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EDITORIAL/EDITORIAL

Historia do Laboratorio Clinico - Parte |
Clinical Laboratory History - Part |

Paulo Murillo Neufeld, PhD | Editor Emérito da RBAC

A histéria do cuidado entre humanos é tao antiga quanto a existéncia da prépria
humanidade. Desde os primeiros tempos, os seres humanos se preocupavam em res-
tabelecer a satide uns dos outros. Ter saude era fundamental para a sobrevivéncia da
coletividade no que tangia, principalmente, a seguranca do grupo e a busca por alimentos.

Nas praticas curativas primitivas, ndao havia nenhum conhecimento légico e
tais praticas eram puramente instintivas, consistindo em sopros, lambidas, apertos,
passagem de mao, abracos, ajuda para locomoc¢édo e companhia, banhos e ingestao
de dgua, mastigacao de folhas e ervas, entre outras formas espontaneas de alivio de
dores e ferimentos.

Com o processo de hominizacdo e aculturacao, as praticas de cuidado foram tam-
bém evoluindo, passando pela fase sacerdotal, pelo empirismo filoséfico, e pelas fases
monastica, pés-monastica e contemporanea. Dessa evolucao, foi surgindo, ao mesmo
tempo, a necessidade de se pesquisar as causas dos fendmenos de adoecimento.
Somente a partir do momento em que o homem sente necessidade de compreender
as origens dos agravos tem inicio, entao, a histéria do laboratério clinico.

Importa mencionar que os arcaicos diagnésticos da época antiga eram baseados no
que os médicos de entdo podiam observar com seus olhos, ouvidos e narizes, incluindo,
eventualmente, nesse caso, sem nenhum processamento prévio, o exame daqueles
espécimens clinicos que podiam ser obtidos dos pacientes de forma facil e natural.
Desse modo, como os antigos gregos consideravam que todas as doencas decorriam
de disturbios dos fluidos corporais ou humores (sangue, catarro/ fleuma, bile amarela
e bile negra), um dos primeiros espécimens estudados clinicamente foi a urina.

Relativamente as praticas primitivas, na Mesopotamia e no antigo Egito os médicos
realizavam diagndsticos e recomendavam tratamentos, principalmente com base na
observacdo de sinais e sintomas clinicos. Assim, de forma rotineira, eram realizadas
palpacbes e auscultagdes nos enfermos. Empregando essas técnicas semioldgicas,
aqueles médicos da antiguidade foram capazes, inclusive, de descrever disfungoes
digestivas, cardiacas, circulatérias, hepatoesplénicas e menstruais. Com base em achados
arqueoldgicos, datados de 4.000 aC, sabe-se que os médicos babilonicos e sumérios
registravam as avaliagdes de urina em tabletes de argila. Os primeiros estudos de urina
feitos por médicos egipcios eram também documentados em antigos pergaminhos.

Um método de diagndstico igualmente utilizado por médicos da antiguidade, para
o estabelecimento de estratégias de tratamento, incluia a adivinhacdo, por meio de
sacrificio-ritual de animais e posterior andlise de suas visceras, para prever a evolucao do
quadro clinico dos pacientes. Normalmente, uma ovelha era imolada diante da estatua
da divindade a qual o sacerdote solicitava a intersecao.

Recebido em 01/06/2023 | Aprovado em 01/06/2023 | DOI: 10.21877/2448-3877.202300123
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Histéria do Laboratério Clinico - Parte | | Neufeld PM

Ao longo do tempo, o exame mistico de visceras de animais foi perdendo impor-
tancia e os médicos passaram a examinar espécimens humanos. Como mencionado
anteriormente, dentre os espécimens clinicos, a urina, sem duvida alguma, foi o primeiro
material bioldgico a ser utilizado com fins de diagnostico. Uma técnica realizada por
médicos hindus da antiguidade (300-100 aC), empregando a urina coletada de pacientes,
era o chamado derramamento, em que esses espécimens eram vertidos diretamente
no chéo e, desse modo, se podia observar a sua capacidade de atrair, ou nao, insetos.
Se os insetos fossem atraidos, era indicio para diagnéstico de “furunculose”

Por volta de 300 aC, Hipdcrates (460-370 aC) estabeleceu um protocolo de diag-
nostico que incluia provar a urina, auscultar os pulmaoes e observar a cor da pele. Esse
médico relacionou também o aparecimento de bolhas na superficie dos espécimens de
urina com doencas renais e doencas cronicas. Sedimentos, sangue e pus encontrados
na urina foram igualmente associados por Hipdcrates a alguns tipos de doenca.

Num periodo posterior, cerca de 180 dC, Claudio Galeno (131-201 dC) criou também
um sistema de patologias que combinava as Teorias Humorais de Hipdcrates com a Teoria
Pitagdrica, sustentando que os quatro elementos (terra, ar, fogo e agua) correspondiam
avarias combinacdes das caracteristicas fisioldgicas de seco, frio, quente e Umido. Essas
combinagdes representavam aproximadamente os quatro humores do corpo humano:
quente + Umido = sangue; quente + seco = bile amarela; frio + Umido = catarro/ fleuma;
e frio + seco =bile negra. Ele também descreveu o diabetes como uma“diarreia de urina”
e observou a relagao normal entre a ingesta de liquidos e o volume de urina.

Eimportante reiterar que, efetivamente, a primeira“prova diagnéstica’, empregando
espécimens clinicos, desenvolvida com o objetivo de se proceder avaliacdes in vitro sobre
o estado de saude dos pacientes, foi o teste de urina, representado, principalmente,
pela uroscopia. Como os médicos do passado ndo podiam realizar procedimentos
invasivos, os fluidos corporais, mais acessiveis no que se referia a sua coleta, foram os
mais estudados durante todo o periodo antigo.
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ARTIGO DE REVISAO/REVIEW ARTICLE

Aplicacao clinica e laboratorial do teste da mistura nainvestigacao
de prolongamentos nos exames de hemostasia

Clinical and laboratory application of the mixing test in the investigation of prolonged
hemostasis testing

Larissa Aparecida Vieira', Cesar Augusto Leite?, Samuel Ricardo Comar?
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Resumo

O teste da mistura (TM) é realizado para elucidar as possiveis causas de prolongamentos dos principais testes de triagem em hemostasia (TTH): tempo
de tromboplastina parcial ativada (TTPa), tempo de protrombina (TP) e tempo de trombina (TT). Dentre as causas, as principais sao deficiéncia de
fatores de coagulagéo e presenca de inibidores especificos e inespecificos contra os fatores de coagulagao. Nos TM, normalmente é adicionado pool de
plasmas normais ao plasma do paciente na proporcao 50%/50% (v/v), a fim de suprir eventuais deficiéncias de fatores de coagulacao. Teoricamente,
quando ocorre correcao do prolongamento do TTH, observa-se deficiéncia de fatores de coagulacao; em caso de ndo correcao, observa-se presenca de
inibidores. O objetivo deste trabalho foi compilar as informacées a respeito do uso dos TM no laboratdrio de hemostasia de modo a auxiliar nas tomadas
de decisao. A metodologia utilizada foi pesquisa bibliogréfica retrospectiva. Foram elaborados cinco fluxogramas que apresentaram as sequéncias de
passos recomendados para elucidar, por meio dos TM, as vérias possibilidades de alteracdes nos resultados dos TTH. Os TM, quando tecnicamente bem
executados, sao Uteis na investigacdo de prolongamentos dos TTH e o laboratério tem papel fundamental em estabelecer critérios confiaveis para uma
correta execucao e interpretacao dos resultados.

Palavras-chaves: Hemostasia; Testes de Coagulacdo Sanguinea; Tempo de Protrombina; Tempo de Tromboplastina Parcial

Abstract

The mixing test (MT) is performed to elucidate the possible causes of prolongations of the main coagulation screening tests (CST), (activated partial
thromboplastin time (APTT), prothrombin time (PT) and thrombin time (TT)). The main causes are clotting factors deficiency and the presence of
specific and non-specific clotting factor inhibitors. In MT, a pool of normal plasmas is normally added to the patients plasma in a 50%/50% (v/v) ratio,
in order to supply eventual clotting factor deficiencies. Theoretically, when correction of CST prolongation occurs, there is a clotting factor deficiency
and, in the absence of correction, the presence of inhibitors is observed. This work aimed to compile information about the use of MT in the hemostasis
laboratory in order to assist in decision making. The methodology used was retrospective bibliographic research. Five flowcharts were elaborated that
presented the sequences of steps recommended to elucidate, through the TM, the various possibilities of alterations in CST results. MT, when technically
well performed, are very useful in the investigation of CST prolongations and the laboratory has a fundamental role in establishing reliable criteria for a
correct execution and interpretation of results.

Keywords: Hemostasis; Blood Coagulation; Prothrombin Time; Partial Thromboplastin Time

Correspondéncia
Samuel Ricardo Comar
E-mail: srcomar@ufpr.br
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INTRODUCAO

A hemostasia é um complexo e intrincado processo
que impede, em tempo habil, o surgimento demasiado de
sangramentos e a formacao excessiva de coagulos quando
uma lesao vascular ocorre. Seu principal objetivo é selar a area
lesionada enquanto ocorre aregeneracao dos tecidos e vasos
sanguineos adjacentes. Para isso, requer a acdo combinada
de vasos, plaquetas e fatores plasmaticos da coagulacéo, os
quais atuam por meio de trés fases intimamente ligadas: (a)
hemostasia primaria (vasoconstricdo breve e intensa dos vasos
sanguineos e formacao de um tampao plaquetario via intera-
cao entre plaquetas, fator de von Willebrand (FvW) e fatores
teciduais para inicialmente interromper o sangramento); (b)
hemostasia secundaria (coagulagao do sangue por meio da
formacdo de uma malha de fibrina polimerizada que age
como uma cola para estabilizar e manter o codgulo unido);
e (c) hemostasia terciaria (fibrindlise do coagulo de fibrina a
medida que a cicatrizagao e reparo se iniciam no ferimento).?

Os testes de triagem em hemostasia mais utilizados
para a avaliacdo da hemostasia secundéria sao o tempo
de protrombina (TP), o tempo de tromboplastina parcial
ativada (TTPa) e o tempo de trombina (TT). Na perspectiva
laboratorial, resultados de TP, TTPa e TT inesperadamente
prolongados devem ser investigados por meio da utilizacdo
do teste da mistura (TM), o qual consiste, normalmente, na
realizacao do respectivo teste de triagem ap6s a mistura do
plasma do paciente com um pool de plasmas normais (PPN)
na proporcao de 1:1.%) Nesse sentido, este trabalho teve
como objetivo atualizar o estado da arte a respeito do uso
do TM em direcionar e elucidar as alteracdes hemostaticas,
assim como seus beneficios para o laboratério e os clinicos.

MATERIAIS E METODOS

A metodologia de pesquisa utilizada foi revisao biblio-
gréfica narrativa, e as bases de dados utilizadas foram: Pub-
Med, LILACS, BVS, SciELO, Science Direct e Portal da Capes.
Também foram incluidos materiais disponiveis de forma fisica
em bibliotecas e acervos. A busca foi realizada utilizando os

”u,

seguintes termos “mixing test’, “activated partial thromboplas-

e

tin time’] “prothrombin time’; “lupus anticoagulant’, “thrombin

" " u,

time’, “anti-Xa’, “heparin test’, “pool plasma normal’, “fator defi-
ciency’; “acquired factor deficiency’, “clotting assay’; “coagulation
cascade’; "hemostasis assays’, “fibrinogen’, “factor Il “factor V',
“factor VII". “factor VIII” “factor IX” “factor X" “factor XI" “factor

XII “disseminated intravascular coagulation’; “Von Willebrand

factor”. Foram incluidos artigos e documentos escritos em
portugués e inglés, considerados relevantes sobre o tema.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Testes de triagem no laboratério de hemostasia

OTP érealizado utilizando tromboplastina calcica com-
pleta, que mimetiza a acao do fator tecidual (FT), levando a
ativacao da coagulagao por meio da via extrinseca, princi-
pal via que o TP avalia, além da via comum da coagulacao.
Cabe ressaltar que, em razdo da variedade de preparados
de tromboplastina disponiveis comercialmente, torna-se
necessaria a padronizacao dos resultados de TP a fim de
possibilitar comparacdes interlaboratoriais. Nesse sentido,
os fabricantes de tromboplastinas submetem seus produtos
a uma comparagao com tromboplastinas internacionais de
referéncia, como as do Laboratério Internacional de Produtos
Bioldgicos da OMS para obtencao do indice de sensibilidade
internacional (ISI) da tromboplastina comercial. Com o ISI é
possivel calcular arelagdo normalizada internacional (RNI), que
é o parametro que torna possivel a comparagao de resultados
entre diferentes laboratorios, com diferentes tromboplasti-
nas. O RNI é especialmente Util no controle da terapia com
anticoagulantes orais antagonistas da vitamina K (AVK).G”

Ja para a realizacdo do TTPa, a tromboplastina parcial
(denominada parcial pois ndo contém fator tecidual como
na tromboplastina completa do TP) é utilizada como fonte de
fosfolipidios que substitui as plaquetas ativadas nas reacoes.
Também sao adicionados ativadores da coagulagdo como
0 acido eldgico, a silica micronizada, a celite e o caulim, os
quais auxiliam efetuando ativacdo maxima da coagulacao,
eliminando os efeitos varidveis do contato do sangue com
as superficies de vidro ou plastico dos tubos de coleta. O
TTPa é utilizado principalmente como teste de triagem para
aavaliacdo da via intrinseca da coagulacdo, mas também da
viacomum e os seus resultados sao liberados em segundos e,
assim como no TP, devem ser comparados ao valor do PPN.“®

O TT mede o tempo de coagulacdo do plasma apds a
adicdo de trombina, avaliando, desta forma, a via final da
cascata da coagulacao, sendo util como teste de triagem
para deficiéncias de fibrinogénio e inibidores de trombina.®®

Fundamentos dos testes da mistura

Na perspectiva laboratorial, resultados de TP, TTPa e TT
inesperadamente prolongados devem ser investigados por
meio da utilizacdo do TM. O TM consiste, normalmente, na
realizacdo do teste de triagem ap6s a mistura do plasma do

RBAC. 2023:55(1):6-23
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paciente com o PPN na proporcdo de 1:1. O PPN contém
todos os fatores de coagulacdo (FC) com atividade préxima
a 100% do normal, resultando em uma mistura contendo
um nivel pelo menos = 50% de tais FC, promovendo assim,
teoricamente, a correcao dos valores de TP e/ou TTPa nas
deficiéncias de FC e a ndo correcao na presenca de diferentes
tipos de inibidores de fatores de coagulacéo (IFC) no plasma
do paciente (Figura 1).612

OsTM apresentam limitagoes e geralmente nao sao Uteis
como parte do acompanhamento de um efeito conhecido
decorrente de terapia anticoagulante, exceto para diferenciar
a terapia com antagonistas da vitamina K (correcdo no TM)
da terapia com outros anticoagulantes (TM normalmente
nao corrige no caso de inibidores diretos da trombina ou
heparina, a menos que a mistura traga o nivel de heparina
dentro da capacidade de neutralizacdo de um reagente
em particular).'13

Preparo do pool de plasmas normais

O preparo adequado do PPN é fundamental para a
interpretacao dos TM e deve seguir as recomendacdes da
International Society on Thrombosis and Haemostasis (ISTH),
do British Committee for Standards in Haematology (BCSH) ou
do Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI). A ISTH,
por exemplo, recomenda que sejam utilizadas pelo menos 40
amostras de individuos normais colhidas em tubo contendo
citrato de sédio 3,2% e que a centrifugacdo seja realizada
duas vezes para assegurar um residual minimo de plaquetas

