 0 0 0 3
Cerv/endoc cronica® 2 3 1 0 1 0 7
Cerv/endoc cronica M E** 10 5 3 0 6 0 24
Cerv/endoc cronica H ME*** 2 1 1 1 3 0 8
Hiperplasia 2 3 0 0 1 0 6
Pélipo 8 0 0 0 1 0 9
NICI 1 6 4 3 3 0 17
NICI 4 6 13 4 12 0 39
NICII com extensao glandular 0 0 1 1 1 0 3
NICHl 6 3 20 2 20 0 51
NIC 1l com extensdo glandular 12 12 17 6 54 0 101
(arcinona 1 0 4 0 12 0 17
Adenocarcinoma in situ 1 0 0 0 0 1 2
Adenocarcinoma invasor 0 0 1 0 0 0 1
Total 50 40 66 17 115 1 289

Fonte: SISCAN. (*) = cervicite/endocervicite cronica; (**) = cervicite/endocervicite cronica com metaplasia escamosa; (***) = cervicite/endocervicite cronica com hiperplasia e metaplasia escamosa.

Correlacao entre 289 exames citopatoldgicos e histoldgicos realizados no municipio de Ponta Grossa no periodo de 2014 a 2020 no rastreio do cancer do colo do Utero em
porcentagem.

Resultado do Exame Citoldgico

Resultado do Exame Histopatoldgico

Negativo ASC-US ASC-H LSIL HSIL AlS Total
Néo conclusivo 0,00 0,00 0,00 0,00 0,35 0,00 0,35
Negativo 0,35 0,35 0,35 0,00 0,00 0,00 1,04
Cerv/endoc cronica® 0,69 1,04 0,35 0,00 0,35 0,00 2,42
Cerv/endoc cronica M E** 3,46 1,73 1,04 0,00 2,08 0,00 8,30
Cerv/endoc cronica H ME*** 0,69 0,35 0,35 0,35 1,04 0,00 2,77
Hiperplasia 0,69 1,04 0,00 0,00 0,35 0,00 2,08
Pélipo 2,77 0,00 0,00 0,00 0,35 0,00 31
NICI 0,35 2,08 1,38 1,04 1,04 0,00 5,88
NICII 1,38 2,08 4,50 1,38 4,15 0,00 13,49
NIC I com extenséo glandular 0,00 0,00 0,35 0,35 0,35 0,00 1,04
NICIHI 2,08 1,04 6,92 0,69 6,92 0,00 17,65
NICII com extensao glandular 4,15 4,15 5,88 2,08 18,69 0,00 34,95
(arcinona 0,35 0,00 1,38 0,00 415 0,00 5,88
Adenocarcinoma in situ 0,35 0,00 0,00 0,00 0,00 0,35 0,69
Adenocarcinoma invasor 0,00 0,00 0,35 0,00 0,00 0,00 0,35
Total 17,30 13,84 22,84 5,88 39,79 0,35 100,00

Fonte: SISCAN. (¥) = cervicite/endocervicite cronica; (**) = cervicite/endocervicite cronica com metaplasia escamosa; (***) = cervicite/endocervicite cronica com hiperplasia e metaplasia escamosa.
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O resultado citolégico HSIL também apresentou alto
percentual de acerto ao remeter o resultado histolégico a
87 (75,6%) NIC II/lll com ou sem extensao glandular, sendo
3(2,6%) com confirmacao histoldgica paraNICle 12 (10,4%)
para carcinoma cervical na anatomopatologia. J4 o caso de
AlIS in situ, 1 (100%) na citologia teve seu resultado confir-
mado pela histologia.

Segundo o algoritmo do Ministério da Saude, no Brasil, o
seguimento dos casos positivos deve ocorrer considerando-se
aidade da mulher versus o resultado do exame citolégico, os

quais sdo encaminhados para colposcopia, e se esta confirmar
presenca de lesdo segue para bidpsia, conforme Figura 1.
Na populacao pesquisada, 266 (92%) mulheres que par-
ticiparam do rastreio do cancer cervical em Ponta Grossa,
Parand, no periodo de 2014 a 2020, encontravam-se na faixa
etaria entre 25 e 64 anos, como preconizado para o rastreio do
cancer cervical no Brasil, 20 (6,9%) abaixo dessa faixa etariae 3
(1,03%) acima da mesma. A menor faixa etaria foide 17 anos e
amaior 71 anos. Os detalhes dos dados citoldgicos e histopa-
tologicos frente a faixa etaria encontram-se nas Tabelas 4 e 5.

<25ANOS  REPETIR EM 3 ANOS
ASC-US E— 25-29  REPETIR EM 12 MESES
>30ANOS  REPETIR EM 6 MESES
< 25ANOS REPETIR EM 3 ANOS
LSIL E—
>30ANOS REPETIR EM 6 MESES
v
ASC-H
HSIL
CARCINOMA > (OLPOSCOPIA
AIS
HISTOLOGIA
Algoritmo dos casos positivos no rastreio do cancer cervical no Brasil.
Fonte: BRASIL, 2016.
Tabela 4
Resultado do exame citoldgico sequndo a faixa etdria da populacdo em estudo.
<25 anos 25 a 64 anos > 64 anos Total
Exame citoldgico
N absoluto % N absoluto % N absoluto % N absoluto %
Negativo 1 0,35 48 16,61 1 0,35 50 17,30
ASC-US 0 0,00 39 13,49 1 0,35 40 13,84
ASC-H 10 3,46 55 19,03 1 0,35 66 22,84
LSIL 0 0,00 17 5,88 0 0,00 17 5,88
HSIL 9 3.1 106 36,68 0 0,00 115 39,79
AIS 0 0,00 1 0,35 0 0,00 1 0,35
Total 20 6,92 266 92,04 3 1,04 289 100,00

Fonte: SISCAN.
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Resultado do exame histoldgico sequndo a faixa etdria da populagdo em estudo.

Exame Histopatoligico <25anos 25 a 64 anos > 64 anos Total

Nabsoluto % Nabsoluto % Nabsoluto % Nabsoluto %
Néo conclusivo 1 0,35 0 0,00 0 0,00 1 0,35
Negativo 0 0,00 3 1,04 0 0,00 3 1,04
Cervicite/endocervicite cronica 0 0,00 7 2,42 0 0,00 7 2,42
Cervicite/endocervicite cronica com 0 0,00 23 7,96 1 0,35 24 8,30
metaplasia escamosa
Cervicite/endocervicite crénica com 0 0,00 8 2,77 0 0,00 8 2,77
hiperplasia e metaplasia escamosa
Hiperplasia 0 0,00 6 2,08 0 0,00 6 2,08
Pélipo 0 0,00 9 3 0 0,00 9 3
NICI 4 1,38 12 4,15 1 0,35 17 5,88
NICII 4 1,38 35 121 0 0,00 39 13,49
NICII com extensao glandular 1 0,35 2 0,69 0 0,00 3 1,04
NICII 5 173 46 15,92 0 0,00 51 17,65
NICIIl com extensao glandular 5 173 9% 33,22 0 0,00 101 34,95
(arcinona 0 0,00 17 5,88 0 0,00 17 5,88
Adenocarcinoma in situ 0 0,00 2 0,69 0 0,00 2 0,69
Adenocarcinoma invasor 0 0,00 0 0,00 1 0,35 1 0,35
Total 20 6,92 266 92,04 3 1,04 289 100,00

Fonte: SISCAN.

Chamou a atencao deste trabalho a precocidade no
diagnéstico histologico para NIC Il frente a uma citologia
ASC-H em paciente de 17 anos, e a presenca de adeno-
carcinoma invasor em paciente de 71 anos, com citologia
também para ASC-H.

A presenca de ASC-US na citologia foi observada dentro
da faixa etdria preconizada para o rastreio e acima desta.

Este estudo observou que dos 40 casos de ASC-US ape-
nas 2 (5%) apresentaram citologia anterior para ASC-US, e
nos 17 casos de LSIL apenas 1 (5,9%) apresentou citologia
anterior para esta lesao.

Entre os 115 casos de HSIL, foi constatado que 45 (39,1%)
pacientes haviam feito exames de rastreio anuais com trés
exames anteriores negativos, configurando casos de falsos
negativos exclusivamente para HSIL dentro da populacdo
estudada. Dos 66 casos de ASC-H, 2 (3,03%) apresentaram
trés exames citoldgicos anteriores anuais negativos, confi-
gurando no periodo deste estudo em 1 anatomopatoldgico
NIC lll e 1 adenocarcinoma invasor respectivamente para

ASC-H. Assim, no total da populacao estudada, observou-se
47 (16,3%) casos de resultados citoldgicos falsos negativos
no periodo de rastreio realizado nos trés anos anteriores.

DISCUSSAO

Dos exames realizados no rastreio do cancer cervical
analisados nesta pesquisa, 0,5% foram encaminhados para a
histologia, percentual abaixo do perfil de estudo realizado em
laboratério de referéncia no rastreio do cancer brasileiro, cuja
necessidade estimada de exames anatomopatoldgicos cor-
respondeu a cerca de 0,7% a 0,9% das mulheres rastreadas.?
Contudo, deve ser considerado o grave impacto negativo
gue a pandemia pelo coronavirus acarretou no rastreio do
cancer cervical no municipio de Ponta Grossa, Parana, pois
em 2020 houve uma queda de 50% do volume de exames.

O algoritmo do atendimento as mulheres no rastreio
do cancer cervical no Brasil, na faixa etaria de 25 a 64 anos,
prevé o encaminhamento para a colposcopia, de mulheres
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com alteracao citolégica HSIL, ASC-H, AGC, AlS e carcinoma,
e mulheres que apresentaram ASC-US e LSIL positivas em
repeticdo de 6 meses a um ano.?

Neste estudo em questao, observou-se que 42% das
mulheres que realizaram o exame anatomopatoldgico ndo
apresentaram exame citolégico anterior. Tal fato ocorre em
duas situagcdes no municipio de Ponta Grossa, Parana: ou a
paciente apresentou lesdo no colo do utero no momento
do exame especular, durante a consulta de enfermagem, e
entao para agilizar o atendimento foi encaminhada direta-
mente para a colposcopia, ou sédo mulheres que iniciaram
o atendimento na rede particular e ndo conseguiram dar
continuidade por motivos financeiros, e passaram a receber
o atendimento pelo SUS.

Pesquisas tém apontado falhas no seguimento do ras-
treio do cancer cervical. Leyden et al.® nos Estados Uni-
dos, demonstraram que 13% dos insucessos na deteccao
e triagem de um cancer cervical foram causados por falha
de seguimento e que 21% das mulheres atendidas ndo pos-
suiam nenhum retorno entre a deteccdo da anormalidade
citoldgica e o diagnéstico de cancer cervical invasivo. No
Brasil, Oliveira® verificou em sua pesquisa uma frequéncia de
40,5% de pacientes sem qualquer tipo de seguimento, apds
realizarem uma citologia com resultado ASC-US e ASC-H.

Segundo Araujo et al.,”” em seu estudo, 41,62% das
mulheres com exames citopatoldgicos classificados como
ASC-US/LSIL repetiram a citopatologia em seis meses, frente
a 58,38% que tiveram o seguimento ignorado e aproxima-
damente 15% foram submetidas a colposcopia e biépsia. Ja
Farias et al.® observaram que das mulheres com alteragbes no
rastreio e que deveriam fazer acompanhamento em 6 meses,
apenas 7,3% retornaram para seguimento e das pacientes
que deveriam realizar colposcopia apenas 21,7% o fizeram.

Em estudo retrospectivo de Delabeneta et al., analisaram-
-se os resultados ASC-US e ASC-H de exames citopatoldgicos e
histopatoldgicos em um laboratério que atende os municipios
do oeste do Parana, no periodo de 2016 a 2017, foi observado
que 73,2% das mulheres com resultado ASC-US repetiram
0 exame citolégico e, destas, 18% permaneceram com o
exame alterado apos repeticdo. Também foi observado que
42,8% das pacientes com ASC-H nédo seguiram as condutas
recomendadas pelo Ministério da Saude no programa de
prevencao do cancer do colo do utero.”

ASC-US é um diagnostico para achados citopatologi-
cos em que as alteracbes morfoldgicas celulares ndo sao
suficientemente claras para permitir um diagnéstico mais
especifico a alteracdo citoldgica que sugere LSIL. Apesar dos

esforcos para fornecer critérios definidos para as alteracoes
morfoldgicas constituintes de ASC-US, o uso desse termo
por varios patologistas pode diferir quanto as alteracoes
citoldgicas observadas.?

Assim, tendo em vista maior precisao e exatiddo no exame
citoldgico, normas para o controle de qualidade interno sao
propostas na literatura. E recomendado que, se a frequéncia
de SIL na pratica laboratorial for 2%, a frequéncia do ASC-US
deva ser menor ouigual a 6% e assim a frequéncia de diagnés-
ticos ASC-US nado deve exceder em trés vezes a taxa da SIL.1?

Ja aduvida citoldgica ASC-H refere-se as interpretacdes
citologicas sugestivas de HSIL e sao frequentemente associa-
das a NIC Il e NIC lIl. Bethesda sugere que essa classificacdo
represente menos de 10% de todas as interpretacées ASC.#

ASC-H pode ser observada como metaplasia imatura
atipica, na qual as células apresentam nucleos degenerados,
frequentemente irregulares, envolvendo todo o contorno
nuclear e hipercromasia. A classificacdo ASC-H é apropriada
na presenca de células marcadamente atipicas nas quais a
distincdo clara de HSIL ou carcinoma nao é possivel. Contudo,
células endocervicais, endometriais degeneradas e macroé-
fagos podem possuir nucleos que imitem HSIL, implicando
interpretacdes excessivas de ASC-H/HSIL.® Percentuais ele-
vados de ASC (ASC-US e ASC-H) apontam a necessidade de
treinamento dos citologistas quanto aos critérios morfold-
gicos dessa categorizacdo citologica.®

No Brasil,”® o Ministério da Saude, para fins de controle de
qualidade, propde os seguintes calculos, baseados em: indice
de positividade (IP), cuja categorizacdo considera IP <2%
(muito baixa), IP entre 2% e 2,9% (baixa), IP entre 3% e 10%
(esperado) e IP acima de 10% para prestadores que podem
atender a servicos de referéncia secundaria. Percentual de
exames compativeis com ASC entre os exames satisfatorios
(ASC), cujo parametro ndo deve ultrapassar 5%; Percentual
de exames compativeis com ASC entre os exames alterados
(ASC/ALT) nao deve ser superior a 60%; Razao ASC/SIL (R) nao
deve ser superior a 3 e Percentual de exames compativeis
com HSIL (HSIL), com parametro estabelecido > 0,4%.°

Em um levantamento realizado por Yoshizawa et al.™
no municipio de Ponta Grossa, esses indices apresentaram-se
da seguinte forma: em 2014 - IP 2,27%, ASC 1,44%, ASC/ALT
63,20%, R 1,72 e HSIL 0,31%; em 2015 - IP 1,54%, ASC 0,80%,
ASC/ALT 54,77%,R 2,17 e HSIL0,27%; e em 2016 - IP 1,30%, ASC
0,62%, ASC/ALT 47,6%, R 0,93 e HSIL 0,39%. Assim, alguns pro-
blemas relacionados a qualidade no rastreio do cancer foram
observados quanto aos indices de positividade e percentual
de HSIL baixos, dentro dos padrdes brasileiros de exceléncia.
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Apesar do termo ASC referir-se a duvida citoldgica, é
invidvel citologicamente a exclusdo desse termo, por ndo
se enquadrar nem em NILM (negativo para malignidade)
nem em SIL (lesdo intraepitelial), implicando a diminuicao
da sensibilidade do teste de Papanicolaou na deteccdo da
lesdo pré-cancer."? Nos Estados Unidos, cerca de 45% das
mulheres com ASC estao infectadas pelo HPV de alto risco.
Igualmente, embora ASC-US sugira LSIL, o termo “signifi-
cado indeterminado” é adequado pois cerca de 10% a 20%
das mulheres com ASC-US apresentam HSIL inexplicito!"?.
Neste estudo observou-se que 50% dos resultados ASC-US
corresponderam a histologia NIC II/1l1.

Nos Estados Unidos, cerca de 1/3 das NIC foram des-
cobertas apds seguimento de citologia ASC-US," e num
estudo de metanalise, foi verificado que, apds dois anos de
acompanhamento de citologia ASC-US a lesdo evolui para
HSIL em 7,1% e para carcinoma em 0,25% dos casos. Ja a
regressao foi observada em 68%, e sendo assim, supde-se
que de 1.000 mulheres com ASC-US uma desenvolverd
carcinoma.™

Em outro estudo nos Estados Unidos que avaliou 33.858
amostras citoldgicas, foi observado 5,7% de casos com ASC-US
e 2,5% casos de LSIL, onde a prevaléncia de NIC Il foi de 4,3%
e NIC lll foi de 2,2% na citologia com ASC-US.(®

Um estudo realizado em Fortaleza — Ceard mostrou que
12,5% das bidpsias de citologias ASC-US e 55,6% ASC-H
resultaram em HSIL ou superior.® Ja uma revisao realizada
nos EUA estimou que 1/3 das NIC foram descobertas apos
seguimento de um esfregaco anterior com ASC-US."” Outro
estudo avaliou 111 casos citologicos de ASC-US, cujo segui-
mento na histologia resultou em 61% NIC, demonstrando a
relacdo de ASC-US com NIC.®

Um levantamento de resultados ASC-US identificou que
71,7% das mulheres permaneceram no rastreio, cuja maioria
dos resultados posteriores foram NILM, 11,6% mantiveram
ASC-US, 5,6% LSIL, 1,9% ASC-H, 1,7% HSIL e 0,8% AGC. O
seguimento histopatoldgico apresentou 13,3% NIC II/111.19

A citologia ASC-US é mais prevalente em mulheres
mais jovens com citologia reflexiva positiva para HPV em
comparacao com mulheres mais velhas,?” sendo assim o
conhecimento simultaneo do resultado HPV de alto risco
positivo pode influenciar o citologista na interpretacao NILM/
ASC-US, porisso aanalise e revisdo de amostras positivas para
HPV de alto risco devem ser realizadas de forma cautelosa
e criteriosa.?” Contudo, o estudo ALTS relatou que a taxa
de positividade de HPV de alto risco foi de 50,6% nos casos
ASC-US observados por citologistas experientes.??

Segundo Abdulaziz et al.,?® ASC-US é o resultado mais
comum na China, e como esta classificacdo citolégica tem
uma ampla gama de resultados patoldgicos finais podendo
ser um aviso inicial de NIC de alto grau, os autores recomen-
dam triagem com teste HPV como medida util de desvio para
pacientes com ASC-US, assim como imediata colposcopia
como estratégia para lidar com a citologia ASC-US a fim de
aumentar a taxa de deteccao de lesdes cervicais de alto grau
ou cancer invasivo.