TESTES DE MISTURA

N

Mistura 1:1
50%:50% - volumelvolume

¥

Fazer TP elou TTPa da mistura,

conforme o caso
Comuy N&o corigiu
Presenga de inibidor de

Deficiéncia de fator da "
‘coagulagio fator da coagulagio

Plasma do

Pool de plasmas
paciente

normais

Execugdo dos testes de mistura

Notas: (i) os testes de triagem em hemostasia podem ser prolongados em razao da deficiéncia de fatores de coagulagdo
ou presenca de uminibidor da atividade normal de um fator de coagulagdo. (ii) os testes coagulométricos geralmente
necessitam de uma atividade dos fatores de coagulacdo de 50% do normal para que o teste obtenha resultados
normais. (iii) o grau de prolongamento de um TP ou TTPa depende do grau da deficiéncia de um determinado fator de
coagulagdo, da forca do inibidor de fator de coagulagdo e da sensibilidade dos reagentes a deficiéncia ou efeito inibidor.

inferior a 107 x mL" (10.000/uL) e um PPN com atividade
dos FC préximas a 100%. Apds o preparo in house do PPN,
deve-se aliquota-lo em pequenas quantidades (geralmente
TmL por tubo) e armazena-lo preferencialmente a -70°C
por até 6 meses. E aceitavel o armazenamento a -40°C por
3 meses e a -20°C por 2 semanas. Plasma normal liofilizado
(comercial) também pode ser utilizado como PPN, contudo
a vantagem de se preparar o proprio PPN consiste no fato
de que este é mais representativo da populacao atendida
pelo laboratério. Para a utilizagao nos TM, o PPN previamente
preparado e congelado deve ser descongelado na tempe-
ratura de 37°C durante, no maximo, 5 minutos, devendo
permanecer tampado para evitar evaporacao. Intervalos de
descongelamento maiores podem levar a inativagao de FC
e prejudicar a eficiéncia do PPN.V820

Interpretacdo da “correcao” e da “ndo correcao” dos
testes da mistura

A fim de confirmar se houve ou nédo correcao do teste de
triagem apds a mistura com PPN, é fundamental uma correta
e adequada interpretacao dos resultados dosTM, a qual pode
ser realizada de vérias maneiras, sem que ainda haja consenso
sobre qual delas é a melhor. Desta forma, cabe aos labora-
torios escolherem e padronizarem a forma mais apropriada
para a interpretacao dos resultados dos TM.®&1"15 Nenhuma
abordagem de interpretacdo dos TM é 100% sensivel e espe-
cifica para distinguir deficiéncias ou inibidores de fatores de
coagulacao. E comum situacdes em que hé sobreposicdo dos
resultados dos TM de amostras com deficiéncia de fator versus
inibidores, independentemente do método de interpretagao
utilizado.®"¥ As formas de interpretacao da correcao para
0s TM estdo resumidas no Quadro 1.

Existem variagbes da técnica padrao de realizar os TM
(mistura 1:1) como, por exemplo, utilizar mistura 4:1 com
quatro partes de plasma do paciente para uma parte de
PPN a fim de diminuir a interferéncia da diluicao dos fatores
de coagulacao do paciente nos testes. A realizacdo de uma
etapa de incubacao a 37°C durante 2 horas ajuda a verificar
apresenca de inibidores tempo e temperatura dependentes,
como o caso dos inibidores do FVIII. Os TM estao sujeitos a
variaveis pré-analiticas, analiticas e pds-analiticas. As pré-
-analiticas sao puncao; tipo de tubo de coleta; volume de
amostra; ajuste da quantidade de citrato para hematécritos
elevados (>55%); transporte; centrifugacdo; presenca de
medicamentos anticoagulantes; substancias que se ligam a
fosfolipidios in vitro e prolongam o TTPa, como anticorpos
antilipicos e antibidticos como oritavancina; presenca de
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microcoagulos; hemolise; ictericia; lipemia; eficiéncia do PPN
apos seu preparo, a qual, idealmente, deve ser verificada em
relagdo a normalidade dos tempos e atividades dos principais
fatores de coagulacao. As analiticas sao sensibilidade dos
reagentes aos fatores de coagulacao; erros de diluicdo dos

Métodos de interpretacdo do Teste da Mistura

reagentes; tipo de analisador; erros de calibracdo; uso de dife-
rentes lotes de PPN na mesma corrida. As pés-analiticas sdo
realizar corretamente os calculos e interpretacdes e reportar
corretamente os resultados. Reconhecer e minimizar essas
variaveis aumenta a confiabilidade dos resultados.®#1-17)

METODOS

FORMA DE INTERPRETACAQ

Utilizando o TC da mistura 1:1 (P/PPN)

Verificar se 0 TC da mistura 1:1 estd acima do valor de
referéncia estabelecido internamente para o TC do teste de
triagem correspondente

Verificar se 0 TC da mistura 1:1 ultrapassa o valor
estabelecido pela média dos valores obtidos de plasma
normal 2 ou 3 DP

Correcdo quando o TC da mistura estd dentro dos valores de
referéncia

Nao correcao quando o TC da mistura estd acima dos valores
de referéncia

Utilizando o TC da mistura 1:1 (P/PPN) e 0 TC do PPN

(alcular relacao entre o TC da mistura 1:1e 0 TCdo PPN do
teste de triagem correspondente, utilizando como valor de
corte, por exemplo, 1,10u 1,2

Correcao quando a relacdo estd abaixo ou igual ao valor de
corte preestabelecido

Néo correqdo quando a relacdo estd acima do valor de corte
preestabelecido

Comparar a diferenga entre TC da mistura 1:1 (P/PPN) e 0 TC
do PPN do teste de triagem correspondente, considerando
uma diferenca preestabelecida, como por exemplo 5
segundos

Corre¢do quando TC da mistura 1:1 varia dentro de 5
segundos em relacdo ao TC do PPN

N&o correcao quando TC da mistura 1:1é >5 sequndos em
relacdo ao TCdo PPN

Comparar TC da mistura 1:1 (P/PPN) com os valores do 99°
percentil da mistura 1:1 realizada em voluntérios saudéveis
(SAUDAVEL/PPN)

Correcdo quando o TC da mistura estd < 99° percentil da
mistura 1:1 de voluntdrios sauddveis

Correcdo quando o TC da mistura estd > 99° percentil da
mistura 1:1 de voluntarios saudaveis

Utilizando o TC da mistura 1:1, do PPN e do plasma do
paciente

Calcular ICA (Indice de Rosner)™:
ICA = [(TC1:1 mix — TCdo PPN) / TC do paciente] x 100
onde ICA >11% ou >12% ou >15,6% sao indicativos da

presenca de um inibidor, enquanto niveis <5% indicam
deficiéncia

Correcdo quando o ICA esté abaixo ou igual ao valor de
corte preestabelecido

Nao corre¢do quando o ICA estd acima do valor de corte
preestabelecido

Calcular porcentagem de corregao (%0)":

9%C = [(TCdo paciente —TC 1:1 mix) / (TCdo
paciente — TCdo PPN)] x 100

onde %C de, por exemplo, >70% ou >75% indicam
correcao

Correcdo quando a %C estd abaixo ou igual ao valor de
corte preestabelecido

Néo correcdo quando a %C estd acima do valor de corte
preestabelecido

Verificar se TC da mistura 1:1 (P/PPN) corrige >50% da
diferenqa entre 0 TC do paciente e 0 TC do PPN®

Correcdo eficaz quando TC da mistura 1:1 é maior que 50%
X (TCdo paciente — TC do PPN)

Néo correcao quando TC da mistura 1:1 é menor que 50% x
(TCdo paciente — TC do PPN)

Legenda: TC (tempo de coagulagao em sequndos para os testes de triagem de hemostasia, conforme o caso); P (plasma do paciente); PPN (pool de plasmas normais); ICA (indice de anticoagulante circulante); DP (desvio padrdo).
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APLICACAO DOS TESTES DA MISTURA

Aplicacao dos testes da mistura para verificar deficiéncia
de fatores de coagulacao

A deficiéncia de FC pode ser demonstrada pelos TM por
meio da corre¢ao dos valores prolongados de TP e TTPa apds
mistura 1:1 com PPN. O prolongamento isolado do TP, seguido
de correcdo, aponta a deficiéncia (quantitativa ou qualitativa)
de FVII, mais frequente que deficiéncia de outros FC da via
extrinseca. TP e TTPa prolongados, seguidos de correcao,
apontam para deficiéncia de FC da via comum ou de multi-
plos FC, como ocorre em doencas hepaticas e coagulopatias
de consumo. O prolongamento de TTPa, apenas, seguido
de correcdo é sugestivo de hemofilia A ou B, ndo podendo
descartar deficiéncia de outros FC da via intrinseca. Existem
varios reagentes de TP e de TTPa disponiveis no mercado e
cada um possui uma determinada sensibilidade frente as
deficiéncias de FC. Isso significa que o nivel abaixo do qual,
por exemplo, o FVIII deve cair antes do TTPa prolongar ndo
serd 0 mesmo para todos os reagentes de TTPa e é provavel
que este nivel ndo coincida com o limite inferior do valor
de referéncia do laboratério. Contudo, de modo geral, os
reagentes de TTPa devem ser sensiveis as deficiéncias de
fatores VIII, IX e XI em concentracbes de 35% a 40%.°2"

Aplicacao dos testes da mistura para verificar presenca
de inibidores dos fatores de coagulacao

Os IFC podem ser especificos ou inespecificos. IFC espe-
cificos correspondem a autoanticorpos ou aloanticorpos
do tipo IgG, IgM ou IgA dirigidos contra um determinado
FC, o qual pode ser neutralizado ou ter sua velocidade de
depuracao acelerada devido ao complexo antigeno anti-
corpo formado. O exame confirmatério para se determinar a
presenca de IFC especificos € realizado por meio do método
de Nijmegen, uma modificacdo do método de Bethesda.
O teste consiste no uso de dilui¢cdes seriadas de plasma
deficiente de determinado FC, proveniente do paciente,
misturado a um PPN tamponado (com concentracdo nor-
mal dos FC), a fim de quantificar a inibicao da atividade
do FC apds incubacao por tempo determinado. A diluicao
necessaria para se atingir 25% a 75% da atividade do FCem

questao, comparada ao controle, na mistura 1:1 de plasma
do paciente e PPN tamponado corresponde ao titulo em
unidades Bethesda. Quando multiplos FC permanecem com
atividade muito baixa, deve-se investigar a procedéncia das
amostras e erros pré-analiticos, como coleta em acido etile-
nodiamino tetra-acético (EDTA) ou amostra de soro, visto que
a presenca de multiplos IFC é muito rara. Uma dosagem de
potdssio sérico pode ajudar a elucidar a presenca de EDTA,
enquanto uma dosagem de fibrinogénio pode identificar
uma amostra de soro.'21622

ABORDAGEM LABORATORIAL

Quando ocorre prolongamento isolado do TP

O prolongamento do TP associado a um resultado de TTPa
normal é caracteristico de altera¢des que envolvem o FVII,
entretanto também pode ocorrer na deficiéncia congénita
de FX, FV, protrombina (Fll) e deficiéncias de fibrinogénio
(FI). O prolongamento isolado de TP também pode ser pro-
vocado pela presenca de IFC especificos, anticorpos do tipo
IgG contra FVII. Um teste da mistura de TP pode ser utilizado
para dar sequéncia a investigacdo.®®

Quando o teste da mistura do TP nao corrige

Inibidor de FVII

A deficiéncia adquirida de FVII, resultante da presenca de
inibidores, ocorre de maneira pouco comum. Os inibidores
especificos de FVII podem ser de duas naturezas e ambos
se tratam de anticorpos IgG. Os anticorpos podem surgir
em diferentes contextos, como sepse, doencas malignas,
e relacionados ao uso de medicamentos como penicilinas,
cefalosporinas, globulina antitimdécitos e interleucinas. Tam-
bém podem estar relacionados a presenca de anticoagulante
lGpico (AL). Foi reportada a presenca de autoanticorpos
dirigidos contra o FVIl em alguns pacientes com histérico de
sindrome do anticorpo antifosfolipidio (SAF). O diagnéstico
da presenca de inibidor especifico contra FVII é realizado
pela avaliacdo dos testes de triagem, sendo observado TP
prolongado que nao corrige apds TM e através da realizacao
do teste de Bethesda modificado para a sua quantificacao
(Figura 2).2229
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TP PROLONGADO
TTPa NORMAL

Testes de mistura 1:1
(PIPNN)

Sim

L2 L2 v

Verificar possibilidade

deioanis hepiicn Verificar def de vit K

Verificar def de FVII ‘

Verificar possibilidade

de CIVD

N&o [ Verfficar presenca de
Presenca de AL inibidor especifico de
Vil
Sim

Descartar def de FVII

a0
Atividade reduzida?
Sim

Problemas de produgao)
de fatores por doenca
hepatica

Descartar problem\as
de produgdo de fatores
por doenga hepética

TP pode estar
prolongado devido a0
AVK

Def FVIl tipo Il

Dosagem de PLT e D-
dimero

Bethesda modificado

[TP prolongado devido a
presena de AL

<Quantidade reduzida’

sim
Def FVIl tipo |

Reduzida?

Repetir TP apss
suspensao do AVK

Sim Nao

Nao  (Descartar presenca de
<Bresenca de inibidor inibidor especifico de
Fvil
sim

PLT reduzidas? Descartar CIVD
n Presenca de inibidor de
FVII quantificado

[ Acdo ouensaio a ser reaiizado
[ concusso

Considerar problemas
deingestae

Descartar def de vit K]

<> Tomada de decisao

Prolongamento isolado de tempo de protrombina (TP)

Legenda: P/PPN (relacdo entre o tempo de coagulaco do plasma do paciente e o pool de plasmas normais); def (deficiéncia); CIVD (coagulagdo intravascular disseminada); vit k (vitamina K); FVII:C (atividade de FVII); FVII:Ag (pesquisa de
antigeno FVII, pesquisa quantitativa por ELISA ou imunoturbidimetria); AVK (antagonista da vitamina K); PLT (plaquetas); AL (anticoagulantes lipicos).