ASC-H e HSIL sao associadas a NIC Il e NIC Il e cerca de
70% dos resultados HSIL sdo confirmados para este grau his-
toldgico e 2% para carcinoma invasor.” Este estudo observou
que 77% dos resultados ASC-H e 75% de HSIL corresponderam
a histologia NIC lI/NIC III.

Segundo Kinney et al.,* mais NIC Il é detectada no
segmento de casos de ASC em relagao a HSIL, por ser ASC
uma interpretacdo mais comum. Quando ASC-US e ASC-H
sao acompanhados de teste positivo para HPV de alto risco,
orisco para NIC e carcinoma sao de 18% para ASC-US e 45%
para ASC-H com HPV positivo.?

Wang et al.?® realizaram um estudo na China envolvendo
250.000 mulheres e correlacionaram a presenca de ASC-US
com a histologia e teste para HPV. Observaram a presenca de
7.001 (2,8%) casos de ASC-US e destes foram positivos para
HPV de alto risco 3.459 (49%) amostras. Dentre as mulheres
positivas para HPV de alto risco na citologia ASC-US, 683
(19,7%) apresentaram HPV - 16, 209 (2,98%) HPV - 52, 198
(5,72%) HPV - 58 e 194 (5,6%) HPV - 18. Ao correlacionarem
a citologia ASC-US HPV positivas, os autores detectaram um
percentual de 35,65% de NIC II/11l.

Este estudo deparou-se com 8,6% de resultados falsos
negativos, devido a presenca de 25 citolégicos negativos
cuja histologia constatou a presenca de NIC a AlS in situ. O
método de Papanicolaou, apesar de amplamente utilizado
no rastreio do cancer cervical, tem sido alvo de muitas criticas
em funcédo de sua baixa sensibilidade. A precisdo do teste
de Papanicolaou permanece controversa, pelo relato de
varias metandlises que detectaram sensibilidades bastante
baixas do esfregaco de Papanicolaou, na faixa de 20% a
50%.2" Algumas mulheres desenvolvem essa neoplasia,
mesmo realizando o exame repetidas vezes, pois as taxas
de resultados falsos negativos podem variar de 2% a 50%.2%
Consequentemente, acarretando ao sistema de satde gastos
sem resultados devido a erros de coleta, de escrutinio e de
interpretacao do diagndstico.?”

Resultados falsos negativos ocorrem por erro de amos-
tragem ou preparacao - células de interesse ndo coletadas,
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células coletadas, mas néo transferidas, células mal preserva-
das e mal fixadas, falha técnica - inflamacao, sangue (2/3 dos
resultados falsos negativos).®” Erro de leitura microscépica e
interpretacdo: células atipicas negligenciadas, células classi-
ficadas de forma errada (1/3 dos resultados falsos negativos).
Vinte por cento do material coletado é transferido para a
lamina, 80% do material restante é descartado.®”

A porta de entrada das Redes de Atencao a Saude é a
atencao primaria, que agrega o rastreio do cancer cervical,®
e o principal profissional que atua na atencao primaria, na
coleta do material cervicovaginal, é o enfermeiro. Neste
contexto, o reflexo da politica de expansao da estratégia de
saude da familia aumentou consideravelmente a demanda
de exames realizados pelo Sistema Unico de Saude (SUS),
acarretando sobrecarga do nimero de exames de Papani-
colaou, e, como consequéncia, a delonga no repasse dos
resultados dos exames e a coleta de material mal realizada.

Assim, no Brasil foi demonstrado estatisticamente uma
crescente quantidade de amostras insatisfatérias para ana-
lise citoldgica, seja pela hipocelularidade, pela auséncia de
células representantes da juncdo escamocolunar (JEC), e
pela ma fixacdo do material. Esses fatores diminuem consi-
deravelmente a sensibilidade e especificidade do teste de
Papanicolaou, tornando necessarias repeticoes de exames,
tardando o processo de diagnéstico e tratamento dos casos
de neoplasia.’®

As lacunas na formacao dos profissionais que atuam na
coleta de material cervical no Sistema Unico de Satide também
sdo uma preocupacao. Em estudo realizado por Machado et
al. (2021),5? com participacao de 25% dos enfermeiros que
atuam na coleta de material cervical no municipio de Ponta
Grossa, 55% dos entrevistados reconheceram que a graduagao
nao supriu as suas necessidades para atuar na coleta de pre-
ventivo de Papanicolaou e 70% sentiram-se sobrecarregados
em suas fungdes administrativas e assistenciais.

Frente a essa problematica, a Universidade Estadual de
Ponta Grossa, pela atuacdo do projeto extensionista“Prevencdo
e educacao na atencdo a saude da mulher: coleta de exame
Papanicolaou’, tem realizado treinamento tedrico-pratico
junto ao quadro de enfermeiros da Secretaria de Saude do
municipio, visando a qualidade da amostra cervical. A Univer-
sidade Estadual de Ponta Grossa tem por objetivo difundir a
extensdo por meio de acdes voltadas a sociedade, fortalecendo
as bases cientifica, tecnoldgica e de inovacao, norteando-se
pelo principio da indissociabilidade entre o ensino, pesquisa
e extensdo cooperando com as entidades publicas.®?

Na andlise de trés Unidades Bésicas de Saude (UBS) que
participam do treinamento na qualidade da amostra via
extensao da UEPG, observou-se que a sensibilizacdo dessas
25% das UBS do municipio de Ponta Grossa, no processo de
capacitacdo, beneficiou 4.950 usuarias do SUS pela melhoria
na qualidade na coleta de material cervical.®

CONCLUSAO

Com objetivo de avaliar a correspondéncia citolégica de
laudos classificados como ASC-US frente aos seus resulta-
dos na histopatologia, este estudo analisou exames de 289
pacientes do municipio de Ponta Grossa.

Verificou-se que apenas seis casos apresentaram a corres-
pondéncia entre ASC-US e NIC|. Observou-se a prevaléncia
de resultados histolégicos NIC Il e NIC lll para o diagnostico
citolégico ASC-US.

Portanto, é crucial a discussao dos fatores que podem
influenciar o diagnéstico citoldgico e levar a uma classi-
ficacdo diagndstica ASC-US com impacto negativo para
a saude da paciente. Fatores como adequabilidade da
amostra, seguimento adequado, assim como a capacitagao
dos profissionais envolvidos nainterpretacdo dalaminae o
controle de qualidade dos laboratérios devem ser observados
com critério. Outro ponto importante, como foi discutido
no decorrer desse estudo, é a correlacdo da presenca de
ASC-US com o resultado do teste para HPV, visto que HPV
de altorisco na citologia ASC-US resulta em bom percentual
a histologia NIC lI/111.
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Abstract

Characterization of the response of memory cells in patients with previous dengue episodes can contribute to the development of immunization strategies.
This study evaluated the response of peripheral blood mononuclear cells of patients with a previous diagnosis of dengue to stimulation with antigens of
four viral serotypes. Thirty-six patients were invited to participate, including 16 with one previous confirmed dengue episode and 17 with two previous
confirmed dengue episodes. In all patients, the clinical classification was classic dengue. Cytokines IL-2, IL-4, IL 5, IL-10, IFN-y, and TNF-o. were quantified
by flow cytometry. The results showed significant production of IL-10 and TNF-a in response to antigen stimulation, with IL-10 production being more
intense in the DNG-1ep group compared to DNG-2ep. In addition, a correlation between IL-10 and TNF-a was observed in both groups, which was more
frequent in DNG-1ep after stimulation with the different antigens. In conclusion, the production of IFN-y, TNF-o. and IL-10 by PBMCs appears to actively
participate in the organization of the immune response to new stimuli of dengue virus infections. Further studies including severe patients are necessary
to determine whether these findings are related to the clinical form of the disease.
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Resumo

A caracterizagao da resposta de células de meméria de individuos com episddios prévios de dengue pode contribuir para o desenvolvimento de estratégias
de imunizacao. Este estudo avaliou a resposta de células mononucleares do sangue periférico de pacientes com diagnostico prévio de dengue, frente
a estimulacdo com antigenos dos 4 sorotipos virais. Para isso, foram convidados 36 individuos, dos quais 16 apresentaram um episddio confirmado de
dengue e 17 individuos com dois episddios confirmados de dengue. A classificacao clinica de todos os pacientes deste estudo foi Dengue Classica. As
citocinas IL-2, IL-4, IL 5, IL-10, IFN-y, TNF-ca.. foram quantificadas por citometria de fluxo. Como resultados, houve producéo significativa das citocinas IL-10
e TNF-a frente a estimulacdo antigénica, sendo a producao de IL10 mais intensa no grupo DNG-1ep quando comparado com DNG-2ep. Observou-se
também correlacao entre IL-10 e TNF-o. em ambos os grupos, sendo mais frequente nas estimulagées do grupo DNG-1ep. Em conclusao, a produgéo das
citocinas IFN-y, TNF-a e IL-10 por PBMCs deve participar ativamente da organizagao da resposta imune frente aos novos estimulos de infec¢oes por virus
dengue. Mais estudos incluindo pacientes graves poderao verificar se tais achados estdo relacionados a forma clinica dos pacientes.
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INTRODUCTION

Dengue is a tropical disease caused by the dengue
virus (DENV) that belongs to the family Flaviviridae. Glo-
bal estimates indicate that 3.6 billion people are at risk of
contracting the disease, with 400 million new infections
and 100 million new symptomatic cases each year.”’ There
are four different serotypes of this virus (DENV-1, DENV-2,
DENV-3, and DENV-4); despite homology of approximately
90%, these serotypes can cause heterologous infections in
successive episodes of the disease.” Considering the global
impact of this arboviral disease on the economy and health
of populations in different countries, the development of an
effective vaccine would contribute enormously to the fight
against this tropical disease.

Characterization of the immune response of individuals
exposed to dengue episodes can contribute to the understan-
ding of the modulation of the response of memory cells, and
thus help develop more effective immunization strategies.
One challenge in the immunization of individuals against
dengue is the need to create a safe vaccine that is ideally
effective against the four serotypes. Within this context, the
literature recognizes the potential progression of patients
exposed to a heterologous dengue serotype in a second
episode to a more severe form of the disease.”? This risk would
be modulated by components of both the cell-mediated and
the humoral immune response.” It is worth noting that the
increased risk of severity would be more related to the second
episode of the disease than to the third or fourth episode.
G5 There are even reports of a reduced risk of progressing to
severe disease in dengue infections after the second episode.®

The present study aimed to understand the dynamics of
peripheral blood mononuclear cells (PMBCs) from patients
with successive episodes of dengue in response to stimulation
with antigens of the four viral serotypes compared to PBMCs
from patients with only one previous episode of the disease
stimulated with the same antigens.

MATERIALS AND METHODS

Sample

Patients with a previous diagnosis of dengue made at
the Macroregional Referral Laboratory of Uberaba, Minas
Gerais, were included and divided as follows: dengue group
-2 episodes (DNG-2ep), which consisted of all patients with
two confirmed episodes of dengue (positive ELISA IgM and/

or NS1 and/or viral isolation) at an interval of more than one
year, identified at the laboratory between 2007 and 2017;
dengue group - 1 episode (DNG-1ep), which consisted of
patients with one confirmed previous episode of dengue
(positive ELISA IgM and/or NS1 and/or viral isolation) more
than 4 months ago, matched for sex and age to patients of
the DNG-2ep group.

The patients were examined clinically on an outpatient
basis, including the characterization of signs and symptoms
of the dengue episodes, as well as potential symptoms that
persisted after the disease. Symptoms that had started during
the acute phase of the disease (first and/or second episode)
and that had a duration longer than 14 days as reported by
the patient were defined as persistent symptoms of dengue.
The dengue episodes were clinically classified according to
the World Health Organization as classic dengue, warning
signs, and severe dengue.” After this clinical assessment, a
peripheral blood sample was collected for the measurement
of cytokine production by PBMCs stimulated with antigens
of inactivated DENV.

Preparation of dengue virus antigen for in vitro
stimulation

Samples of the different DENV serotypes (DENV-1 strain
Mochizuki, DENV-2 strain New Guinea, DENV-3 strain H87,
and DENV-4 strain BEH) were used at a final concentration of
1 x 10° pfu/mL. For preparation of the DENV antigen stock
solutions, cell culture flasks containing 3 x 10°Vero cells in
5% RPMI (Gibco, Grand Island, NY, USA) were prepared for
each viral serotype and cultured in a humidified incubator
at 37°Cin a 5% CO, atmosphere.

After 48 hours, 100 pL of the viral antigen (DENV-1, DENV-
2, DENV-3, and DENV-4) was inoculated into the respective
culture flask and allowed to adsorb for 1 hour. Next, 5% RPMI
medium was added to the flasks and the cultures were incu-
bated at 37°Cin 5% CO, for 7 days and observed daily under
an inverted microscope to monitor the development of a
cytopathic effect (presence of cellular syncytium) resulting
from infection with DENV. After this period, the flasks were
washed with sterile PBS and 2.5 mL trypsin was added for
3 minutes for lysis of the cells and release of viral particles.
The suspension was centrifuged at 400 x g for 10 minutes
at 4°C. The supernatants were transferred, 20% fetal bovine
serum was added, and the solutions were stored in a freezer
at -80°C until the time of use. All DENV-1, 2, 3 and 4 stock
solutions were inactivated for one hour at 60°C before use.
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Separation of peripheral blood mononuclear cells

Peripheral blood samples were collected by venipunc-
ture into heparinized tubes. The PBMCs were isolated on a
Ficoll-Hypaque density gradient (GE Health Care, Uppsala,
Sweden) by centrifugation at 400 x g for 30 minutes at
21°C. The cells were resuspended in 5% RPMI 1640 medium
(GE) containing 50 mM Hepes (Gibco), 5% inactivated fetal
bovine serum (Gibco), 2 mM L-glutamine (Gibco), 40 pg/mL
gentamycin (Neoquimica, Anapolis, GO, Brazil), and 1T mL
2-mercaptoethanol (Merck, Darmstadt, Germany) at a final
concentration of 2 x 10° cells/mL.

Culture of peripheral blood mononuclear cells

For culture, 500 pL of PBMCs (2 x 106 cells/mL) resuspen-
ded in RPMI medium were added to 48-well culture plates
(Corning, New York, USA). The cells were stimulated in the
presence or absence of 2.5 pL viral antigen (DENV 1-4) derived
from the supernatant and in the presence of 2.5 pL superna-
tant of uninfected Vero cells. The cells were incubated for 5
days at 37°Cin 5% CO,.The supernatants were then collected
and stored at -80°C for subsequent cytokine measurement.

Determination of cytokines in the supernatants of PBMC
cultures

Cytokines IL-2, IL-4, IL 5, IL-10, IFN-y, and TNF-a. were
quantified by flow cytometry using the BD Cytometric Bead
Array (CBA) Human Th1/Th2 Cytokine Kit (BD Bioscience
Pharmingen, San Diego, CA, USA). The data were analyzed
using the FCAP Array 2.0 software (SoftFlow, USA) and the
cytokine concentrations were calculated compared to a
standard curve. The data are expressed as pg/mL.

Statistical analysis

The data were analyzed with the GraphPad Prism 5.0
software (GraphPad, San Diego, CA, USA) using the Micro-
soft Excel 2010 and Statview 4.5 programs. Cytokine levels
were compared between groups by the Mann-Whitney
test for comparison of two independent groups. The level
of significance was set at p < 0.05. Spearman’s correlation
test was used to analyze the correlation between cytokine
levels. Differences were considered statistically significant
when p < 0.05.

ETHICS

The project was approved by the Ethics Committee of
the Federal University of Triangulo Mineiro (Ethical Clearance

Certificate 51785715.5.0000.5154) and was conducted in
accordance with the recommendations of Resolution 466/12
of the National Health Council for research involving humans.

RESULTS

Thirty-six patients were included in the study, 16 in the
DNG-1ep group and 17 in the DNG-2ep group. All patients
of this study had classic dengue.

Analysis of cytokine production in the DNG-1ep group
showed higher production of TNF-atin response to stimulation
with DENV-1 (p = 0.0063), DENV-2 (p = 0.0034), DENV-3 (p =
0.0052), and DENV-4 antigen (p =0.0013). In addition, higher
production of IL-10 was observed in response to stimulation
with DENV-1 (p < 0.0001), DENV-2 (p < 0.0001), DENV-3 (p =
0.0002), and DENV-4 antigen (p < 0.0001), as well as higher
production of IFN-y in response to DENV-2 antigen stimulation
(p =0.0182) (Figure 1).

Similarly, evaluation of cytokine production in the DNG-
-2ep group showed higher production of TNF-a.in response
to stimulation with DENV-1 (p =0.0021), DENV-2 (p =0.0067),
DENV-3 (p = 0.0002), and DENV-4 antigen (p < 0.0001). Fur-
thermore, there was higher production of IL-10 in response
to the DENV-1 (p < 0.0001), DENV-2 (p = 0.0003), DENV-3 (p
<0.0001), and DENV- 4 antigen (p < 0.0001) (Figure 1).

Comparison of the DNG-1ep and DNG-2ep groups sho-
wed a significant difference in IL-10 production in response
to stimulation with DENV-2 (p = 0.0008), DENV-3 (p =0.0279),
and DENV-4 antigen (p = 0.0037), with higher production of
this cytokine in patients of the DNG-1ep group. In addition,
higher production of IFN-y was observed in response to
stimulation with DENV-4 antigen (p = 0.0003) (Figure 2).

Analysis of correlations in the DNG-1ep group revealed
a positive correlation between IL-10 and TNF-a. for serotypes
DENV-1 (r = +0.6054, p = 0.0115), DENV-2 (r = +0.7623, p =
0.0006), DENV-3 (r = +0.4971, p = 0.0453), and DENV-4 (r =
+0.5334, p =0.0293). No negative correlations were observed
(Figure 3).

In patients of the DNG-2ep group, a positive correlation
between TNF-a and IL-10 was observed for DENV-2 (r =
+0.4667, p = 0.044) and DENV-4 (r =+0.4982, p = 0.0299). No
negative correlations were observed (Figure 3).

With respect to the presence of persistent symptoms attri-
buted by the patient to residual symptoms of dengue during
clinical assessment, 23 patients reported the presence of at
least one symptom, including 12 in the DNG-1ep group and
11inthe DNG-2ep group. The most prevalent symptoms were
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arthralgia (56.25%), headache (43.75%), and myalgia (37.5%).
Comparison of the DNG-1ep and DNG-2ep groups according
to the persistence of symptoms showed significantly higher

production of IL-10 in response to stimulation with DENV-2
(p=0.0083) and DENV-4 antigen (p=0.0123) in non-sympto-
matic patients (Figure 4).
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Dot plot of cytokine production in DENV-infected patients with records of one episode (DNG-1ep) and two episodes (DNG-2ep) compared to the mean.