Quando o teste da mistura do TP corrige

Deficiéncia hereditdria de FVII

A deficiéncia congénita de FVII é uma alteracao rara, com
prevaléncia global de cerca de 1:500.000, e é caracterizada
pela atividade do FVII:C inferior a 70%. Frequentemente é
observada histéria familiar de sangramento quando FVII é <
30% e o diagndstico, de modo geral, é feito ainda durante a
infancia. A deficiéncia pode ser do tipo |, na qual se observam
alteracdes quantitativas, e do tipo Il, na qual se observam
alteracdes qualitativas. O diagnoéstico consiste na avaliacdo
do quadro clinico e laboratorial, observa-se TP prolongado,
TM de TP com correcao e atividade coagulante de FVII:.C e
antigeno FVII-Ag, alterados (Figura 2). Eimportante ressaltar
que diferentes respostas podem ser observadas no TP devido
a variedade dos preparados de tromboplastina e diferentes
polimorfismos genéticos apresentados por pacientes com
deficiéncia de FVII (FVII Padua, FVIl Yamomoto). A quan-
tificacdo de FVII:Ag pode ser realizada através de ensaios
imunoturbidimétricos e imunoenzimaticos, contudo nao
deve ser utilizada como primeira escolha no diagnéstico,
visto que ndo detecta alteracées qualitativas funcionais, mas
apenas quantitativas. Outro ponto a se considerar é que o FVII
possui meia-vida de 4 a 6 horas, inferior aos outros fatores de

coagulagao, sendo o primeiro fator a diminuir em casos de
deficiéncias combinadas, portanto é necessario repeticdo do
exame caso a analise ultrapasse este tempo para confirmacao
de deficiéncia Unica ou combinada.®232427)

Coagulagéo intravascular disseminada

A ocorréncia de coagulagao intravascular disseminada
(CIVD) também pode levar a um aumento isolado de TP,
embora seja mais comum observar o prolongamento de
ambos, TP e TTPa, simultaneamente. Apesar das reducdes dos
outros fatores de coagulacao, o FVIIl pode estar aumentado na
CIVD, emrazao daliberagcdo de FvW pelas células endoteliais,
fato que o torna uma proteina de fase aguda. A coagulagéo
pode ocorrer pela ativacao da via do FT e FVII (extrinseca),
que além de importante para a conversao de fibrinogénio
em fibrina é capaz de ativar outras enzimas e cofatores, FIX e
FXI, que retroalimentam a formacao do coagulo. A ativacdo
da coagulacao também pode ser desencadeada por outras
vias devido a expressao de fatores pré-coagulantes como a
cisteina-protease ativadora de FX, em pacientes com neopla-
sias, ou via liberacao de moléculas iniciadoras de coagulagéo
em quadros obstétricos. O diagnoéstico de CIVD é baseado
em achados clinicos e laboratoriais (Figura 2).172829
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Quando ocorre prolongamento isolado do TTPa

O prolongamento de TTPa de forma isolada aponta para
alteragdes envolvendo a via intrinseca, especialmente FVIII
e FIX, podendo estar prolongado também em alteracdes na
via comum e, neste uUltimo caso, normalmente associado
ao prolongamento de TP. Além disso, o prolongamento
isolado de TTPa pode ser observado em amostras contendo
heparina, pacientes com presenca de AL e pacientes com
hematdcrito superior a 55% para os quais nao foi realizada
correcao na coleta."”

Quando o teste da mistura do TTPa nao corrige

Anéo correcao doTTPa apos teste da mistura, realizada de
imediato ou ap6s incubacéo, sugere a presenca de inibidores.
Nestes casos, incubacao é particularmente importante devido
aos inibidores de FVIII que sdo anticorpos que necessitam
de temperatura adequada para exercer sua acao inibitdria.
Considerando o histérico do paciente, em casos de eventos
trombaticos a presenca de AL deve ser investigada.”:1%18193031)

Inibidores de FVIII

Pacientes portadores de hemofilia A hereditaria podem
desenvolver aloanticorpos ao receberem tratamento con-
tendo FVIll exdgeno que geralmente sao do tipo IgG4. Cerca
de 20% a 30% desses pacientes desenvolvem inibidores con-
tra o FVIII. De forma menos comum, ha relatos de pacientes
sem histérico familiar de sangramentos ou diagnéstico de
hemofilia, que desenvolveram autoanticorpos contra FVIII
enddégeno. Os anticorpos IgA ou IgM também foram des-
critos em pacientes com hemofilia A associada a doencas
hematoldgicas malignas, puerpério, dentre outras situagoes,
porém também podem ocorrer em pacientes sem doenca
prévia associada. A presenca de inibidores de FVIII pode
interferir na atividade de outros fatores da via intrinseca e
esse problema pode ser solucionado através da diluicdo da
amostra. Inicialmente é verificado um prolongamento de
TTPa, que ndo corrige apdsTM (1:1, 1:4 e 4:1). A mistura deve,
também, ser incubada durante 2 horas a 37°C, uma vez que
os inibidores do FVIIl possuem agao lenta (Figura 3). Assim
como para outros inibidores, o ensaio de Bethesda é o teste
de escolha para deteccédo de inibidores de FVIII.®112731-34

Recentemente foi aprovado, pelos érgaos competentes,
o uso do medicamento emicizumabe, que é projetado para
mimetizar a funcao de cofator de FVIII, reconhecendo os FIX
e FX ativados, permitindo a formacao do arranjo apropriado
para a ativacdo de FX e assim prevenir sangramentos. Desse
modo, 0 emicizumabe se encontra como uma alternativa aos

pacientes que ndo sao responsivos a infusao de FVIIl devido
a sensibilizacdo prévia e formacao de anticorpos anti-FVIIl.
E importante destacar que o emicizumabe altera os resul-
tados de TTPa e de atividade de FVIIl, quando analisados
por método coagulométrico. Observa-se uma reducdo no
TTPa e na dosagem de FVIIl uma diminuicao espuria da ati-
vidade. Isso ocorre independentemente do tipo de ativador
utilizado no ensaio. A dosagem de FVIII, nestes casos, devera
ser realizada por método cromogénico e com reagentes de
origem bovina.®>3®

Inibidores de FIX

Da mesma forma que surgem anticorpos contra FVIII,
anticorpos contra FIX também sdo encontrados e de maneira
mais frequente em pacientes com doencas autoimunes,
malignas e com mutagdes genéticas do tipo grandes delecdes,
em associacdo com casos de alergias e reagdes anafildticas
graves. Contudo, o surgimento de inibidores contra o FIX
possui incidéncia de 5 a 10 vezes inferior a de inibidores de
FV”I‘(12,32,33)

Inibidores de FXI, e FXIII

Casos de inibidores de FXI sao raros e ja foram descritos
em pacientes apods infeccoes respiratorias virais, em pacientes
com lupus eritematoso sistémico (LES) e apds a infusao de
hemocomponentes. J& o desenvolvimento de anticorpos
(inibidores) contra FXIIl (deficiéncia adquirida) é raro, na
maioria da vezes idiopatico, ocorrendo com maior frequén-
cia em idosos, gestantes, politransfundidos, pacientes com
neoplasias hematoldgicas, tumores sélidos, doencgas autoimu-
nes e em uso de determinados medicamentos (penicilina e
amiodarona). As manifestacdes clinicas podem ser graves e
fatais. Tais inibidores podem ser neutralizantes de FXlll e ndo
neutralizantes de FXIIL.5

Presenc¢a de anticoagulantes

A heparina é um potente anticoagulante amplamente
utilizado em pacientes hospitalizados para prevenir e tratar
trombose e a sua administracao deve ser acompanhada
de controle laboratorial pelo TTPa (heparina de alto peso
molecular - ndo fracionada) e pelo teste anti-Xa (heparina
de baixo peso molecular - fracionada). A heparina é capaz
de se ligar a antitrombina e fazer com que esta exponha
seu sitio ativo, inibindo a acdo do Fll e FXa e impedindo a
formacdo do coagulo. No entanto, a heparina pode ser um
interferente laboratorial indesejado quando sua presenca
na amostra é resultante de contaminacao durante a coleta.
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A presenca de heparina, a depender da quantidade, torna
a amostra incoaguldvel, de modo que ndo seja possivel a
realizacao dos exames de triagem. Existem aditivos presentes
em reagentes de TTPa e de teste de veneno da vibora de
Russell diluido (dRVVT) que neutralizam a heparina conta-
minante da amostra. Os principais aditivos sao heparinases,
protamina e polibreno. Neutralizantes de inibidores diretos
de trombina (IDT) ou inibidores diretos do fator Xa também
estao disponiveis, apesar de ainda nao serem utilizados em
larga escala.(184047)

A deteccao de contaminacdo da amostra por heparina
e IDT pode ser realizada pelo TT e pelo anti-Xa. O TT per-
mite verificar a conversao de fibrinogénio em fibrina, ava-
liando diretamente o fibrinogénio funcional. Desta forma,
é especialmente util em casos de TTPa prolongado, pois
estd normalmente prolongado nos casos em que o TTPa
prolongado ocorre pela presenca de heparina, dabigatrana
ou deficiéncia de fibrinogénio. Um TM do TT sem correcao
sugere a presenca de heparina ou dabigatrana, ao passo
que a correcao sugere deficiéncia de fibrinogénio. Existem
diferentes possibilidades para explicar os TC prolongados em
cada situacao e o resultado dos TM ajudam a direcionar quais
testes adicionais podem ser Uteis.®) Ja o anti-Xa é realizado
por método cromogénico, onde a antitrombina Ill e o FXa
se encontram em excesso na reacao e a taxa de inibicdo do
FXa pelo complexo heparina-antitrombina Ill é diretamente
proporcional aos niveis de heparina, de modo que a atividade
de FXa remanescente medida em substrato cromogénico
seja inversamente proporcional aos niveis de heparina.
Entretanto, em individuos com deficiéncia de antitrombina
Il do tipo Il (deficiéncia qualitativa) pode nao ser possivel a
deteccdo de atividade anti-Xa. O paciente pode apresentar
resultados de atividade indetectéavel, e nessa situacao os
testes da mistura com PPN podem ser realizados a fim de
possibilitar o estabelecimento do valor de atividade, através
de um ensaio cromogénico baseado em FXa. (Figura 4).®174243)

Presenca de anticoagulante lupico

A presenca de AL, que é um anticorpo com afinidade por
fosfolipidios, predispde ao risco de trombose e complicacbes
gestacionais, podendo levar a abortos de repeticdo e nasci-
mentos prematuros. Para fins diagndsticos sdo avaliados trés
desses anticorpos: anti-B2GPI, anticorpos anticardiolipina
(aCL) e AL.O AL é avaliado por sua capacidade de prolongar
testes de coagulagao in vitro. Existem trés principais diretrizes

que orientam a respeito da deteccdo de AL: a elaborada pela
ISTH em 2009, atualizada em 2020; a elaborada pelo CLSI em
2014 eadoBCSHde 2012. Os trés documentos possuem em
comum orientagdes a respeito do uso dos TM na deteccéo de
AL.Quando o dRVVT e/ou TTPa se encontram prolongados,
é recomendado prosseguir com os TM na proporgao 1:1,
em que a ndo correcao indica que ha presenca de inibidor
de coagulacdo que pode ou ndo ser o AL, a depender se hd
ou nao correcdo na fase confirmatéria com utilizagdo de
reagentes com elevado teor de fosfolipidios.!” 183044

Outros testes podem ser utilizados para a triagem de AL
no laboratério de hemostasia como, por exemplo, o tempo
de coagulacao com kaolin (KCT) e o tempo de protrombina
diluido (dTP). O uso do KCT é desencorajado pela diretrizda
ISTH devido a sua baixa reprodutibilidade, ao passo que o
dTP apresenta bom desempenho quando se utiliza trombo-
plastina recombinante, que possui alta sensibilidade aos AL.
Sabe-se que, apesar de possivel, é raro o prolongamento do TP
devido a presenca de AL, e isso normalmente ocorre porque
os reagentes de tromboplastina contém altas concentracdes
de fosfolipidios, que anulam os efeitos de AL. Entretanto,
quando a tromboplastina é diluida, o AL passa a interferir no
tempo de coagulacdo (TC) do TP. Dessa forma, o dTP pode
ser utilizado como triagem para AL e o teste confirmatério
correspondente pode ser realizado através da utilizacao de
uma diluicdo menor de tromboplastina.'194%

A Figura 5 traz detalhes sobre as diferentes estratégias
para pesquisa de AL. Idealmente, a pesquisa de AL deve ser
realizada quando o paciente nédo esta fazendo uso de terapia
anticoagulante, porém muitas vezes é clinicamente inviavel
suspender a medicacdo. A presenca de anticoagulantes
na amostra do paciente pode ser contornada por meio de
estratégias para neutralizar anticoagulantes, da mesmaforma
como citado para heparina. Anticoagulantes orais diretos
(AOD) como os IDT ou inibidores diretos do fator Xa podem
ser neutralizados por idarucizumabe, dentre outros. Nao
ha consenso entre as principais diretrizes sobre a recomen-
dacdo do uso desses neutralizantes. As heparinas exercem
efeito sobre os ensaios de AL devido interferirem no TTPa e
no dRVVT. J4 em plasmas de pacientes em uso de AVK, que
apresentem valores de RNl entre 1,5 e 3,0, é possivel prepa-
rar uma diluicdo 1:1 de plasma do paciente e PPN, a fim de
compensar a auséncia de fatores dependentes de vitamina
K.Jdemrelacdoaos IDT einibidores diretos do FXa, os efeitos
Nnos ensaios sao imprevisiveis, 184144
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TP NORMAL
TTPa PROLONGADO

Verificar VG, se VG
>55% ajustar relagao
amostra: citrato

Repetir TTPa

Pesquisar presenga de
heparina conforme
figura 4

Descartar suspeita de
contaminagéo com
heparina

TTPa - Teste de
mistura 1:1 (P/PPN)

Pesquisar AL conforme
figura 5

Positivo?

D-dimero
aumentado?

Descartar CIVD

A BouC? Positivo para AL

Descartar CIVD

[Repetir em 12 semanas|

|

hemofilia A ‘

|

com
hemofilia B

Ja Ja Ja Pesquisar inibidores de

FVIIL FIX, FXIIl, FvW

Bethesda modificado

Presenga de inibidor
quantificado

hemofilia C ‘

Pesquisar deficiéncias
mais comuns

Pesquisa de inibidor de Pesquisa de inibidor de Pesquisar inibidor de

FVIli:C

Bethesda modificado Bethesda modificado Bethesda modificado

Uso de
Emicizumabe?.

Pesquisar deficiencias
de FIX, FXI, pré- Descartar def FVIlI

calecreina

FVIIl quantificado

Presenga de inibidor de
[ FIX quantificado FXI quantificado

rrssenqa de inibidor deJ E’rssenqa de inibidor da}

FVIII:C (usar método
cromogénico)

Bethesda modificado
(usar reagentes de
origem bovina)

Pesquisar FYW

Descartar Def de fator

Pesquisa FYW ’

Atividade de FvW
dependente de PLT

Def FVIIl tipo |

Determinagao do tipo
de DvW

:’ Agéo ou ensaio a ser realizado
C] Conclusdo
Q Tomada de decisao

<Quantidade reduzida’

Def tipo |

Def tipo Il

Prolongamento isolado de tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa)

Legenda: P/PPN (relado entre o tempo de coagulagao do plasma do paciente e 0 poo/ de plasmas normais); def (deficiéncia); CIVD (coagulacdo intravascular disseminada); PLT (plaquetas); AL (anticoagulantes lipicos); VG (volume globular);
FVIII:C (pesquisa de atividade de FVIII); FVIIl (pesquisa de antigeno FVIII, pesquisa quantitativa); FvW:Ag (teste de fator de von Willebrand antigeno); FvW:(B (teste de ligagdo do fator de von Willebrand ao coldgeno).
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SUSPEITA DE
CONTAMINACAO POR
ANTICOAGULANTES

Verificar VG, se VG >
55% ajustar relagéo
amostra: citrato

Repetir TTPa

N&o

Prolongado?

TTPa mistura 1:1
(PIPPN)

Houve corregao

Considerar deﬁcwgnma e
de fatores da via i
intrinseca contaminacao

| |

T Teste anti-FXa

Descartar suspeita de
contaminacdo com
heparina

Descanar stispsitaido IConsiderar presenga de
Prolongado? contaminagao com o
heparina outros inibidores

IConsiderar presenca de|
outros ini

Heparina
fracionada?

Provavel contaminag&o Provavel contaminagéo
com heparina com heparina

Deseja quantificar
IDT?

Realizar TTPa com Sim Nao Realizar TTPa com
Teste de Reptilase heparinase, protamina heparinase, protamina
ou polibreno ou polibreno

Sim
TT mistura (P/PPN) Prolongado?

A

Prolongado?
] Nao

Prosseguir com testes

TT mistura (P/PPN) [ Parar testes

Prolongado?

Heparina neutralizac

I:I Acao ou ensaio a ser realizado
:] Conclusao
Q Tomada de decisao

Investigar def de
fibrinogénio IDT quantificado com

base na curva padrao

Prolongado?

Pesquisa de contaminacao por medicamentos anticoagulantes

Legenda: VG (volume globular); P/PPN (relacdo entre o tempo de coagulacdo do plasma do paciente e o pool de plasmas normais); IDT (Inibidores Diretos da Trombina).
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[ SUSPEITA DA PRESENGA ]

DE AL

Paciente
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Negativo para AL

figura 4

] Descartar

Verfficar presenca de
linibidor através de teste,
de mistura

contaminaco |
por heparina conforme
figura 4

KCT |

Negativo para AL

by Descartar
por hepai
figura 4

Pode-se adotar uma segunda
etapa com teste de mistura pés
incubagdo 37°C 2h

Verficar presenca de

inibidor através de teste| (PIPPN)

GRVVT mistura 1:1
P

Verificar presenca de
inibidor atraves de teste

TTPa mistura 1:1
(PIPPN)

de mistura

Pode-se adotar uma segunda

5 4 dRWVT mistura 1:1
etapa com teste de mistura pos

dTP mistura 1:1 |

Houve corregao?

de mistura

Pode-se adotar uma segunda [ oy pigtura 1:1 KCT mistura 1:1
Houve corregao? etapa com teste de mistura pos PIPPN| PIPPNI
incubagao 37°C 2h ( 4 ¢ h

v

[ Negativo para AL }

Confirmar dependéncia
deFL

incubagao 37°C 2h {BERND BEEN)
Houve corregao? Houve correcao ? ¢
Confirmar dependéncia
Nao sim sim Nao el
Confirmar dependéncia : Confirmar dependéncia dRVVT confirmatério
Negativo para AL

dRVVT confirmatério dTP confirmatorio

Nao Sim

v Yoy v

Confirmar dependéncia [ Negativo para AL } Correlagionar com ‘

dRWT
dRVVT confirmatério

TTPa confirmatério

Nao Sim

Nao sim Nao Sim

[ Negativo para AL } [ Posilivo para AL } [ Negativo para AL } [ Posilivo para AL }

Nao Sim

[ Negativo para AL J [

Positivo para AL } [ Negativo para AL J [ Positivo para AL J

I
IRepetir em 12 semanas [Repetir em 12 semanas

[Repetir em 12 semanas|

[ Asaoouensaio a ser reaizado
([ condluszo
Q Tomada de deciszo

[ Negativo para AL ][

Positivo para AL }

IRepetir em 12 semanas IRepetir em 12 semanas

Pesquisa de Anticoagulantes Lupicos (AL)

Legenda: P/PPN (relagdo entre o tempo de coagulacdo do plasma do paciente e o pool de plasmas normais); AL (anticoagulantes ldpicos), FL (fosfolipidio), dTP (teste do tempo de protrombina diluido), dRVVT (teste do veneno da vibora de

Russell diluido), KCT (kaolin clotting time - tempo de coagulacao pelo caulim)

Quando o teste da mistura do TTPa corrige

Situagbes ja descritas, como CIVD e deficiéncia de fatores
daviaintrinseca, com maior frequéncia a deficiéncia congénita
de FVIII, resultam na correcao do TTPa apos teste da mistura.

Hemofilia A — Deficiéncia de FVIII

A hemofilia A é uma doenca hereditéria de heranca ligada
ao X, mais frequente em homens, que se caracteriza pela
deficiéncia de FVIIl. Acomete cerca de 1:10.000 nascimentos
masculinos. O quadro clinico é marcado por hemorragias
recorrentes, especialmente hemartroses, e em casos mais
graves hemorragias de sistema nervoso central. A doenca
pode ser classificada de forma grave, moderada ou leve
considerando a quantidade de FVIII. A atividade de FVIII

inferior a 1% caracteriza hemofilia grave, e desse modo é
desejavel que os ensaios laboratoriais possuam linearidade
em valores inferiores a 1%. A amostra ideal para a pesquisa
de FVIII é sangue total, coletado em tubo contendo citrato,
no entanto a coleta de sangue de cordao umbilical também
pode ser realizada, especialmente em recém-nascidos do
sexo masculino. Nestes casos, no entanto, os resultados
devem ser interpretados com cautela, visto que durante o
parto ha ativacdo da cascata de coagulacdo e as amostras
de cordao tendem a vir parcialmente coaguladas. O FVIII
circula complexado ao FvW, de modo que a deficiéncia de
FVW pode resultar em um aumento da depuracao de FVIII.
Ao diagnostico se observa TTPa prolongado que corrige
apos o TM.&1227)

RBAC. 2023:55(1):6-23

16



Aplicacéo clinica e laboratorial do teste da mistura na investigacao de prolongamentos nos exames de hemostasia | Vieira LA, Leite CA, Comar SR

Hemofilia B - Deficiéncia de FIX

A hemofilia Btambém é uma doenca hereditaria ligada ao
cromossomo X, que acarreta a deficiéncia de FIX. Apresenta
uma grande variedade de variantes genéticas, o que dificulta
a correlagdo com a clinica. Ao diagndstico se observa TTPa
prolongado que corrige apds o TM.2739

Deficiéncia de FXI, FXIl e pré-calecreina

A deficiéncia de FXI, também chamada de hemofilia C,
é uma doenca de heranga autossomica e incidéncia rara. A
relacdo entre os niveis de FXI e as manifestacdes clinicas ndo
é linear. A deficiéncia de fator FXII é tipicamente autossomica
recessiva, com incidéncia <1:1.000.000, e resulta em prolon-
gamento mais acentuado do TTPa, porém nao ha manifesta-
¢oes clinicas envolvendo episédios de sangramento, assim
como deficiéncia de pré-calecreina (PC). Ao diagnéstico se
observa TTPa prolongado que corrige apds o TM em todas
essas situacdes. Contudo, na deficiéncia de PC, um TTPa
prolongado pode diminuir ou até mesmo normalizar caso
a amostra seja incubada por tempo suficiente para que a PC
diminuida consiga ativar a via intrinseca da coagula¢do.®”

Deficiéncia de fator de von Willebrand

A doenca de von Willebrand é uma doeng¢a hemorragica
hereditaria que afeta cerca de 2% da populacdo e possui
heranca autossémica irregular. Para estabelecer o diagnos-
tico é importante que se conheca o histérico familiar e de
sangramentos do paciente. O diagnéstico é baseado nos
testes de triagem, havendo prolongamento de TTPa, seguido
da avaliacao de FVIII:C (atividade), FvW:Ag (antigeno) e
determinacao da funcao do FvW através de: FvW:RCo (teste
cofator de ristocetina) e/ou FYW:GPIbM (teste de atividade
de FYW de ligacao de GPIb) e FvW:CB (ligacao do FvW ao
coldgeno). Existem inibidores de FYW que se desenvolvem
em alguns pacientes com doenca de von Willebrand do Tipo
3 e podem ser detectados pela inibicdao que provocam na
atividade do cofator da ristocetina e na atividade do FVIII.
Neste ultimo caso, ocorre prolongamento do TTPa e correcdo
doTM do TTPa.®"

Quando ocorre prolongamentos simultaneos do TTPa
edoTP

O prolongamento simultaneo de TTPa e TP aponta para
alteracdes envolvendo a viacomum, ou multiplas vias. Varia-
veis analiticas e pré-analiticas, como volume de amostra,
temperatura de armazenamento da amostra, tempo de

armazenamento da amostra antes do processamento e uso
de ativadores, devem ser avaliadas, visto que podem levar
ao prolongamento dos exames de triagem. Descartadas as
possibilidades anteriores, deve-se prosseguir com a inves-
tigacdo de deficiéncia congénita ou adquirida de fatores da
via comum. 1031

Quando os testes da mistura doTTPa e do TP ndo corrigem

A nao correcao do TP e do TTPa, apds a realizacdao dos
respectivos TM, direciona a investigacdo para a presenca de
inibidores. Investiga-se a presenca de inibidores especificos
para fibrinogénio, FlI, FV e FX, sendo mais comumente verifi-
cada a presenca de inibidores direcionados ao FV (Figura 6).%3%

Inibidores de FV

Inibidores de FV sdo frequentemente observados em
pacientes que possuem fatores de risco como intervencdes
cirdrgicas, uso de beta-lactamicos, aminoglicosideos e historico
de transfusées. Ha relatos de casos de desenvolvimento de
inibidores contra FV apés a utilizacdo de hemostaticos topicos,
como colas cirdrgicas, contendo trombina bovina e vestigios
de FV bovino, capazes de estimular o sistema imune. Devido
a similaridade estrutural entre FV e FVIII, autoanticorpos
formados contra FV podem interferir na atividade de FVIII.
O diagndstico diferencial entre a presenca de AL e inibidor
de FV é realizado com o auxilio dos TM, onde a ndo correcao
de TTPa apds a incubacao com reagente rico em fosfolipidio
indica a presenca deinibidor de FV e ndo de AL. Por outro lado,
alguns autoanticorpos anti-FV fogem a regra, de modo que
o resultado da pesquisa de AL deve ser correlacionado com
a historia clinica e sintomatologia, sendo verificado casos de
predisposicdo a trombose em pacientes que possuem AL e
sangramentos no caso de inibidores de FV.343946-48)

Inibidores de FX, Fll e fibrinogénio

O FX, quando ativado, catalisa a conversao de protrom-
bina em trombina, e a deficiéncia adquirida de FX estd asso-
ciada frequentemente a amiloidose sistémica, que provoca
reducao de FX na circulacado. Ha relatos do surgimento de
autoanticorpos contra o FX em situacoes de infeccao respi-
ratéria e leucemia mieldide aguda, apesar de néo ter sido
estabelecida relacao de causalidade. Inibidores de FllI (pro-
trombina) podem ser observados em pacientes com sindrome
antifosfolipidio (SAF), LES, artrite reumatoide e em pacientes
que receberam preparados de trombina de origem bovina.
Parte significativa desses anticorpos ndo estdo associados a
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sangramentos, todavia episédios hemorragicos sao obser-
vados em alguns pacientes. Na SAF existe a possibilidade de
desenvolvimento de sindrome de anticoagulante lUpico-hi-
poprotrombinémica, que causa predisposicao a trombose
e a sangramentos. Anticorpos inibidores de fibrinogénio
ocorrem de forma rara e sdo observados em pacientes que

receberam reposicdo de hemocomponentes. Estao associados
a episodios graves de sangramento, entretanto ha relatos de
altos niveis de anticorpos antifibrinogénio ndo associados a
hemorragias em gestantes e puérperas, especialmente em
casos de mulheres sensibilizadas devido a diferenca de fator
Rh entre mae e recém-nascido e em partos dificeis.?232394°50

TP PROLONGADO
TTPa PROLONGADO

Verificar VG, se VG >
55% ajustar relagao
amostra: citrato

Repetir TTPa

Prolongado?

TP - Teste de mistura TTPA - Teste de
1:1 (PIPPN) com e mistura 1:1 (PIPPN)

sem incubacio com e sem incubacio

L l

Pesquisar AL conforme
figura 5

Pesquisar presenga de Ndo
heparina conforme

figura 4

Descartar suspeita de
contaminagdo com
heparina

2h37°C

Corghaniin ‘

Repetir AL em 12
semanas

Correlacionar com anti-
B2GL e anti-CL

Presenca de AL?

Investigar def raras Nag
Invetger CIVD, (FV,FX,Fl, fibrinogénio)

Descartar CIVD

<

CIvD

Presenga de inibidor de!
Y apenieE H Pesquisar FVIII ‘

Presenga de inibiddrw,_ SIM
especiico?

Nao

[Considerar presenca de
inibidor inespecifico

Bresenca de inibidor d8

Fv?
Nao

Pesquisar inibidores de a9
—){ Fll, FX e fibrinogénio H Bethesda modificado

Verificar def de fator

especifico

Considerar doenga
hepética

Presenca de inibidor
especifico quantificado

Dosagem de fator

<Quantidade reduzida
Sim
Deftipo |

I:l Agéo ou ensaio a ser realizado

[: Conclusao
<> Tomada de decisao

Def tipo I

Prolongamentos simultaneos de TTPa e de TP

Legenda: P/PPN (relagdo entre o tempo de coagulacdo do plasma do paciente e o tempo do pool de plasmas normais); def (deficiéncia); CIVD (coagulagdo intravascular disseminada); PLT (plaquetas); AL (anticoagulantes ltpicos); VG (volume
globular); anti-B2GL (anti-beta-2-glicoproteina |); anti-CL (anti-cardiolipina); SAF (sindrome antifosfolipidio); FR (fator de risco).
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Quando os testes da mistura do TTPa e do TP corrigem

Como descrito anteriormente, a CIVD pode levar ao
prolongamento de TP e de TTPa, devendo ser investigada.
A correcdo ap6s teste da mistura direciona a pesquisa para
deficiéncia de fatores da via comum.@”

Deficiéncia hereditdria de FV

A deficiéncia de FV congénita é uma doenca autossomica
recessiva, rara, com incidéncia estimada de 1:1.000.000 e
caracterizada por niveis de atividade de FV baixos ou indetec-
taveis. Pode ser classificada em tipo | e tipo Il e os pacientes
apresentam uma variedade de manifestac¢des clinicas, desde
assintomaticos até epistaxe, hematomas e hemorragias intra-
cranianas. Além de ser encontrado no plasma, o FV pode ser
encontrado nos granulos densos das plaquetas, havendo
evidéncias de que o FV proveniente das plaquetas apre-
senta atividade pré-coagulante mais pronunciada, quando
comparada ao fator plasmatico. O papel do FV proveniente
das plaquetas ainda ndo esta bem estabelecido, no entanto
ha grupos de pacientes com deficiéncia de FV que apresen-
tam manifestacdes hemorragicas graves e atividade de FV
plaquetdrio indetectavel. Laboratorialmente, a pesquisa de
deficiéncia de FV deve ser realizada com base nos resultados
deTTPa eTP prolongados e corrigidos apds teste da mistura,
seguida de determinacdo da atividade do FV (Figura 6).17273447)

Deficiéncia hereditdria de FX

A deficiéncia de FX é uma doenca com prevaléncia
aproximada de 1:1.000.000 e possui carater autossémico
recessivo. Os episédios de sangramento tendem a ocorrer
em pacientes com niveis de FX inferiores a 10%. Os niveis
fisioldgicos de FX estdo elevados durante a gestacdo em
mais de 150% e no periodo pds-parto. Laboratorialmente, a
pesquisa de deficiéncia de FX deve ser realizada com base nos
resultados de TTPa e TP prolongados e corrigidos apos teste
da mistura, seguida de determinacao da atividade do FX.#>"

Deficiéncia hereditdria de Fll

A prevaléncia da deficiéncia hereditaria de Fll é de aproxi-
madamente 1:2.000.000, sendo extremamente rara. Pode ser
observada hipoprotrombinemia, ou deficiéncia do tipo |, na
qual o diagnéstico é realizado como base nos baixos niveis
de atividade do Fll. A disprotrombinemia, ou deficiéncia do
tipo I, resulta de uma sintese quase normal de protrombina
circulante, porém a proteina de alguma forma é disfuncional,
com atividade reduzida, mas a quantificacdo de antigeno se
encontra dentro dos valores esperados. Em pacientes com

niveis de Fll inferiores a 5% no plasma, as manifestacoes clini-
cas sdo sangramentos graves. Entretanto, de forma paradoxal,
ha relatos na literatura de casos envolvendo pacientes com
deficiéncia conhecida de Fll e desenvolvimento de trombose
venosa profunda. Laboratorialmente, a pesquisa de deficiéncia
de Fll deve ser realizada com base nos resultados de TTPa e
TP prolongados e corrigidos ap6s teste da mistura, seguida
de determinacao da atividade do FIl.®?