Legend: The graphs represent the median and interquartile range (25-75%) of the production of (A) TNF-ct, (B) IL-10, (C) IFN-y and (D) IL-4 in patients with one episode (n=16), and production of (E) TNF-c, (F) IL-10, (G) IFN-y, and (H)
IL-4 in patients with two episodes (n=17). Index (Ag/Vero): cytokine levels detected in cultures stimulated with DENV (1-4) antigen divided by the levels detected in cultures stimulated with uninfected Vero cells. *p < 0.05 was considered

statistically significant (nonparametric Mann-Whitney test).
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Legend: The graphs represent the median and interquartile range (25-75%) of the production of (A) TNF-c, (B) IL-10, (C) IFN-y, and (D) IL-4 in infected patients with one episode (n=16) and two episodes (n=17). Index (Ag/Vero): cytokine
levels detected in cultures stimulated with DENV (1-4) antigen divided by the levels detected in cultures stimulated with uninfected Vero cells. *p < 0.05 was considered statistically significant (nonparametric Mann-Whitney test).
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Legend: A positive correlation (r > 0, p < 0.05) was observed in the DNG-Tep group between IL-10 and TNF-cx in response to stimulation with serotypes (A) DENV-1, (B) DENV-2, (C) DENV-3, and (D) DENV-4; in the DNG-2ep group, a positive
correlation was observed between IL-10 and TNF-c. in response to stimulation with serotypes (A) DENV-2 and (C) DENV-4. *p < 0.05 was considered statistically significant (nonparametric Mann-Whitney test). r > O indicated a positive correlation.
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Dot plot comparing the production of TNF-c, IL-10, IFN-y and IL-4 between patients of the DNG-Tep and DNG-2ep groups.

Legend: Dot plot comparing the production of (A) TNF-c, (B) IL-10, (C) IFN-y and (D) IL-4 between patients of the DNG-1ep and DNG-2ep groups with and without persistent symptoms according to the four DENV serotypes. *p < 0.05 was

considered statistically significant.

DISCUSSION

The response of PBMCs to antigen stimulation demons-
trates the suitability of the model to evaluate what was
proposed. The role of different cytokines in the modulation
of the immune response, and consequently in the clinical
expression of a disease, has been extensively studied.

IFN-y, when produced in a robust and sustained manner,
is associated with higher resistance of the individual to DENV.
® Although the production of IFN-y is high in patients with
dengue when compared to healthy controls, studies found
no significant difference in the production of this cytokine
between classical and severe cases of this arboviral infection.”

The role of IL-10 in the response to DENV has not been
fully elucidated. However, when evaluated as a biomarker, this
cytokine can be considered a marker of disease severity, with
its levels being elevated in patients with more severe forms

of the disease compared to those with normal dengue.® This
greater severity might be related to the immunosuppressive
activity of IL-10, which reduces proinflammatory responses of
theinnate and adaptive immune systems. In addition, elevated
levels of this cytokine are associated with chronic bacterial
and viral infections."® This suppression results in greater
resistance to the production of IFN-y, which may explain
the nonsignificant presence of this cytokine in the sample.

On the other hand, the exacerbated expression of IL-10
might be caused by antibody-dependent enhancement
(ADE), a cross-reaction in which exposure to a heterologous
serotype of the virus after a first infection promotes more
intense binding to the Fcy receptor during the second infec-
tion. This phenomenon is an intrinsic mechanism in which
contact with the receptor facilitates the entry of the virus and
activates intracellular signaling, which would potentiate the
severity of the disease."”
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TNF-ais also associated with progression to more severe
manifestations of dengue. It is animportant proinflammatory
cytokine that plays a role in the regulation of the immune
response in infectious, autoimmune and neurodegenerative
diseases. Within the context of the pathogenesis of dengue
and its consequent clinical presentation, TNF-a. causes fever,
increases vascular permeability and induces apoptosis in
endothelial cells,"? and is thus involved in the progression
of the associated inflammatory process that can progress
to significant hemodynamic instability, which is a worri-
some outcome in the clinical management of the patient.
In addition, this cytokine may also be associated with ADE
and related immunological phenomena since its production
is increased in this context.”

The increased production of TNF-a. and IL-10 in res-
ponse to individual antigen stimulation is coherent with
the positive correlations observed in the present study and
might be explained by the simultaneous elevation of these
cytokines during the acute phase of DENV infection, which
is characterized by higher production of IFN-y, TNF-a. and
IL-10.7® This higher cytokine expression is probably related
to multiple-cytokine-producing CD8* T lymphocytes, which
participate in this production in DENV infection and seem to
be more effective than mono-producing cells."® A positive
correlation between IL-10 and TNF-a. was observed in both
DNG-1ep and DNG-2ep patients.

Considering that the sample of this study included only
patients with classic dengue without warning or severe signs,
this result is consistent with the findings of Pereira et al."who
identified a higher frequency of multiple-cytokine-producing
CD8*T lymphocytes (TNF-a. and IL-10) in patients with mild
dengue when compared to patients with severe dengue or
warning signs. However, our study revealed no significant
difference in the production of IFN-y. This finding might be
due to factors related to cell collection and culture, as well
as to the sample.

Patients with a second episode of dengue are at higher
risk of developing hemorrhagic manifestations. From an
immunological point of view, tertiary or quaternary exposure
to heterologous serotypes tends to result in milder inflamma-
tory reactions when compared to secondary exposure; in
addition, these patients exhibit a stronger regulatory profile.
15 1n the case of secondary exposure, higher production of
cytokines such as IFN-y and TNF-a. is observed whose proin-
flammatory activity is highly associated with symptoms of
severe dengue."™ In our study, the “challenged” samples of

the DNG-1ep group exhibited higher production of IL-10 than
those of the DNG-2ep group. Since our population sample
had only classic dengue, the high expression of this regula-
tory cytokine and the lack of elevation of proinflammatory
cytokines in the assays may explain the clinical presentation
without warning signs.

Regarding the persistence of symptoms, higher produc-
tion of IFN-y in response to stimulation with DENV-1 was
identified in patients with persistent symptoms. Within this
context, Garcia et al.,"® investigating the association between
immune disorders and symptom persistence, suggested
that elevated levels of interleukins and interferon might
be associated with the production of acute-phase proteins,
which could be responsible for the persistence of symptoms.
Animportant association between high production of IFN-y
by DENV-specific T cells and mild clinical forms of dengue
has been reported in the literature, demonstrating a role
of this cytokine in the resistance to infection."® However,
dysregulation of cytokine levels may be associated with
the persistence of the reported symptoms. The most pre-
valent persistent symptoms were arthralgia, headache and
myalgia, which are compatible with the results of previous
studies, and could have socioeconomic repercussions for
the patients.("71®

As limitations, we highlight the size of the sample studied,
the exclusive inclusion of patients with previous classic den-
gue, and the impossibility to previously define which serotype
had caused the patients’ dengue conditions. Considering
this last aspect, we chose to perform cellular stimulation
using the four serotypes. The results found must therefore
be considered within this context.

CONCLUSION

In conclusion, the cytokines IFN-y, TNF-a. and IL-10 pro-
duced by PBMCs appear to actively participate in the orga-
nization of the immune response to new stimuli of DENV
infections. The coordinated effect of these cytokines can
potentially modulate the systemic response. Further studies
including patients with severe dengue are necessary to
determine whether these findings are related to the clinical
form of the disease.
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Abstract

Introduction: The Horto Disease/Temporal Arteritis, also known as Giant Cell Arteritis (GCA), is the most common vasculitis in the elderly population, with
an incidence peak around the seventh decade of life. The myriad of symptoms in the topography of superficial temporal artery are the most important
signs to its diagnosis. Case Report: We report the case of a 74-year-old female patient, with atypical symptomatology, which developed over weeks,
opening discussion for alternative differential diagnosis. As the patient’s visual status worsened, GCA was considered, and treatment was initiated.
Discussion: Temporal Arteritis is a chronic, systemic vasculitis, of large and medium-sized vessels, that affects the cranial branches of arteries originating
from the aortic arch, in individuals who are older than 50 years of age. Permanent visual loss occurs in 15 — 20% of patients with this pathology, making
prompt diagnosis essential.

Keywords: The Horto Disease; Temporal Arteritis; Giant Cell Arteritis.

Resumo

Introdugdo: A Doenca do Horto / Arterite Temporal, também conhecida como Arterite de Células Gigantes (ACG) é a vasculite mais comum na populacéo
idosa, com pico de incidéncia por volta da sétima década de vida. A miriade de sintomas na topografia da artéria temporal superficial sao os dados
mais importantes para o seu diagndstico. Relato do Caso: Relatamos o caso de uma paciente do sexo feminino, 74 anos, com sintomas atipicos, que se
desenvolveram ao longo de semanas, abrindo a discussao para alternativas diagnésticas diferenciais. A medida que o estado visual do paciente piorava,
a ACG foi considerada e o tratamento foi iniciado. Discussdo: A arterite temporal € uma vasculite cronica, sistémica, de grandes e médios vasos, que
acomete os ramos cranianos das artérias com origem no arco aértico, em individuos com mais de 50 anos. Estima-se que a perda visual permanente
ocorraem 15% a 20% dos pacientes com essa patologia, tornando o diagndstico imediato essencial.

Palavras-chave: Doenca de Horto; Arterite Temporal; Arterite de células gigantes.
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INTRODUCTION

Giant cell arteritis (GCA), also known as Horto disease or
Temporal Arteritis, has an incidence that grows proportiona-
tely with aging, being the most frequent form of vasculitis
in the elderly (incidence up to 200 cases / 100.000 people
olderthan 60 years)."” Nevertheless, it is extremely rare in the
population younger than 50 years of age.“® The incidence
varies widely, according to gender, ethnics, and geographic
region, being more common in women and in Asiatic patients
and countries. It is a chronic, systemic disease, that usually
affects the cranial vessels that originate from the aortic arch,
but can compromise medium and large caliber vessels.®

The clinical scenario is wide, and the signs and symptoms
are secondary to ischemia in the territory of the superficial
temporal artery (STA) or any of its branches. The presence
of the STA syndrome is highly suggestive of GCA, especially
in patients older than 60 years.® In the present report, the
authors describe one case of GCA with an atypical presentation.