Deficiéncia de fibrinogénio

A afibrinogenemia, doenga autossémica dominante, é
caracterizada pela total auséncia de producao de fibrinogé-
nio, normalmente diagnosticada ao nascimento, devido ao
sangramento de corddo umbilical. Nesta condicdo todos os
testes dependentes da formacao de fibrina estdo prolon-
gados e o fibrinogénio se encontra indetectavel, tanto em
teste funcional (Claus), quanto em ensaios antigénicos. As
deficiéncias de fibrinogénio também podem ser classificadas
em hipofibrinogenemia, na qual ha producao inferior aos
niveis normais e disfibrinogenemia, na qual a producéo da
proteina se mantém normal em niveis quantitativos, porém
com alteragbes qualitativas.

Na hipofibrinogenemia, o TT é um ensaio muito sensivel,
e pode ser confirmado por um tempo de reptilase anormal e
niveis de fibrinogénio inferiores ao intervalo de referéncia. Pode
ser decorrente de doenca congénita, porém deve-se investigar
funcédo hepética. O TM do TT pode ser util no diagnoéstico de
disfibrinogenemia, visto que a quantificacao de fibrinogénio
por método imunoenzimatico ndo avalia a quantidade de
fibrinogénio funcional. No TM do TT ja foi observada a corre-
¢do total apos mistura 1:5 (P/PPN), no entanto ja foi possivel
observar correcao de 50% dos pacientes em mistura 1:4.

Anado correcao indica a potencial presencga deinibidor. Na
disfibrinogenemia, geralmente ha uma discrepancia entre os
testes dependentes da formacéo de fibrina e o fibrinogénio
medido antigenicamente. Entre as vantagens do teste tempo
de reptilase, destaca-se a sua insensibilidade a presenca de
heparina nao fracionada e deficiéncia de FXIIl, de modo que
0 ensaio pode ser Util na deteccao de hipofibrinogenemia
ou disfibrinogenemia em amostras de pacientes contendo
heparina.®275354

CONSIDERACOES FINAIS
Os TM sao normalmente indicados na investigacao

de prolongamentos do TTPa ou TP, sendo também utiliza-
dos na investigacdo de anticoagulantes lupicos. Nao séo
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indicados quando o tempo de coagulacao dos testes de
triagem encontram-se dentro dos valores de referéncia e até
mesmo levemente acima desse intervalo. Antes da realizacao
de umTM, devem ser obtidas informacdes sobre o histoérico
do paciente, incluindo uso medicamentos, assim como se a
amostra foi coletada adequadamente.®

O papel fundamental dos TM pode ser simplesmente
expresso como um método para distinguir deficiéncia de
fator de coagulagdo de um inibidor. O principal desafio para o
laboratério é estabelecer critérios confidveis que maximizem as
chances de interpretacdo correta do resultado do TM. Existem
diversas formulas que os laboratdrios podem escolher paraa
interpretacdo dos TM, ressaltando-se que é uma boa prética de
laboratdrio o estabelecimento de valores de corte locais con-
siderando o analisador, PPN e tipos de reagentes em uso.625%

Na aplicacao clinica e laboratorial dos TM podemos
observar trés cendrios basicos: apenas TP prolongado, apenas
TTPa prolongado ouTP e TTPa prolongados, em que 0s TM sao
realizados apenas para o teste em que ocorreu prolongamento.
Testes adicionais podem ser recomendados dependendo do

Comportamento dos testes de coagulagdo em diversas situacbes clinicas

contexto clinico e a critério médico. Os varios tipos de situa-
¢6es envolvendo os testes de triagem em hemostasia, assim
como os TM e estudos adicionais, sao mostrados na Tabela 1.

A pesquisa de alteragdes da hemostasia no laboratério
clinico deve ser realizada de forma cuidadosa e sistematica,
sendo fundamental o conhecimento aprofundado do tema
por parte dos analistas clinicos e dos médicos, sob o risco
de gerar prejuizos no diagndstico e acompanhamento dos
pacientes. A aplicacao, o desempenho e a interpretacao
inadequadas dos testes de triagem e dos TM em hemostasia
podem levar a erros diagndsticos na classificacdo da causa da
coagulacao anormal, podendo acarretar tratamento incor-
reto dos pacientes. Cabe aqui ressaltar que decisdes clinicas
nao devem ser guiadas por resultados isolados de testes
de triagem e dos TM e sim no contexto clinico-laboratorial.

Por fim, conclui-se que os TM oferecem beneficios subs-
tanciais, pois ajudam de fato a orientar a investigacdo para
diferenciar deficiéncia de fatores de coagulacdo de presenca
de inibidor, reduzindo custos e tempo e maximizando a
eficiéncia diagndstica para os pacientes.

Teste de coagulacao
Situacoes
TP TTPa T TP mix TTPa mix TT mix Testes adicionais para confirmacao
Deficiéncias hereditdrias de fatores de coagulacao
FVIIL/ FIX/ FXI/ EXIl / PC/ CAPM Normal Prolongado Normal - Corrige - Dosagem de
FVIII, FIX, FXI, FXII, PCe CAPM
FIL/FV/EX Prolongado Prolongado Normal Corrige Corrige - Dosagem de FIl, FV e FX
Fvil Prolongado Normal Normal Corrige - - Dosagem de FVII
Afibrinogenemia, disfibrinogenemia | Prolongado Prolongado Prolongado Corrige Corrige Corrige Dosagem de fibrinogénio
ou hipofibrinogenemia
FXII Normal Normal Normal - - - Dosagem de FXIII
Doenga de von Willebrand com Normal Prolongado Normal - Corrige - Dosagem de FVIll e FvW
FVIII baixo
Deficiéncias adquiridas de fatores de coagulacao
Doencas hepaticas Prolongado Prolongado Normal ou Corrige Corrige Corrige Dosagem de fatores e de enzimas
Prolongado hepéticas
Deficiéncia de vitamina K Prolongado Prolongado Normal Corrige Corrige - Dosagem de FIl, FVII, FIX e FX
CvD Prolongado Prolongado Prolongado Corrige Corrige Corrige Dosagem de fatores, dimero D,
fibrinogénio e plaquetas
Amiloidose sistémica com perdadeFX |  Prolongado Prolongado Normal Corrige Corrige - Dosagem de FX
Sindrome nefrética com perda Normal Prolongado - - Corrige - Dosagem de FXII
de FXII
FVIIl diminuido secundariamente a Normal Prolongado Normal - Corrige - Dosagem de FVIll e FvW
inibidor de FYW
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Tabela 1 (continuacao)

L Teste de coagulacao
Situagdes : : : - :
TP TTPa T TP mix TTPa mix TT mix Testes adicionais para confirmacao
Inibidores de fatores de coagulacao do tipo anticorpos
Anticoagulante lipico Normal ou Prolongado Normal Varidvel Néo corrige - dRWT
raramente
aumentado
Inibidor de FVIII Normal Prolongado Normal - Correcdo - Dosagem de FVIl e de inibidor de FVIII
imediata pelo método de Bethesda modificado
varidvel e ndo
correcao tardia
apos incubacdo
Inibidor de FIX, FXI ou FXIII Normal Prolongado Normal - Nao corrige - Dosagem de FIX, FXI ou FXIll e de inibidor
de FIX ou FXI pelo método de Bethesda
modificado ou de FXIIl por teste da
mistura do tipo neutralizante ou por
imunoensaio de ligacao
Inibidor de FVII Prolongado Normal Normal Néo corrige - - Dosagem de FVIl e de inibidor de FVII
pelo método de Bethesda modificado
Inibidor de FlI, FV ou FX Prolongado Prolongado Normal Néo corrige Néo corrige - Dosagem de FIl, FV ou FX e de inibidor
de Fll, FV ou FX pelo método de
Bethesda modificado
Agentes terapéuticos
Heparina ndo fracionada Normal desde | Prolongado Prolongado Corrige Néo corrige Varidvel Anti-Xa dentro dos niveis terapéuticos.
(niveis terapéuticos) que reagente TT prolongado com ndo correcao no
contenha TT mix é sugestivo, mas também pode
neutralizador ocorrer com o uso de inibidores diretos
de heparina da trombina
Heparina ndo fracionada Prolongado Prolongado Prolongado Varidvel Nao corrige Néo corrige | Anti-Xa acima dos niveis terapéuticos.
(acima dos niveis terapéuticos) TT prolongado com ndo correcao no
TT mix é sugestivo, mas também pode
ocorrer com o uso de inibidores diretos
da trombina
Heparina de baixo peso molecular Normal Normal ou Normal - - - Monitoramento pelo teste anti-Xa
prolongado
Antagonistas da vitamina K Prolongado Normal, Normal Corrige Corrige - FII, FVII, FIX e FX estarao baixos
(inicio da terapia onde vit. K raramente
encontra-se levemente diminuida) prolongado
Antagonistas da vitamina K Prolongado Prolongado Normal Corrige Corrige - FlI, FVII, FIX e FX estardo baixos
(longos periodos em niveis
terapéuticos, vit. K encontra-se
bastante diminuida)
Argatrobana e Dabigatrana Normal ou Prolongado, Prolongado Nao corrige Néo corrige | Normalmente | Dosagem de inibidor direto da trombina
(inibidores diretos da trombina) prolongado raramente nao corrige
normal
Apixabana, Edoxabana e Prolongado Normal ou Normal Nao corrige | Normalmente - Dosagem de inibidor de FXa
Rivaroxabana (inibidores de FXa) prolongado nao corrige
Legenda: TTPa, tempo de tromboplastina parcial ativada; PC, pré-calicreina; CAPM, cininogénio de alto peso molecular; TP, tempo de p bina; TT, tempo de bina; FvW, fator de von Willebrand; CIVD, coagulagao intravascular disseminada; Fil,

fator|l da coagulagdo; FV, fatorV da coagulacao; FVII, fator VIl da coagulacao; FVIII, fator VIl da coagulagao; FIX, fator IX da coagulacao; FX, fator X da coagulacao; FXI, fator XI da coagulacao; FXII, fator XIl da coagulagéo; Xa, X ativado; mix, teste da mistura.
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Resumo

Introducéo: A pandemia de COVID-19 causada pelo SARS-CoV2 atingiu todos os continentes do planeta, com mais de 761 milhdes de casos confirmados e
quase 6,9 milhdes de mortes. Os casos de COVID-19 se apresentam, clinica e laboratorialmente, muito variados. A maioria dos infectados é assintomatica
ou apresentam sintomas leves e inespecificos, sem alteracoes laboratoriais. Outros pacientes evoluem para quadros moderados e graves, necessitando
hospitalizacdo e cuidados intensivos. Nestes casos, as alteracdes laboratoriais sdo evidentes e bem descritas. Entre os fatores de risco para a COVID-19
grave, esta o cancer. Objetivo: Avaliar o perfil laboratorial de pacientes oncolégicos hospitalizados com e sem COVID-19, em busca de biomarcadores
que identifiquem a presenca de COVID-19 ou estratifiquem a gravidade da infec¢ao. Material e métodos: 170 pacientes foram divididos em dois grupos,
Controle (cancer sem COVID-19, n = 96) e Caso (cancer e COVID, n=74), e os resultados de marcadores laboratoriais bioquimicos e hematolégicos foram
comparados. Resultados e discussao: Os parametros bioquimicos e hematoldgicos avaliados (leucdcitos totais, neutrofilos, linfocitos, relagao neutrofilos/
linfécitos, ferritina, creatinina, ureia, proteina C-reativa e lactato) ndo foram estatisticamente diferentes entre os grupos (P>0,05). Cancer e COVID-19
sdo condigoes patoldgicas com base inflamatdria, o que poderia justificar os valores semelhantes dos biomarcadores de gravidade entre os grupos. O
estudo nao classificou a apresentacao clinica da COVID-19, tampouco o tipo e estadio tumoral, o que pode ter comprometido a discriminagao entre os
grupos. Conclusao: Os biomarcadores avaliados neste estudo nao diferenciaram a presenca de COVID-19 em pacientes oncoldgicos.

Palavras-chave: COVID-19; Biomarcadores; Cancer; Gravidade.

Abstract

Introduction: COVID-19 pandemic caused by SARS-CoV?2 affected all continents of the planet, with more than 761 million confirmed cases and almost
6.8 million deaths. Clinically and laboratory presentation of COVID-19 varies. Most of those infected are asymptomatic or have mild and nonspecific
symptoms, without laboratory changes. Others progress to moderate and severe conditions, requiring hospitalization and intensive care. In these cases,
laboratory changes are evident and well described. Among the risk factors for severe COVID-19 is cancer. Objective: To evaluate the laboratory profile
of hospitalized cancer patients with and without COVID-19, in search of biomarkers that identify the presence of COVID-19 or stratify the severity of
the infection. Material and methods: 170 patients were divided into 2 groups, Control (cancer without COVID-19, n=96) and Case (cancer and COVID,
n=74), and the results of biochemical and hematological laboratory markers were compared. Results and discussion: The biochemical and hematological
parameters evaluated (total leukocytes, neutrophils, lymphocytes, neutrophil/lymphocyte ratio, ferritin, creatinine, urea, C-reactive protein and lactate)
were not statistically different between groups (P>0.05). Both cancer and COVID-19 are pathological conditions with an inflammatory basis, which could
explain the similar values of severity biomarkers between the groups. The study did not classify the clinical presentation of COVID-19, nor the tumor type
and stage, which may have compromised the discrimination between the groups. Conclusion: The biomarkers evaluated in this study did not differentiate
the presence of COVID-19 in oncological patients.
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INTRODUCAO

Em 31 de dezembro de 2019, uma pneumonia de causa
nao identificada foi reportada a Organizacao Mundial de
Saude — OMS, na China. Este foi o primeiro relato de infeccao
por uma nova cepa de coronavirus, denominada coronavirus
2 da sindrome respiratéria aguda grave (ou SARS-CoV-2, da
siglaeminglés), causadora da doenca coronavirus-19, COVID-
19. Menos de um més apds o primeiro caso, 0 numero de
infectados pelo COVID-19 aumentou significativamente na
China e em outros paises. Estes fatos levaram a OMS a declarar
Emergéncia em Saude Publica de Interesse Internacional, em
30 de janeiro de 2020.02

No Brasil, o primeiro caso foi identificado em Sao Paulo,
em 21 de fevereiro de 2020; e até 24 de marco de 2023 o
pais acumula mais 37,2 milhdes de casos e mais de 699 mil
mortes por COVID-19.64

A pandemia ocasionada pelo SARS-CoV-2 desafiou pro-
fissionais de saude, ja que a COVID-19 apresenta espectro
clinico variado e desfechos incertos.>®

Acredita-se que a rapida disseminag¢dao do SARS-CoV-2
esteja associada a ligacao da proteina de superficie Spike
(proteina S), presente no envelope do virus, ao receptor
humano transmembrana do tipo ECA-2 (enzima conversora de
angiotensina 2). Depois de ligar o receptor ECA-2, proteases
do hospedeiro clivam a proteina S; a primeira clivagem é feita
pela protease furina e depois a serina protease transmem-
branar 2 (TMPRSS2) faz a clivagem adicional da proteina S e
internalizacdo do virion.”