CASE REPORT

We report the case of a 74-year-old female patient, with
history of systemic arterial hypertension, diabetes mellitus and

gastroesophageal reflux disease, who came to the emergency
room (ER) complaining about progressive visual loss, heada-
che and allodynia in the fronto-temporal region. The patient
was struggling with a hemicranial intense headache for about
3 months, accompanied by photophobia and nausea, which
were being treated as migraine. After starting treatment with
Topiramate 50mg, the symptoms improved, but over weeks
she developed recurrent episodes of visual loss, as well as
periorbital and eye pain, predominantly with eye movement.
After three days, the patient developed amaurosis in the right
eye, and was evaluated by her ophthalmologist, who diag-
nosed unilateral papilledema, suggestive of optic neuritis. A
couple of days later, the patient developed visual loss in the
contralateral eye, being referenced to the ER.

In the ER, the patient complained of allodynia in the
fronto-temporal region, associated with pain and swelling
in the temporal artery topography (Figure 1). She was also
complaining of pain in the temporo-mandibular articulation.
Neurological examination evidenced bilateral papilledema,
predominantly in her right eye, associated with decreased
photopupillary reflex. An MRl was performed, which did not
show any positive findings, as well as CSF analysis, although
laboratory tests evidenced an elevation in the erythrocyte
sedimentation rate, (> 100mm/hour).

a) Neurological examination evidencing swelling of the STA. b) Intra-operative analysis of the STA, evidencing normal segment of the biopsy sample. ¢) Intra-operative
analysis of the STA, evidencing abnormal segment of the hiopsy sample, with narrowing of the arterial light and inflammatory process.
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Treatment with intravenous 1g of Methylprednisolone
was administered for 3 days, but the patient did not show
any improvement in her visual loss. After three days of
treatment, the patient was submitted to STA biopsy, which

confirmed the diagnosis of GCA (Figure 2). After discharge,
the patient maintained treatment with Prednisone 60mg per
day, but, to the date, she did not show any improvement in
her visual deficit.

a) H&E stain, 50x, evidencing intense inflammatory process in the artery wall, and a near total occlusion of the vessel. b) H&E stain, 200x, highlighting the narrowing of
the artery light (white arrow). ¢) H&E stain, 200x, evidencing a granuloma with giant cells.

DISCUSSION

In general, patients with GCA present signs and symp-
toms secondary to ischemia in the vascular territory of STA.
Among those, headache, tenderness in the scalp and jaw
claudication are the most frequent and/or relevant. Temporal
headache is the most common symptom, and jaw claudi-
cation the most specific for GCA, sometimes accompanied
by trismus. The mandibular claudication occurs when there
is involvement of the facial artery. The occurrence of acute,
progressive, and severe visual loss is a characteristic signal
of GCA, appearing mainly after the other symptoms, as
described earlier. Classically, the visual loss is unilateral, but
it can compromise the other eyeball after a period of days
or weeks, and its occurrence depends on anterior ischemic
optic neuropathy, due to the inflammatory thrombosis of
the posterior branches of the ciliary arteries.®®

The diagnosis is essentially made through the clinical
scenario. A detailed evaluation of the clinical signs and

symptoms and elevated clinical suspicion are essential.
Laboratory findings are helpful, but they are unspecific,
and cannot be trusted as a definitive tool for the diagnosis
confirmation or exclusion.® Erythrocyte sedimentation rate
(ESR) and reactive C-protein are usually high, but variation in
both exams is wide and not specific.”) This feature evidence
the high value of outpatient follow-up. The American Col-
lege of Rheumatology (ACR) is developing clinical criteria
for diagnosis of GCA, although the sensibility of the scores
is only about 75%.“ More recently, a review made by the
ACR enhanced the sensibility of the criteria to 93% and the
specificity to 91,2%.® The criteria are: 50 or more years of age;
recent onset and localized headache (occipital or frontal hea-
dache can be caused by temporal artery arteritis); temporal
artery abnormalities; erythrocyte sedimentation rate (ESR) >
50 mm/hour; abnormal findings on temporal artery biopsy
(containing necrotizing arteritis or multinucleated giant
cells, for example)."'? If three or more criteria are present,
the patient can be diagnosed with GCA.

RBAC. 2022;54(3):318-321

320



Giant Cell Arteritis | Mesquita-Filho PM, Manzato LB, Varela DL, Rodrigues R, Padua WL, Martini LC, Martio AE, Berres TO

Nevertheless, STA biopsy for histopathological evaluation
remains the gold-standard for definitive diagnosis and should
be performed in every patient.”? There are two patterns of fin-
dings in the biopsy that define diagnosis: inflammation of the
vessel walls (active arteritis — thickening of adventitia, media
and intima, with preponderance of lymphocytes, macrophages
and giant cells) and post-inflammatory abnormalities (healed
arteritis — fibrosis of the vessel walls with disruption of the
internal elastic lamina). The presence of multinucleated giant
cells, which are a coalescence of macrophages, is very typical,
but is not absolutely necessary in the biopsy.”

Treatment of GCA aims to prevent progression of the
disease to visual loss, and, if present, to cause its remission.
Immunosuppressive therapy with steroids is the mainstay of
treatment. It can be performed through high-dose intravenous
steroids, or through continuous administration of smaller
doses, depending on the clinical scenario. The therapy must
be initiated immediately after the clinical diagnosis and should
not be delayed to after the biopsy of the STA is performed. The
corticosteroid of choice is Prednisone, with starting dosage of
40 -60mg orally in adults, increasing to as high as 100mg per
day.® Unfortunately, even considering the collateral effects
of prolonged steroid therapy, its efficacy is not that high. The
progression of the disease is not rare, even in patients receiving
optimized treatment. Special attention should be paid to the
risk of amaurosis that, although not frequent, is very morbid,
justifying the aggressive treatment."" In the present case,
the disease progressed slowly, with symptoms lasting for 3
months, and the diagnosis was suggested after development
of visual loss. The prognosis in those cases, opposite to the
optic neuritis, is poor, and since amaurosis is established, the
recovery of visual status rarely occurs.

CONCLUSION
GCA is a vasculitis that predominantly affects people

older than 50 years and can result in severe visual loss or even
amaurosis. It can also cause deterioration in other organs,

sinceitis a systemic disease. Aggressive treatment is necessary
to prevent decrease in visual status. There is still no definitive
pathological etiology. In that way, it is very important that
further research is performed, in order to understand the
disease and to improve the therapeutic methods.
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Resumo

Este estudo de caso referente a uma mulher de 37 anos com colo que apresenta caracteristicas normais e com dispositivo intrauterino (DIU). Foi realizada
uma colpocitologia através do método convencional e corada através da coloracéo Papanicolaou, cujas amostras foram reportadas como satisfatérias,
apresentando zona de transformacao. A nivel microscépio observaram-se agrupamentos bacterianos compativeis com Actinomyces, com centro denso e
prolongamentos na periferia dispersos de forma radial. Observaram-se também pseudo-hifas e esporos, compativeis com Candida spp. Simultaneamente,
foram observadas alteracoes reativas nas células, como halos perinucleares e anfofilia, e presenca de infiltrado inflamatério. Microscopicamente, existiam
campos de visualizagao em que se tornava mais dificil a distingao entre os dois microrganismos, o que exigiu uma observagao mais atenta de forma a
termos um diagnéstico diferencial, para uma posterior abordagem terapéutica em duas linhas distintas, ou seja, antifiingico e antibiético. Os achados
citologicos apresentaram caracteristicas que reforcam a importancia do diagndstico diferencial quando estao presentes infec¢cdes provocadas por
diferentes microrganismos, sendo que o resultado citoldgico foi negativo para lesao intraepitelial ou neoplasia maligna.

Palavras-chave: Actinomyces spp., Candida spp., Infeccao, Inflamacéo, Alteracdes Reativas, Negativo para Lesdo Intraepitelial.

Abstract

This case study belongs to a 37-year-old woman with a cervix that has normal characteristics and an intrauterine device (IUD). A colpocytology was
performed using the conventional method and stained using Papanicolaou stain, whose samples were reported as satisfactory, showing a transformation
zone. At the microscope level, bacterial clusters compatible with Actinomyces were observed, with a dense center and radially dispersed extensions on
the periphery. Pseudohyphae and spores were also observed, compatible with Candida spp. Simultaneously, the existence of reactive alterations in the
cells, such as perinuclear halos and amphophilia, and the presence of inflammatory infiltrate were observed. Microscopically, there were fields of view
in which it became more difficult to distinguish between the two microorganisms, requiring a more attentive observation in order to have a differential
diagnosis, for a later therapeutic approach that occurs in two distinct lines, that is, antifungal. and antibiotic. The cytological findings present characteristics
that reinforce the importance of the differential diagnosis in the case of infections caused by different microorganisms, and the cytological result was
negative for intraepithelial lesion or malignant neoplasia.

Keywords: Actinomyces spp., Candida spp., Infection, Inflammation, Reactive Changes, Negative for Intraepithelial Lesion.
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HISTORIA CLINICA

O presente caso clinico relata o caso de uma mulher de 37
anos, com dispositivo intrauterino (DIU), que na consulta de
ginecologia apresenta colposcopia normal, sendo a mesma,
por norma, caracterizada como mucosa lisa com coloragao
rosada a par de dreas avermelhadas sem caracteristicas sus-
peitas. Foi realizada citologia pelo método convencional e
corada através da coloragao Papanicolaou.”

ACHADOS CITOLOGICOS
Na observagcdo microscépica observou-se a zona de

transformacao, sendo reportada a amostra como satisfaté-
ria. Identificou-se presenca de infiltrado inflamatério com

Achados compativeis com Candida spp. num agrupamento de células pavimentosas
(coloragdo Papanicolaou Obj. 40x).

alteracdes reativas nas células, como halos perinucleares e
anfofilia, a par de elementos fungicos, como pesudo-hifas
(Figuras 1 e 2). Simultaneamente, em outros campos, foram
também encontrados agrupamentos bacterianos, com um
centro denso e prolongamentos na periferia dispersos de
forma radial (Figuras 3,4 e 5).

Na realizacdo do screening ao logo da lamina, nem
sempre foi facil distinguir estes dois microrganismos, visto
a ambiguidade dos achados encontrados, pois em alguns
campos visualizavam-se achados compativeis com cada
um dos microrganismos sobrepostos um ao outro, tal como
vemos nas Figuras 4 e 5. Nestes casos, foi necessaria uma
visualizacao mais atenta e rigorosa de forma a poder distin-
guir ambos os microrganismos, mediante a realizacdo de
diagnéstico diferencial.

-

Factimann

Achados compativeis com Candida spp. num agrupamento de células pavimentosas
(coloragao Papanicolaou Obj. 40x).

Achados compativeis com Actinomyces spp. num agrupamento de células
pavimentosas (coloracdo Papanicolaou Obj. 40x).

Achados compativeis com Candida spp. e Actinomyces spp. junto de um
agrupamento de células pavimentosas (coloracdo Papanicolaou Obj. 20x).
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Achados compativeis com Candida spp. e Actinomyces junto de um grupo de células
pavimentosas (coloracdo Papanicolaou Obj. 20x).

DISCUSSAO DO CASO CLIiNICO

De acordo com os aspectos encontrados, o resultado
citoldgico foi de aspectos reativos a inflamacao e infeccdo
por Candida spp. e Actinomyces spp.

Conforme o The Bethesda System for Reporting Cervical
Citology, a presenca de achados citolégicos compativeis com
Candidaspp. é definida por esporos de 3um a 7um e/ou pseu-
do-hifas, sendo que estas podem ser bastante longas, atin-
gindo varias células, coradas de tons eosinofilicos a um tom
castanho acinzentado, com a coloracao de Papanicolaou.*?
As pseudo-hifas sdo formadas a partir de extensées cito-
plasmaticas, nao apresentam divisdes completas, contudo
mostram constri¢des ao longo do seu comprimento, o que
indica a formacédo de novas células.>** Podem-se apresen-
tar de varias formas, e por vezes representam um efeito de
espinha de peixe ao atravessarem o nucleo de leucécitos e
dos grupos de células pavimentosas.®#

Descrito através do The Bethesda System for Reporting
Cervical Citology, a presenca de achados citolégicos compa-
tiveis com Actinomyces spp. caracteriza-se por agregados de
variadas dimensodes de organismos filamentosos, com disper-
sdo radial, sendo conhecidos por mimetizarem uma“bola de
algodao”>® Por vezes identificam-se massas de leucdcitos
aderentes as col6nias bacterianas do Actinomyces spp., sendo
também comum verificar-se uma resposta inflamatéria aguda.
@56 Novamente, é possivel visualizar estas caracteristicas nos
achados encontrados na realizacdo do screening da lamina.

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Existem inumeros diagndsticos diferenciais que podem
ser realizados quando encontrados achados possivelmente
compativeis com Candida spp., sendo alguns desses acha-
dos compativeis com Leptothrix vaginalis, pela distincao
das pseudo-hifas da Candida spp., por serem mais finas
e se encontrarem septadas, como é possivel visualizar na
Figura 6. Também se distingue de achados compativeis
com Actinomyces spp. devido a estes serem mais espessos
e normalmente formarem grupos com centro denso.32

Asfibras de algodao também podem ser confundidas com
achados compativeis com a Candida spp. devido ao formato
dasfibras, contudo podem ser distinguidas pelo teu tamanho
relativamente maior, assim como por se apresentarem num
plano de visualizacdo diferente®*® (Figura 7).

Os fios de muco, pela sua forma e prolongamentos, devem
ser distinguidos de achados compativeis com Candida spp. por
serem mais encurvados e se apresentarem mais dispersos que
as pseudo-hifas.?*® Estes podem ser também confundidos com
achados compativeis com Actinomyces spp., que se distinguem
por apresentarem prolongamentos mais densos, dispersos e
nao formarem grupos com centro denso®** (Figura 8).

A presenca de espermatozoides também pode ser fonte
de ambiguidade. Quando da presenca de esporos de Candida
spp., devem ser distinguidos pelo fato de os esporos serem
birrefringentes, e os espermatozoides, por norma, apresen-
tarem uma zona mais escura e outra mais clara®*® (Figura 9).

Leptothrix

Fonte: Case 138. Panel: Bacteria seenin vaginal smear preparations. Disponivel em: https://pathos223.com/en/case/
case138.htm (Visitado em 15/03/2022)
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Fibras de algoddo

Fonte: Walid E. Khalbuss e Marilee Means Gynecological and Breast Cytopathology Board Review and Self-
Assessment, 2013.

Espermatozoides

Fonte: Citopatologia General: Cont s. Disponivel em: https://citopatologiageneral.wordpress.com/

contaminantes/contaminantes-22/ (Visitado em 15/03/2022)

Segundo a literatura, a presenca de lubrificante tam-
bém pode ser um achado que influencia a identificacdo de
Actinomyces spp., em alguns casos, sendo a auséncia dos
prolongamentos bacterianos um achado a ser considerado
neste pitfall®” (Figura 10).

E ainda referida a presenca de lactobacilos (bacilos de
Ddéderlein) como possivel pitfall de Actinomyces spp., por estes
se apresentarem mais finos e de tamanho menor, sendo que
quando sdo observaveis agregados devemos diferenciar
pelos lactobacilos isolados e a auséncia de prolongamen-
tos®” (Figura 11).

Fios de muco

Fonte: Case 138. Panel: Bacteria seen in vaginal smear preparations. Disponivel em: https://pathos223.com/en/
case/case138.htm (Visitado em 15/03/2022)

No que diz respeito a outro pitfall, a presenca de vaginose
bacteriana deve ser diferenciada de achados de Actinomyces
spp., dado a auséncia de prolongamentos ou de um centro
denso, que formam as tipicas”bolas de algodao”?” (Figura 12).

As alteragdes reativas associadas a inflamagdo foram
relatadas tendo por base a presenca de microrganismos e
0 aumento nuclear com grau varidvel, mas com contornos
nucleares suaves, redondos e uniformes; concomitantemente,
0s nucleos apresentavam-se vesiculares e hipocromaticos.
35 Nestas alteracoes citomorfoldgicas, podemos também ter
alguns campos com limites citoplasmaticos bem definidos,
em que o citoplasma pode mostrar policromasia, vacuolizacao
ou halos perinucleares, mas sem espessamento periférico.? E
de notar que na presenca de alteragdes reativas, as mesmas
podem seracompanhadas da presenca de infiltrado inflama-
torio, ou seja, da presenca de polimofornucleares e eritrdcitos,
como observado na avaliagdo do screening da lamina.?

As alteragdes reativas causadas pela presenca de micror-
ganismos podem também fazer diagnéstico diferencial com
achados citomorfoldgicos de células pavimentosas atipicas
de significado indeterminado (ASC-US), sendo que nesta
categoria esta presente um aumento nuclear consideravel,
hipercromasia, um halo perinuclear mais marcado e auséncia
de eosinofilia®*® (Figura 13).

No decorrer do screening deste caso, nem sempre foi
facil distinguir ambos os microrganismos em alguns campos
conforme anteriormente mencionado, tornando-se assim
fundamental uma apreciacao descritiva das caracteristicas,
que se encontra descrita na Tabela 1.?
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Lubrificante Lactobacilos
Fonte: Walid E. Khalbuss e Marilee Means Gynecological and Breast Cytopathology Board Review and Self- Fonte: Ritu Nayar; David C. Wilbur; The Bethesda System for Reporting Cervical Cytology, 2015.

Assessment, 2013.

3

‘ " R LR
 Figura 12 Figura 13
Vaginose Bacteriana ASC-US
Fonte: Ritu Nayar; David C. Wilbur; The Bethesda System for Reporting Cervical Cytology, 2015. Fonte: Ritu Nayar; David C. Wilbur; The Bethesda System for Reporting Cervical Cytology, 2015.
Pitfalls entre Candida spp. e Actinomyces
Candida spp. Actinomyces spp.
Pseudo-hifas hialinas Prolongamentos arroxeados
Pseudo-hifas septadas como uma “cana de bambu” Prolongamentos formados por cocos
Efeito shish-kabob com células intermediérias Agrupamentos com centro denso e “fios” na periferia
Distribuicdo variada de hifas e esporos Distribuicdo radial
Esporos tém tamanho maior que os cocos Cocos; Tamanho menor
Fundo eosinofilico reesultante de inflamagdo Fundo bacteriano
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O diagnéstico diferencial revela-se fulcral quando da
avaliacéo citologica, pois traz maior seguranca ao diagndstico
e, consequentemente, a abordagem terapéutica.