ECA e ECA-2 sao proteinas que, embora homoélogas,
exercem fungdes distintas no organismo. O angiotensinogénio
é produzido no figado e liberado na corrente sanguinea. A
renina, secretada pelo aparelho justaglomerular, cliva o angio-
tensinogénio em angiotensinal (ANG1), que é posteriormente
convertida a angiotensina Il (ANG Il) pela ECA, produzida
principalmente nos pulmdes. ANG Il se liga aos receptores
AT, e AT, para regular a pressao arterial e a inflamacao.®?

Paralelamente, a ECA-2 celular é clivada pela metalo-
protease ADAM17 e a forma ativa da ECA-2 é liberada no
ambiente extracelular. ECA-2 converte a ANG [lem ANG 1-7,
que se liga ao receptor Mas para mediar os efeitos opostos
de ANG II. ECA-2 tem também a funcdo de degradar a ANG
Ilem ANG 1-7, que age na via do receptor Mas, ocasionando
respostas anti-inflamatorias.®'?

A Figura 1 ilustra a entrada do SARS-CoV-2 na célula
humana, a interacdo com ECA-2 e as consequéncias da ati-
vagao dos receptores AT, AT, e receptor Mas.

Os casos graves de COVID-19 parecem ter relagdao com
comorbidades relacionadas a quadros sistémicos de inflama-
¢ao, como a hipertensao, diabetes e doencas cardiovasculares,
embora diversos aspectos sobre a fisiopatologia da doenca,
aevolucao clinica e o padréo de resposta imunoldgica ainda
nao tenham sido totalmente elucidados.""'?

Pessoas com cancer também apresentam maior risco de
infeccao por COVID-19, e neste grupo a COVID-19 tem sido
associada a piores desfechos.3¥

Sob o ponto de vista clinico-laboratorial, os casos
assintomaticos ou leves de COVID-19 se apresentam com
pouca ou nenhuma alteragao laboratorial. J& os marca-
dores hematolégicos e bioquimicos dos pacientes com
quadros clinicos graves apresentam alteracdes labora-
toriais marcadas, em diversas popula¢des. Quanto mais
evidente for a alteracdo laboratorial, pior é o prognostico,
indicando o comprometimento multissistémico causado
pela COVID-19.65:6:15-20

As evidéncias cientificas tém destacado algumas altera-
¢oes laboratoriais nos pacientes hospitalizados com COVID-
19. A relagdo aumentada neutréfilo/linfécito, a elevagao do
D-dimero, a reducao da albumina plasmatica e o aumento
de diversos marcadores bioquimicos, como a proteina C-rea-
tiva, procalcitonina, ferritina, interleucinas (IL-6 e IL-10, entre
outras), LDH e transaminases sdao encontradas em casos
graves. Além destas alteragdes, os marcadores cardiacos, pan-
creaticos e renais estao sendo considerados bons preditores
de gravidade e mortalidade na COVID-19.2'-2%

A medida que a pandemia de COVID-19 avanca, a iden-
tificacdo de biomarcadores precoces de prognosticos e de
gravidade em grupos de risco, como pacientes oncolégicos, é
uma necessidade urgente para a Satide Publica, pois auxilia a
tomada de decisdao médica e direciona o manejo do paciente.
Somado a isso, dados populacionais sao fundamentais para
a construcao de bases epidemioldgicas. Com base nes-
tas premissas, o objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil
laboratorial de pacientes oncolégicos com e sem COVID-19
internados em hospital de referéncia em cancer na Regido
Sul do Brasil em busca de biomarcadores que identifiquem
a presenca de COVID-19 neste grupo ou estratifiquem a
gravidade da infeccéo.
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Glicoproteina de ligagdao —
“SPIKE”

Ativacao

FURINA TMPRSS2

Angiotensinogénio

N
Renina
N
ANG | ECA ANG Il ECA 2 ANG 1-7
Vasoconstrigdo Vasodilatacio Vasorelaxamento
Secregdo de Cardioprotegao
Aldosterona Anti-oxidante
Reabsorgdo de Anti-inflamatorio
Na e H,0 Anti-sinal ANG Il
Inflamagdo

Aentrada do virus SARS-CoV-2 nas células humanas que expressam a ECA-2 (representada em verde) é mediada pela glicoproteina Spike (S) do envelope viral, representada
em azul ao redor de todo o envelope viral. Depois de ligar o receptor ECA-2, proteases do hospedeiro clivam a proteina S. A primeira clivagem é feita pela protease furina
(representada em amarelo) e, na sequéncia, a serina protease transmembranar 2 (TMPRSS2), representada em roxo, faz a clivagem adicional da proteina S e ainternalizacdo
do virion. Na parte inferior daimagem destacam-se as acdes da angiotensina 1-7 (ANG 1-7), subproduto da angiotensina |, e as consequéncias do seu bloqueio, causado
pela redugdo da atividade enzimdtica da ECA-2 devido a ligacao da proteina S do SARS-CoV-2. AT1 = receptor da angiotensina Il tipo 1; AT2 = receptor da angiotensina ll
tipo 2; Mas = receptor Mas da angiotensina 1-7. Fonte: Autores.

MATERIAL E METODOS

Este é um estudo retrospectivo e transversal com pacien- Foram incluidos pacientes oncolégicos com idade igual
tes oncolodgicos internados com suspeita de COVID-19 em hos- ou maior que 18 anos hospitalizados entre abril de 2020 e
pital de referéncia em cancer na Regido Sul do Brasil. O estudo setembro de 2021 no Hospital Erasto Gaertner.
foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Liga Para- A infeccao por SARS-CoV-2 foi confirmada laborato-
naense de Combate ao Cancer (CAAE 31592620.4.1001.009). rialmente através de pesquisa de antigeno viral positiva
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ou de teste molecular Reagao em Cadeia da Polimerase da
Transcricdo Reversa em Tempo Real - gRT-PCR (do inglés,
Real-Time Quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain
Reaction) detectavel.

Foram excluidos deste estudo, a fim de reduzir vieses
metodoldgicos, os pacientes oncolégicos com diagnédstico
laboratorial de COVID-19 que apresentaram contagem total
de leucécitos inferior a 1.000/mL ou superiores a 50.000/mL
e contagem de plaquetas superior a 700.000/mL, uma vez
que estas alteragdes poderiam ser decorrentes do quadro
neoplasico ou do tratamento oncolégico. Também foram
excluidos pacientes com tumores hematologicos.

Ap0ds a aplicacao dos critérios de inclusdo e exclusao,
foram selecionados, aleatoriamente, 170 pacientes onco-
I6gicos hospitalizados, os quais foram divididos em dois
grupos, conforme a presenca ou nao da COVID-19: Grupo
Controle: pacientes com cancer e sem COVID-19, e Grupo
Caso: pacientes com cancer e com COVID-19.

Os dados clinicos, antropométricos e laboratoriais foram
obtidos do prontudario médico dos pacientes, apds assinatura
de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

A escolha dos biomarcadores laboratoriais avaliados
neste estudo foi baseada na caracteristica inflamatéria da
COVID-19, na revisao de literatura e na disponibilidade dos
resultados. Os parametros laboratoriais avaliados foram:
contagem total de leucécitos, contagem absoluta de neu-
trofilos, contagem absoluta de linfocitos, relagcao neutrdéfilos/
linfocitos (RNL), ferritina, creatinina e ureia, proteina C-Reativa
(PC-R) e lactato.

Os ensaios laboratoriais bioquimicos foram realizados em
sistema automatizado Vitros XT (Orthoclinical Diagnostics), e
o hemograma, no analisador hematolégico XN 2000 (Sysmex
Co), empregando-se reagentes, calibradores e controles
recomendados pelos fabricantes.

O tratamento estatistico foi realizado com o software
Statistica 8.0 (StatSoft Inc, OK, USA). A normalidade das
variaveis continuas foi determinada pelo teste de Kolmo-
gorov-Smirnov. Varidveis continuas com distribuicdo normal
foram expressas em média (+ 1-desvio padrdo) e os grupos
comparados com o teste t de Student (independente, bidire-
cional).Varidveis sem normalidade foram apresentadas como
mediana (intervalo interquartil; 25% a 75%) e comparadas
com o teste U de Mann-Whitney.

Variaveis discretas foram comparadas com o teste do
Qui-quadrado. Uma probabilidade P inferior a 0,05 (P<0,05)
foi considerada significativa em todas as analises.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 170 pacientes oncoldgicos selecionados de forma
randdmica, 96 nao tinham COVID-19 e foram classificados
como Controle, e 74 tinham COVID-19, sendo classificados
como Caso. A Figura 2 ilustra a caracterizacao da amostra
estudada.

A Tabela 1 sumariza as caracteristicas antropométricas
e laboratoriais dos grupos em estudo.

A estratégia de levar em consideracdo alguma variavel
de confusao ja no delineamento do estudo é denominada
pareamento. Idade e género sao, em geral, consideradas
variaveis que estdo intimamente associadas a possibilidade
de exposicao e desenvolvimento de doencas. O pareamento
dos casos e controles por género e idade torna os grupos mais
comparaveis e minimiza potenciais distor¢oes dos resultados
na avaliacdo de riscos.?®

Embora os participantes deste estudo tenham sido recru-
tados de forma aleatdria, sem pareamento, a média da idade
e a quantidade de homens e mulheres ndo foram diferentes
entre os grupos (P=0,442 e P= 0,645, respectivamente), con-
forme descrito na Tabela 1, indicando homogeneidade em
relacdo a estes parametros.

PACIENTES ONCOLOGICOS
HOSPITALIZADOS
n=170

Sem COVID-19 Com COVID-19
n =96 n=74
© [ o [ ]
42 54 35 39
62 anos 63 anos

(28-90 anos) (31-89 anos)

(aracterizacao da amostra estudada. Os grupos foram formados a partir da selecao
aleatoria de pacientes oncoldgicos internados em hospital de referéncia em cancer
no Sul do Brasil. Fonte: Autores.
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(aracteristicas antropométricas e laboratoriais dos grupos em estudo

Parametros n Controle n Caso P
Género (Homens/Mulheres) 96 54/42 74 39/35 0,645**
Idade (anos) 96 62+13 74 63£12 0,442
Leucécitos Totais / pL 96 9,5(6,6-13,3) 74 7,7(53-13,2) 0,436*
Neutrdfilos / uL 96 8.163 (4.808-11.100) 74 6.891(4001-11811) 0,502*
Linfdcitos / pL 96 757 (401-1.251) 74 799 (454-1.379) 0,858*
Neutréfilos/Linfdcitos (NLR) 9% 10,8 (5,0-17,8) 74 9,85 (4,7-22,5) 0,122%
Ferritina (ng/mL) 58 464 (172-998) 42 759 (382-1.440) 0,052%
Creatinina (mg/dL) 9% 0,7(0,5-1,1) 73 0,7(0,4-1,4) 0,594*
Ureia (mg/dL) 920 50,5 (35-84) 74 54,5 (30-94) 0,880*
PCR (mg/dL) 75 16(8,9-23,9) 59 12,7(9,4-20,8) 0,751%
Lactato, mmol/L A 1,8(1,4-2,8) 58 1,7(1,2-2,5) 0,219*

0s resultados para as varidveis sao apresentados como: Média=£1-DP, Mediana (intervalo interquartil, 25% a 75%) e n (nimero de dados). Probabilidade (P), Teste t de Student (bidirecional) para varidveis independentes; *teste U de Mann-
Whitney ou **teste do Qui-quadrado. Normalidade verificada com teste de Kolmogorov-Smirnov. NLR: relacao neutrdfilo/linfdcito. PC-R: proteina C-reativa.

Os parametros bioquimicos e hematolégicos avaliados
(leucdcitos totais, neutrofilos, linfécitos, relacao neutréfilos/
linfécitos, ferritina, creatinina, ureia, PC-R e lactato) nao
foram estatisticamente diferentes entre os grupos (P>0,05),
conforme demonstrado na Tabela 1.

A populagdo leucocitdria (mondcitos, linfocitos e neutrd-
filos) desempenha um papel crucial na resposta inflamatéria
sistémica a infeccdo grave, lesdo, politrauma e choque, e é
utilizada como indicador de gravidade da resposta imune.
Pacientes com quadros graves de COVID-19 apresentam
leucocitose, neutrofilia e linfopenia mais acentuadas do que
aqueles com doenca leve e moderada.®”?®

Os dados apresentados na Tabela 1 mostram que os
pacientes avaliados neste estudo apresentaram média de
valores de leucécitos totais, neutrofilos e linfocitos dentro
do valor de referéncia; portanto, estes parametros labora-
toriais ndo foram capazes de estratificar ou diferenciar os
grupos com e sem COVID-19. Uma explicacao plausivel para
este achado é a possibilidade destes pacientes estarem em
situacao oncoldgica estavel e com quadros leves de COVID-
19, dados estes nao disponiveis para analise.

A relacao neutrofilo/linfécito (do inglés Neutrophil Lym-
phocyte Ratio) é calculada como a contagem absoluta de
neutrofilos dividida pela contagem absoluta de linfocitos;
e 95% dos adultos saudaveis tém uma relacdo entre 0,78
e 3,53.»

ARNL tem sido apontada como um biomarcadorindepen-
dente para avaliar a gravidade da doenca, a hospitalizacdo e
agravidade da COVID-19,%72% valendo ressaltar que a estreita
associacao entre a inflamacao sistémica e a progressao do
cancer também destaca a RNL como um potencial biomar-
cador de prognostico de cancer.®®

Por ser um marcador de disfuncdo endotelial, hipoteti-
camente a RNL poderia ser util na identificacdo de pacientes
oncoldgicos hospitalizados com COVID-19, em que a infeccdo
pelo SARS-CoV-2, pelo seu carater inflamatério exacerbado,
seria o fator de risco para um pior prognédstico.®?

Todavia, os resultados encontrados no presente estudo
ndo demonstraram diferenca entre os grupos (P=0,122,
Tabela 1). As medianas da RNL estavam acima dos valores
considerados normais em ambos os grupos. Uma possivel
explicacao seria o fato da RNL fornecer um indice indireto
do estado inflamatdrio do paciente, condicdo frequente em
pacientes com COVID-19, mas também em portadores de
tumores solidos.?

Somado aisso, 0 estudo nao levou em consideragao o tipo
de tumor e o estadiamento; neoplasias em estadio avancado
poderiam induzir maior processo inflamatério e camuflar uma
RNL aumentada em virtude da resposta imune a COVID-19.
Portanto, em pacientes oncolégicos com COVID-19, a RNL
pode nao identificar a piora do quadro clinico decorrente
da COVID-19.
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As evidéncias acumuladas tém mostrado que a ferritina
sérica € um biomarcador de gravidade nas infec¢des por
SARS-CoV-2.6234

Aferritina é uma proteina de fase aguda sintetizada pelo
figado para estocar o ferro dentro de células, inclusive dentro
dos macréfagos. Varias citocinas, como a interleucina-6 (IL-6)
e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa, do inglés Tumor
Necrosis Factor-alpha), estimulam a liberacao de ferritina na
corrente sanguinea.®?

Com o processo inflamatoério exacerbado presente na
COVID-19, ocorre ativacdo dos macréfagos e maior captacdo de
ferro. Por consequéncia, ha maior sintese hepdtica de ferritina
para que este ferro possa ser estocado nas células. De fato,
pacientes com COVID-19 em estado grave apresentam concen-
tragdes plasmaticas de ferritina significativamente superiores
aqueles com quadros nao graves, destacando esta proteina
como marcador de faléncia de 6rgaos na COVID-19.6439

Uma vez que a liberagao de ferritina no plasma é esti-
mulada por citocinas inflamatodrias, explicam-se as altas con-
centragcdes observadas em condicdes inflamatdrias variadas,
inclusive em quadros cancerigenos.®233)

No presente trabalho, ambos os grupos apresentaram
concentracdes medianas de ferritina acima do valor de refe-
réncia, indicando que em quadros inflamatérios sistémicos,
como COVID-19 e cancer, ha maior liberacao de ferritina.
Nao houve diferenca estatistica entre os grupos, embora o
valor de probabilidade tenha sido préximo da significancia
(P=0,052). Logo, a interpretacao dos resultados de ferritina
em pacientes com COVID-19 e outras comorbidades asso-
ciadas requer cautela, mas é possivel que a ferritina possa
ser um biomarcador para COVID-19 promissor em pacientes
oncoldégicos em estudos com maior tamanho amostral.