Aimportancia do diagnéstico diferencial se da na situacao
de se realizar um relatério citolégico de forma mais fidedigna,
minimizando as consequéncias para a mulher, que se for
somente relatada com uma situacao de Candida spp. poderia
vira desenvolver infeccdes mais prolongadas por Actinomyces
spp., as quais levariam a estados clinicos como actinomicose
pélvica, cujo tratamento também é mais moroso/prologado.
19 por outro lado, a identificacdo do Actinomyces spp. sem a
descricao de achados compativeis com Candida spp., apesar
de esta ser mais facilmente tratada e sem consequéncias a
longo prazo, podera resultar em infeccdes prolongadas que, em
situacdes extremas, podem levar a candidiase invasiva, espe-
cialmente em pacientes imunodeprimidos, que também pode
ser uma das consequéncias da indicagao de antibioticos.""

O relatério citolégico também é relevante quando se
avalia a abordagem terapéutica pelo fato de terem sido
encontrados achados citolégicos compativeis com dois
microrganismos de natureza distinta, fungos e bactérias, o
que significa uma abordagem terapéutica diferente.>

Como forma terapéutica para estas duas infeccoes,
estd indicada a aplicacdo de clotrimazol e de nistatina na
area afetada; a indicagao do antifungico fluconazol por via
oral,' para o caso da infeccao por Candida spp.; e peni-
cilina ou tetraciclina durante pelo menos dois meses, com
a remocao do DIU, para infeccdes por Actinomyces spp..
19 Nos casos em que a infeccao se prolonga ou agrava,
pode ser necessdria a remocao dos ovarios, das trompas
de falépio e do utero.*'® A opcao por uma terapéutica
bastante mais invasiva deve-se ao fato de as infecdes por
este microrganismo poderem levar a formacgédo de abcessos,
envolvendo a drenagem dos mesmos com realizacdo de
uma tomografia computorizada.’'%

AGRADECIMENTOS

Agradecemos ao Anatomik Pinhal Novo nao sé pela
disponibilizacdo do laboratério, mas também pelo apoio
durante o periodo de estagio que proporcionou a realizacdo
deste caso clinico.

REFERENCIAS

1. Smith B, Gia-Khanh N. Essentials of Pap Smear and Breast Cytology
(2012).

2. Nayar R, Wilbur DC.The Bethesda System for Reporting Cervical Cytology,
2015.

3. Khalbus W, Means M. Gynecological and Breast Cytopathology Board
Review and Self-Assessment (2013).

4. Naglik J, Moyes D, et al. Candida albicans interactions with epithelial
cells and mucosal immunity (2012).

5. Bush LM. Actinomicose, Charles E. Schmidt College of Medicine, Florida
Atlantic University (2019) Manuais MSD edi¢éo para profissionais. Recuperado
no dia 23 de Dezembro de 2020, a partir de https://www.msdmanuals.com/
pt/casa/infec%C3%A7%C3%B5es/infec%C3%A7%C3%B5es-bacterianas-
bact%C3%A9rias-anaer%C3%B3bias/actinomicose.

6. Wick MR, Scott MA. Pathology of selected infectious diseases. In:
Silverberg’s Principles and Practice of Surgical Pathology and
Cytopathology [Internet]. Cambridge University Press; 2015. p. 85-
183. Disponivel em: https://www.cambridge.org/core/product/
identifier/9781139137201%23c02283-3-0/type/book_part

7. Gynaecology Guidelines Committee: Guidelines on the Management
of Actinomyces — Like Organisms (Alos) on Smears in Patients with
Intra-Uterine Devices (2018).

8. ZhuW, Filler SG. Interactions of Candida albicans with epithelial cells. Cell
Microbiol, 2010.

9. MyintS.Textbook of pediatric infectious diseases (5th edition). J Infect
[Internet]. 2005 Jan;50(1):89. Disponivel em: https://linkinghub.elsevier.
com/retrieve/pii/S0163445304001306

. FerryT,ValourF,Karsenty J, Breton P, Gleizal A, Braun E, et al. Actinomycosis:
etiology, clinical features, diagnosis, treatment, and management.
Infect Drug Resist [Internet]. 2014 Jul;183. Disponivel em: http://www.
dovepress.com/actinomycosis-etiology-clinical-features-diagnosis-
treatment-and-manag-peer-reviewed-article-IDR

. ReyankarSG.Candidiase, Manuais MSD edicao para profissionais.Recuperado
em Dezembro 17 de 2020, a partir de: <https://www.msdmanuals.
com/pt/casa/infec%C3%A7%C3%B5es/infec%C3%A7%C3%B5es-
f%C3%BAngicas/candid%C3%ADase?query=candidiase>.

RBAC. 2022,54(3):322-327

327



CARTA AO EDITOR/LETTER TO EDITOR

Qual a razao para ainda usarmos mascaras?

Why do we still wear masks?

Joseli Maria da Rocha Nogueira’

' Fundacdo Oswaldo Cruz, Departamento de Ciéncias Bioldgicas - ENSP. Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

Prezado Editor,

Durante a Pandemia atual, o uso das mascaras como EPI
tem sido recomendado por varios érgdos internacionais da
area da saude.

Todavia observa-se que a populacdo nao tem aderido
adequadamente a essa utilizacdo.

Mesmo em grupos ligados a drea da satide, muitas pes-
soas nao conseguem entender a razao da utilizagao, acredi-
tando que serviriam somente para autoprotecdo e, como ja
estao vacinadas, a doenca apenas induziria sintomas gripais
de diferentes intensidades, sempre com resolucdo benigna,
esquecendo que imunossuprimidos, doentes crénicos e
criangas ndo vacinadas, continuam expostos.

Devemos considerar que estamos lidando com um virus
que, s6 no Brasil, contaminou cerca de 34 milhdes de pessoas,
matando aproximadamente 680.000 até hoje e que possui
RNA como codificante genético, aumentando consideravel-
mente sua taxa de mutacéo e producdo de novas variantes,
que podem ou ndo responder as vacinas ja desenvolvidas.

Outro ponto a ser observado é que esses virus somente
produzem novas variantes se estiverem circulando na popu-
lacao, fato facilitado pelas aglomeracdes e liberacdo e/ou
relutancia em utilizar mascaras.

Correspondéncia
Joseli Maria da Rocha Nogueira
E-mail: joseli@ensp.fiocruz.br

Nos ultimos meses observou-se um novo aumento de
casos e internagdes por Covid-19, aliado a baixa cobertura
vacinal, pois além de nao termos ainda autorizacao para vaci-
nacdo na primeira infancia, também identifica-se a relutancia
na vacinacado em outras faixas etdrias. Segundo o Ministério
da Saude, a cobertura da terceira dose no Brasil, ndo chegou
a 50% dos adultos até meados de maio. Sendo ainda menor
(30%) entre jovens de 18 a 24 anos. Outra preocupacao é em
relacdo a quarta dose dos idosos: A faixa etdria com maior
cobertura (17%) é dos maiores de 80 anos, e a menor (3,4%)
entre 60 e 64 anos.

A falta do reforco, deixa as pessoas mais expostas. Estu-
dos sugerem boa protecao vacinal somente por 5 meses,
necessitando de reforcos intermitentes.

Considerando esses dados paralelamente com a neces-
sidade da utilizacdo de mascaras, devemos avaliar que tipos
seriam ideais para o uso da populacao. Este EPI feito de pano,
apesar de menos custoso, nao é tao eficaz e arecomendacao
da OMS é que tenha trés camadas de tecido, a exterior resis-
tente a 4gua; a intermedidria sintética ou de algodao para
atuar comofiltro, e ainterior absorvente a agua. As mascaras
cirdrgicas sdo descartdveis, portanto pouco econémicas,
apesar de filtrar particulas menores que outros tecidos. A
N-95 é um dos tipos mais seguros, oferecendo cinco camadas
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de protecao que se encaixam no rosto vedando todas as
extremidades do nariz, bochecha e queixo, mas possui custo
maior. Ultimamente, a PFF2 com clipe nasal e elastico atras
da cabeca, tem sido recomendada, pois oferece alta protecao
(compativel a N95) por um valor menor.

Portando reforcamos a necessidade de campanhas para
a manutencdo do uso de mascaras de forma adequada,
tampando tanto a boca quanto o nariz, tanto em locais
fechados como abertos, ja que a disseminacao dos virus
mesmo que a principio possa ndo levar ao 6bito, contribui
para o avanco da sua variabilidade, aumentando também
a chance de que as vacinas atuais tornem-se ineficientes
para protecao.
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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
nov. 12-16; Recife, Brasil. Recife: Sociedade Brasileira de Micologia; 2007. p. 314.

Orgaos/ Instituicbes:

Um autor corporativo: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).
Manual de diagnéstico e tratamento de doencas falciformes. Brasilia: Ministério
da Saude; 2002.

Mais de um autor corporativo: Fundacao Oswaldo Cruz; Fundacédo Carlos Chagas
de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro. Relatério de atividades: 2006.
Rio de Janeiro: Fiocruz; 2007.

Referéncias Legislativas:

Leis: Brasil. Lei no. 8.080 de 19 de setembro de 1990. Dispde sobre as condi¢des
para a promogao, protecéo e recuperacdo da saude, a organizagéo e o funciona-
mento dos servigos correspondentes e da outras providéncias. Didrio Oficial da
Unido 20 set 1990; secdo 1.

Decretos: Brasil. Decreto no. 7.580, de 28 de junho de 2011. Regulamenta a
Lei n° 8.080, de 19 de setembro de 1990, para dispor sobre a organizacdo do
Sistema Unico de Saude - SUS, o planejamento da salde, a assisténcia a sadde
e a articulacédo interfederativa, e da outras providéncias. Didrio Oficial da Unido
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