Os parametros creatinina e ureia sao usualmente dosados
como marcadores renais. No contexto da COVID-19, ambos
foram apontados como biomarcadores de comprometimento
renal e gravidade da doenca. Pacientes com COVID-19 que
apresentam valores aumentados destes marcadores na
admissao hospitalar tém maior risco de mortalidade.®®

No presente estudo, as concentragdes medianas de
creatinina e ureia de ambos os grupos estavam dentro dos
valores de referéncia e ndo diferiram entre os grupos (P=0,594
e P= 0,880, respectivamente; TabelaT).

Proteinas de fase aguda, como a proteina C-reativa (PC-
R), sdo marcadores inespecificos de processos inflamatérios
einfecciosos. E de se esperar que em condicées onde ocorra
uma resposta imune acentuada, como na COVID-19 e em
processos tumorais, a PC-R se encontre aumentada.®”3®

Os dados encontrados neste trabalho corroboram esta
situacao. Ambos os grupos estudados apresentaram valores
de PC-R acima do valor de referéncia, mas sem diferenca
significativa entre controles e casos (P=0,751, Tabela 1).

O lactato é o produto final mais importante do meta-
bolismo anaerdbico, formado na via glicolitica. A reducéo
na oferta de oxigénio para a célula (hipdxia) normalmente
leva a hiperproducao de lactato, pois o piruvato ndo pode
mais ser oxidado no ciclo de Krebs pela falta de oxigénio, e
é, portanto, convertido em lactato.®?

O aumento de lactato no sangue é denominado hiper-
lactatemia e tem sido associado a maior risco de morte em
pacientes hospitalizados.“?

A COVID-19, em sua forma grave, pode culminar em
sindrome do desconforto respiratério agudo grave.®%4"

A hipoxia ocorre também em outras condicdes patolo-
gicas como infec¢des, isquemia, inflamacéo e tumores.“?

Nosso estudo ndo demonstrou diferenca significativa na
concentracdo do lactato entre os grupos (P=0,219, Tabela 1)
e os valores medianos estavam dentro do valor de referén-
cia. Temos como hipdtese que os pacientes estudados nao
apresentavam comprometimento respiratério importante
e/ou tenham recebido oxigenoterapia; e, ainda, o quadro
neopldsico nao estava causando hipoxia suficiente para
ativacao da via glicolitica.

Este estudo apresenta limitacdes. E um estudo retros-
pectivo e de centro Unico, e ndo foram considerados o tipo
e o estadio da doenca oncolégica. Dependendo do érgao
afetado pelo tumor e do estadiamento da doenca, os mar-
cadores laboratoriais avaliados poderiam sofrer menor ou
maior alteracdo, mesmo no grupo Controle (sem COVID-19).
A classificacdo clinica da COVID-19 (moderada ou grave) tam-
bém nao foi realizada no grupo Caso. Sabe-se que pacientes
com casos leves de COVID-19 geralmente ndo apresentam
alteracdes laboratoriais significativas.”

A utilizacao de biomarcadores laboratoriais tem demons-
trado relevancia e objetividade na avaliagao clinica de pacien-
tes com COVID-19, tanto na determinacao da gravidade
da doenga, quanto no monitoramento e prognéstico. Os
marcadores que usualmente estratificam bem a gravidade da
COVID-19, como RNL, ferritina, creatinina, ureia, PC-R e lactato,
nao discriminaram pacientes com cancer com e sem COVID-
19. A hipotese construida com esta base factual considera
que a amostra em estudo ndo contempla maioria de casos
de COVID-19 em sua forma clinica grave, em que as altera-
¢oes dos biomarcadores sao exuberantes e possivelmente
permitiriam uma discriminacdo entre os grupos em estudo.
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Outro elemento a ser considerado é a complexidade das
alterac6es dos pacientes com diferentes tipos e estagios de
cancer, destacando as alteracbes metabdlicas e respostas
as terapias. Neste caso, seria relevante que novos estudos,
com grupos categorizados quanto ao tipo de cancer e seu
estadio para proporcionar maior homogeneidade nas ana-
lises, fossem realizados.

A busca de biomarcadores para identificar as alteracoes
metabdlicas associadas a COVID-19 é relevante e deve ser
continuada. Estas moléculas tém potencial para identificar
o risco aumentado da gravidade da infeccdo viral e, conse-
quentemente, auxiliar na projecdo do quadro clinico e no
prognéstico evolutivo da viremia.

CONCLUSAO

Os biomarcadores avaliados neste estudo néo diferen-
ciaram a presenca de COVID-19 em pacientes com diferentes
tipos de cancer.
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Abstract

Objective: This study aimed to compare two methods of treating drug misuse. Methods: This study compared 2 methods of treatment of crack addiction
available in the public health system in Brazil: [1] Center of Psychosocial Care (CAPS), which is based on harm reduction; and [2] Therapeutic Community
(CT), that is based on total abstinence. Blood samples were collected for dosing Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF), Nerve Growth Factor (NGF)
and Neuron Specific Enolase (NSE), after 3 months of treatment. Results: CAPS patients had older age and more history of depression and psychosis
than CT patients. BDNF levels were decreased and NGF increased in CAPS group. CT group showed increased NSE levels. Differences in BDNF, and NGF
between CAPS and CT results may have happened due to older age and higher severity of psychiatric conditions among CAPS patients. Increased NSE
levels among CT patients depicts that drugs’ detoxification can be a risk factor for this marker. Conclusion: Considering the problematic field of drugs of
abuse, with an emphasis on crack, it was concluded that a methodological proposal of treatment, regardless of its approach, needs to offer care with a
biopsychosocial approach and in the perspective of integrality.

Keywords: interleukins, psychiatry, mental health.

Resumo

Objetivo: O objetivo deste estudo foi comparar dois métodos de tratamento para individuos dependentes de drogas. Métodos: Este estudo comparou dois
métodos de tratamento do vicio em crack disponiveis no sistema publico de satide no Brasil: [1] Centro de Atencao Psicossocial (CAPS), baseado na reducao
de danos; e [2] Comunidade Terapéutica (CT), baseada na abstinéncia total. Foram utilizados a Entrevista Clinica Estruturada para Disttrbios DSM (SCID)
e Teste de Triagem de Envolvimento com Alcool, Fumo e Substancia (ASSIST). Foram coletadas amostras de sangue para dosagem de Fator Neurotréfico
Derivado do Cérebro (BDNF), Fator de Crescimento Nervoso (NGF) e Enolase de Neurdnio Especifico (NSE), apds 3 meses de tratamento. Resultados: Os
pacientes do CAPS tinham idade mais avancada e mais histéria de depresséao e psicose do que os pacientes com TC. Os niveis de BDNF diminuiram e o
NGF aumentou no grupo CAPS. O grupo CT mostrou niveis aumentados de NSE. Diferencas nos resultados BDNF e NGF entre os resultados do CAPS e
da TC podem ter ocorrido devido a idade avancada e maior gravidade das condicdes psiquiatricas entre os pacientes do CAPS. Niveis aumentados de
NSE entre pacientes com TC mostram que a desintoxicagao dos medicamentos pode ser um fator de risco para esse marcador. Concluséo: Considerando
0 campo problematico das drogas de abuso, com énfase no crack, concluiu-se que uma proposta metodoldgica de tratamento, independentemente de
sua abordagem, precisa oferecer cuidados com uma abordagem biopsicossocial e na perspectiva da integralidade.
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INTRODUCTION

In Brazil, as well as many other countries, drug misuse in
general,and also crack addiction, in particular, are expanding
in an alarming rate."? All over the world, substance use
disorder remains a condition of difficult approach, with a very
high rate of unsuccessful treatment and severe implications
on the whole society.®

In this context, studying the outcomes of harm reduction
and abstinence approach is of great value, for improving
both methods in the future. The socio-demographic profile
of crack users in Brazil comprises mostly young adults with an
average age of 30 years, unemployed, with low education and
income, from dysfunctional families. Usually, the patient who
is addicted to crack has a history of multiple substances use
disorder.**The most conventional treatment for drug users
in abstinence is usually in a psychiatric sector of a hospital,
including all the standard medical and psychosocial support,
both public and private health systems can hardly provide
access for all the population in need.?

The Federal Government has given priority to outpatient
care and reduced the number of hospital beds in psychiatric
sectors all over the country, both for financial and ideological
reasons.® Qutpatient care is represented in the public
health system, by the Centers of Psychosocial Care (CAPS).
CAPS are defined as daycare outpatient services and are
divided into care modalities, among them the CAPS ad is
intended for the care of patients with disorders resulting
from the use and dependence of psychoactive substances.
) The government has permitted the existence of Non-
Governmental organizations that offer “inpatient” care an
alternative treatment based on total isolation of the outside
world in a clinic, where there is little or, more frequently,
no conventional medical/psychosocial care and thus, no
medication is administered to the patients.® These places
are called Therapeutic Communities (CT).

Research correlating neurobiological factors, chemical
dependence, and changes in that remain scarce, thus, opening
anew investigation field. It is known that psychiatric disorders
are also associated with the levels of neurotrophins, a family of
proteins that regulate several aspects of neuronal development
and functions, including the formation of synapses and synaptic
plasticity. The main neurotrophins, among mammals, are
neuronal growth factor (NGF) and brain-derived neurotrophic
factor (BDNF). The present study aimed to compare two
methods of treating drug misuse: Total Abstinence, offered
at a CT versus Harm Reduction, offered at CAPS.®

MATERIAL AND METHODS

This is an observational case-control study. Patients
were allowed to quit the research at any time, without any
loss in their treatment process or the privacy of their data.
The project was approved by the Ethics Committee of the
Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC) by protocol
number 208.255-28/02/2013.The groups were: CAPS and CT
(Baseline, 7 days, and 3 months). To the biochemical analyzes
were added the group of healthy controls from the blood
collection laboratory and matched by age and gender.

The subjects of the present research were selected
according to proper inclusion criteria, in two places for
treatment of substance addiction in the city of Criciuma,
State of Santa Catarina, Brazil. The CAPS for Alcohol and Other
Drugs (CAPS-ad) was one of the places, and the other a CT.

The sample of the study was selected according to the
following criteria: age 18 years or over, being in treatment in
one of the institutions named above, minimum of 5 years of
schooling (thus, illiteracy was a criterion of exclusion), score
Alcohol, Smoking, and Substance Involvement Screening Test
(ASSIST) (measuring drug use) equal or superior to 16, voluntarily
accepting participating the study, and having the use of crack
as the most used substance (in quantity and frequency); but
the use of other substances was not an exclusion criterion.

During 18 months, the patients of the present study were
selected and subjected to tests. The present study included 49
patients, being 21 in the CAPS and 28 CT group, and 16 healthy
controls. The invitations were done in person by the researchers
in the institutions. The individuals who fit the inclusion criteria
and signed the Informed Consent were evaluated for substance
misuse by applying the ASSIST (Alcohol, Smoking and Substance
Involvement Screening Test) score, and the patients who
reached 16 points or more were classified as possibly drug-
dependent, and eligible for the study. After the inclusion, the
following evaluations were proposed to the patients:

1. Evaluation of psychiatric conditions by the Structured

Clinical Interview for DSM Disorders (SCID-I).1"9
2. ASSIST. A structured questionnaire containing eight

questions on nine classes of psychoactive substances

(tobacco, alcohol, marijuana, cocaine, and others). The

questions address the frequency of use in life and the last

three months, problems related to use, concern about the
use by people close to the user, loss of performance of
expected tasks, unsuccessful attempts to cease or reduce use,
feeling of compulsion and use by injection. Each response
corresponds to a score, from 0 to 4, and the total sum can
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vary from 0 to 20.The score range from 0 to 3 is considered
as indicative of occasional use, from 4 to 15 as indicative of
abuse and >16 as suggestive of dependence.™

3. Biochemical analysis: Blood samples were collected after
3 months of treatment, to detect long term alterations
of the treatments (but not short-term effects due to
drug abstinence syndrome). At the end of the interviews
and psychological testing, blood was collected and was
centrifuged at the Laboratory of Translational Psychiatry
(UNESC). Then, we performed the analysis of plasma
levels of Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF), Nerve
Growth Factor (NGF) and Neuron Specific Enolase (NSE),
this was done analysis using kits commercially available
forimmunoenzymatic methods (ELISA — enzyme-linked
immunosorbent assay, Bioscience, San Diego, CA, USA).

For biochemical analyzes, the CAPS and CT groups stand
out, had another subdivision, had better results demonstrated,
and, therefore, deepened as discussions about the respect
of the findings of this study. Thus, forming the crack group
(CAPS plus CT) and the control group, without differentiating
as treatment methods in the first stage of this assessment.

RESULTS

In this work, a total sample was 49 men, of these 21 from
CAPS and 28 from CT.The mean age was 35 years, while the
CAPS group had an average of 41.5 years or the CT group
was 26 years old (difference p <0.001). The average time of
crack use was 12 years, in the CAPS group or the average
time was 17 years and in the CT group 10.5 years, with no
statistically significant difference (p=0,14). The results of the
Scoreno ASSIST for cocaine remained with an average of
29 in the general sample, without the CAPS 29 group and
the CT 25.5 group (p=0,32). The average value of the two
groups and isolated from them exceeded 16, indicating
dependence.

Results for SCID-I scores are summarized in Table 1. The
present work showed no significant differences between
CAPS and CT groups in time of crack abstinence, alcohol use,
other addictions, current depression, Bipolar Disorder, current
suicidal ideation, and past suicidal ideation. The present work
found, however, that CAPS patients had significantly higher
scores (compared to CT group) of psychosis (p=0,02*) and
previous history of depression (p=0,03%).
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Figure 1A, B, C

Evaluation of BDNF, NGF, and NSE levels between the control groups, CAPS - “Crack” and Therapeutic Community - “Crack” and Control Group.

*p <0.05 in relation to the control group.
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Table 1

Distribution of results regarding the qualitative variables of dependence and comorbidity according to SCID-I, presented in both institutions and the total sample.

CAPS Therapeutic Total Chi-Square Test
(n=21) Community (n=28) (n=49)
Abstinence Time Up to 7 days 9 (43%) 16 (57%) 25 (51%) =098
Abstinence 3 Months or + 12 (57%) 12 (43%) 24 (49%) p=0,32
Alcohol Dependency Absence 6 (29%) 14 (50%) 20 (41%) ¥=228
Present 15(71%) 14 (50%) 29 (59%) p=0,13
Other dependece Absence 0(0%) 2(7%) 2 (4%) =156
Present 21(100%) 26 (93%) 47 (96%) p=0,50
Current Depression Absence 11(52%) 21(75%) 32 (65%) XZ =271
Present 10 (48%) 7(25%) 17 (35%) p=0,10
Past Depression Absence 4(19%) 14 (50%) 18 (37%) =495
Present 17 (81%) 14 (50%) 31(63%) p=0,03*
Dysthymia Absence 15(71%) 24 (86%) 39 (80%) =022
Present 6 (29%) 4 (14%) 10 (20%) p=0,29
Bipolar Disorder Absence 17 (81%) 25 (89%) 41 (86%) =041
Present 4(19%) 3(11%) 7 (14%) p=0,44
Psychosis Absence 3(14%) 13 (46%) 16 (33%) =564
Present 18 (86%) 15 (54%) 33(67%) P=0,02%
Current Absence 14.(67%) 20 (71%) 34(69%) v=12
Suicide Ideation Present 7(33%) 8(29%) 15(31%) p=0,72
Suicidal Absence 8(38%) 15 (54%) 23 (47%) =115
Past Ideation Present 13 (62%) 13 (46%) 26 (53%) p=0,28

¥ test and Chi-square; * statistical difference of p <0.05.

DISCUSSION

CAPS patients had significantly higher scores of previous
depression and psychosis. One important difference was in
the age, being CAPS patients significantly older than their
CT counterparts. Such differences, being CAPS patients older
and previously more affected by psychiatric conditions,
possibly induced long term alterations in their bodily and
neuronal metabolisms, which may no longer be reversed
by any treatment currently available."?

Cognitive deficit is related to alterations of neurotrophic
factors level such as brain-derived neurotrophic factor (BDNF),
nerve growth factor (NGF). In this sense, we evaluate these
neurotrophins in subjects and our results showed that BDNF
levels were increased in CAPS group compared with the CT
group. BDNF is a peptide whose role is pivotal in neurogenesis
and cell survival. It is altered in conditions related to
psychological trauma,"® major depression disorder,™ and

bipolar disorder.!™ Lower BDNF levels among CAPS patients
are likely to have been influenced by previous conditions
like a history of depression, and current higher psychosis
scores as well.1®

However, as the amount of occasional use of alcohol,
drugs, and even adhesion to prescribed medications was
not monitored, itis impossible to infer which of these factors
may have influenced over the lower BDNF levels verified
among CAPS patients.

NGF levels were increased among CAPS patients. One
plausible hypothesis is alcohol occasional use,"” which was
present among CAPS patients and was impossible among CT
patients, because of the inherent isolation and hard control
of this method of treatment. Another possible cause of the
increased NGF levels is the use of certain antidepressants.'®

Our work has serious limitations, mostly the absence of a
control group of healthy individuals psychiatric evaluations,
and the absence of women in our sample. However, the
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treatment of CTin complete isolation lacking any prescribed
orillicit drugs have some of the characteristics of a“positive
control” group.

An overview of our results suggests that most of them
reflect, actually, the previous conditions of our patients, rather
than the kind of social or professional treatment received.
Interestingly, low BDNF levels, as found in the CAPS group, are
also a feature of depressed patients!", and patients of CAPS
group had higher“past depression”scores than CT patients.
Differences in BDNF, and NGF between CAPS and CT results
may have happened due to older age and higher severity of
psychiatric conditions among CAPS patients. Increased NSE
levels among CT patients support the hypothesis that total
drug abstinence without medical support is a risk factor for
increased NSE levels.

|II

CONCLUSION

Considering the problematic field of drugs of abuse, with
an emphasis on crack, it was concluded that a methodological
proposal of treatment, regardless of its approach, needs
to offer care with a biopsychosocial approach and in the
perspective of integrality. In conclusion, both methods may
have benefits and harms according to the patients’ profile,
which must be addressed in futures studies.
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Abstract

Lactate is a less complex and low-cost suggestive biomarker of sepsis, which allows the assessment of mortality risk in patients admitted to the intensive
care unit (ICU). In this context, the present study aims to compare the concentration of lactate in arterial and venous whole blood gas analysis. This is a
case-control study, carried out with database research based on patients treated in the emergency room of a hospital in the city of Joinville (Santa Catarina),
between January 1%, 2020 and April 13, 2020. Patients of both genders, aged 18 years or over and with a request for arterial and venous blood gases in
the same request were selected. All patients were identified by age, sex and lactate concentration value. Values of p<0.05 were considered statistically
significant. A total of 101 patients were evaluated during the study period, without significant differences in lactate concentrations between arterial and
venous whole blood samples (p=0.375). Spearman's correlation analysis showed an association between arterial and venous lactate (r=0.939; p<0.01)
and, in the Bland-Altman verification, the results showed a bias of -0.02 + 0.24 (CI195 % from -0.67 to 0.52). Arterial and venous whole blood samples did
not show significant differences in lactate concentrations in the studied population.
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Resumo

O lactato é um biomarcador sugestivo de sepse de menor complexidade e baixo custo, o qual permite a avaliacdo do risco de mortalidade em pacientes
admitidos em uma unidade de tratamento intensivo (UTI). Nesse contexto, o presente estudo tem como objetivo a comparacao entre a concentracdo de
lactato em sangue total arterial e venoso utilizando a andlise de gasometria. Esse é um estudo de caso-controle, utilizando dados de pacientes tratados
em sala de emergéncia de um hospital da cidade de Joinville (Santa Catarina), entre 1° de Janeiro de 2020 e 13 de Abril de 2020. Pacientes masculinos
e femininos, que possuissem 18 anos ou mais e tivessem requisicao médica para gasometria arterial e venosa foram selecionados. Todos os pacientes
foram identificados por idade, género e valores de concentracao de lactato. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Um
total de 101 pacientes foram analisados durante o periodo do estudo, sem diferencas significativas entre as concentragdes de lactato em sangue arterial
e venoso (p=0,375). A anélise de correlagao de Spearman mostrou uma associacao entre lactato venoso e arterial (r=0,939; p<0,01) e, na verificacdo de
Bland-Altman, os resultados demonstraram um viés de -0,02+0,24 (IC95% de -0,67 a 0,52). As amostras de sangue total arterial e venoso ndo apresentaram
diferencas significativas com relacdo a concentracao de lactato na populacao estudada.
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INTRODUCTION

Gasometry is a test performed to assess the acid-base
balance of the blood through the direct assessment of the
potential of hydrogen (pH), the partial pressure of carbon
dioxide (pCO2) and the partial pressure of oxygen (pO2).
There are other possibilities for indirect calculations and
analysis, such as bicarbonate (HCO3), base excess (EB), total
carbon dioxide (TCO2) and oxygen saturation (sO2), which
in turn represents the degree of saturation of hemoglobin
by oxygen.®

The analysis of these parameters is important to
clinically assess acid-base balance deviations, which provides
information about the patient's respiratory function and
also regarding tissue perfusion conditions.? Thus, lactate is
cited as a suggestive biomarker for sepsis, with lower cost
and which allows the assessment of mortality risk in patients
hospitalized in an intensive care unit (ICU). Its concentration
corresponds to the patient's mortality, that is, a relationship
that presents a direct proportionality between high lactate
concentration in the blood and the greater possibility of
death prognosis.t#

However, the assessment of lactate in venous blood is not
commonly used in clinical practice, as there is no confirming
data in the literature that levels of this parameter, when
compared between arterial and venous blood, remain stable
in acid-base disorders.®®

Therefore, it is understood that the dynamic analysis of
the lactate concentration and its duration makes it possible
to elucidate diagnoses and suggests that it is directly
related to patient mortality.”® Therefore, this study aims to
compare the lactate concentration in arterial and venous
whole blood samples.

MATERIAL AND METHODS

A case-control study was carried out with research in a
database of a Laboratory and developed at the Hans Dieter
Schmidt Regional Hospital in Joinville - SC, from January 1%,
2020 to April 13, 2020, after approval by the Committee of
Ethics in Research of the hospital itself under the number
4.049.307.

The sample size was defined by convenience, including all
patients who met inclusion criteria during the study period.
Only patients treated at the Hospital emergency, of both
genders, aged equal to or older than 18 years old and with
a request for arterial and venous blood gases in the same

request. All patients were identified with age, gender and
lactate values obtained.

Arterial and venous whole blood samples were collected
sequentially, not exceeding a period of 2 minutes, at the
time of patient admission, in a-line luer lock syringes for
blood gases, 3 mL, brand BD, containing lithium heparin
with calcium balanced in a proportion of 50 IU of heparin
per mL of blood, according to the International Federation of
Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (IFCC), applied
by spraying on the syringe wall, with an aspiration volume of
1.6 mL. Blood samples were analyzed at room temperature
(25°C) immediately after collection, not exceeding 15 minutes.
To maintain the sample stable, an adaptable BD Hemogard
cap was used. Samples were not refrigerated.

For sample analysis, the GEM Premier 3500 gasometer was
used, which provides measured and calculated results for blood
gases, hematocrit, electrolytes, glucose and lactate. To measure
lactate concentrations, an amperometric electrode was used.

For statistical analysis, the Statistical Package for Social
Sciences software (SPSS, IBM Corp. Armonk, NY, US), version
26, was used. Initially, a descriptive analysis of the data was
performed: for the quantitative variables, the means and
the standard deviations and, for qualitative, absolute and
relative frequencies. Association measures were subsequently
evaluated using specific tests forindependent samples (Mann-
Whitney U test), after verifying the distribution pattern by
preliminary Kolmogorov-Smirnov test. P values below 0.05
were considered statistically significant. Paired samples
were analyzed using Spearman's correlation coefficient
(r). The Bland-Altman test was performed to describe the
agreement between quantitative measurements through
the construction of agreement limits.

RESULTS

A total of 101 patients were evaluated during the study
period. All underwent arterial and venous whole blood gas
tests. In analyzing the data and general characteristics of
the patients, the mean age of the population studied was 61
years.There was a predominance of male individuals (Table 1).

As for the results obtained from the analysis of arterial
and venous whole blood gases, no significant differences
were observed between the lactate concentrations (Table
2). Spearman's correlation analysis (Table 3) resulted in a
strong correlation between the variables (r=0.939; p<0.01)
and, in the Bland-Altman analysis, the results showed a bias
of -0.02+0.24 (95% Cl -0.67 to 0.52).
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Population characteristics (N = 101).

Variable Mean / Absolute number  Standard Deviation / Percentages
Age 61,27 1,469
Male 68 67,3%
Female 33 32,7%

Notes: Quantitative variables presented as mean and standard deviation (SD). Qualitative variables presented as
absolute numbers and percentages (%).

Blood gas characteristics (N =101).

Variable Arterial Mean (SD)  Venous Mean (SD) p values
2,208 (0,129) 2,286 (0,127) 0,375%*

Abbreviations: Quantitative variables presented as mean and standard deviation (SD). Notes: **Mann-Whitney test.

Lactate

Correlation coefficient and agreement for arterial and venous blood samples —
subgroup analysis (N=101).

Variable Correlation  Bias 1C95% p values
LacVelacA 0,939% 0,02+0,24 -0,67a0,52 0,375%*

Abbreviations: LacV — venous lactate; LacA — arterial lactate. Notes: *Spearman's correlation. **Mann-Whitney test.

DISCUSSION

The evaluation of venous blood lactate is extremely
important, as it can prevent hospital mortality and provide
important prognostic information. In addition, it is a simple
method to be performed, since the puncture is less invasive
and painful when compared to arterial puncture. Itis known
that the assessment of lactate concentration has a better
clinical correlation when evaluated serially, as the increase
in lactate in patients with sepsis may be secondary to a
pyruvate dehydrogenase dysfunction or to an increase in
aerobic glycolysis.®

Different studies suggest that the plasma lactate
concentration value should be obtained through arterial
puncture, as venous blood only assesses the corresponding
region, that is, it does not provide monitoring of global
perfusion.®'® However, the present study demonstrates
that the concentration of lactate in the whole venous
blood does not present a statistically significant difference
compared to the concentration of lactate in the whole
arterial blood, in addition to showing a strong correlation
and an adequate agreement.

The study by Howell et al."® showed that, in patients
admitted with clinical suspicion of infection, the level of venous
lactate predicts hospital mortality within 28 days, regardless of
blood pressure, thus adding significant prognostic information
to that provided by other predictors clinical trials.

The study by Cicarelli et al.™" concluded that patients
with high lactate, in the first 24 hours after the diagnosis of
systemic inflammatory response syndrome (SIRS), did not have
more organic dysfunction than patients with normal lactate,
however, they had an increased risk of death within seven
days. Likewise, researchers have shown that postoperative
patients who presented lactate levels above 2 mmol/L at the
time of SIRS diagnosis were four times more likely to die in
seven days. Therefore, aggressive and effective treatment,
with the intention of avoiding septic shock, seems to enable
prevention of progression to a refractory state of shock and
consequent multiple organ failure. A consistent statement,
since a delay in volume resuscitation in these patients and in
the institution of inotropic support for myocardial dysfunction
increases the risk of death.

An analytical cross-sectional study, with the collection
of 32 patients, found that central and not peripheral venous
blood can replace arterial blood with good clinical correlation.
The authors identified a good correlation and reasonable
agreement between lactate levels collected from central
and arterial venous blood (r=0.84, p<0.0001). However, when
comparing peripheral and arterial venous blood, the correlation
was moderate and the clinical agreement relatively low.”

Other research has demonstrated the effectiveness of
venous lactate as a screening for patients who have suffered
some trauma. Elevated venous lactate made it possible to
identify a significant association between an increase in
lactate and an abbreviated maximum lesion score of 4 and
5 (ANOVA, F=8.26, p<0.001). Similarly, patients with venous
lactate = 2 mmol/L had significantly increased relative risks of
injury severity score = 13, death, admission to the Intensive
Care Unit (ICU) and length of stay > 2 days. In the comparison
between venous lactate and arterial lactate: in this case,
for screening trauma patients, venous lactate levels were
equally effective."? Similarly, the results of a research with 64
paired samples from 48 patients indicated strong correlations
between central venous and arterial lactate concentrations
in the overall correlation (r=0.962, p<0.0001, r2=0.965). For
the results of the regression equation, arterial lactate, (0.978
% central venous lactate) -0.137; during the state of shock,
(r=0.970, p<0.0001, r2=0.966) and for stable hemodynamics,
(r=0.935, p<0.0001, r2=0.962).13
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However, it is noteworthy that the analysis developed
was using plasma lactate instead of whole blood, which
may have interfered with the results. In the cohort study by
Martin & Priestap,'® there was a strong correlation (r=0.99)
between venous and arterial lactate. Even so, as they did not
observe good agreement between the variables, the author's
suggestion was to collect as a means of screening venous
blood gases to assess the acid-base balance of critically ill
patients. Subsequently, also according to the authors, arterial
blood gases should be collected to confirm the diagnosis.

The study of Marti et al." with 107 paired samples from
26 patients aimed to test whether venous blood samples
collected from the femoral access could be used to estimate
arterial lactate levels and central venous oxygen saturation in
critically ill patients. Outcomes showed a moderate correlation
between central venous oxygen saturation and femoral
venous oxygen saturation (r=0.686; p<0.0001), with a bias
of 8.24+10.44 (95% limits of agreement: -12.23 to 28.70).
There was a strong correlation between femoral and arterial
lactate levels (r=0.72, p<0.001) with a bias of -2.71+£9.86
(95% limits of agreement: -22.3 to 16.61). The presence
of hypoperfusion did not significantly change the results.
Another relevant factor during this study was the way in
which the levels of venous and arterial lactate led to similar
therapeutic approaches, which does not represent harm to
the treatment and prognosis of the patients evaluated.

Clinical agreement for venous saturation was
inadequate, with different therapeutic decisions in 22.4%
of situations; for lactate, it occurred in only 5.2% of situations.
As limitations of this study, we can mention the failure to
perform a serial assessment of the lactate concentration, as
well as an assessment of the serum lactate concentration.

CONCLUSION

Lactate concentrations in whole blood did not show
statistically significant differences between arterial and
venous blood. In addition, venous and arterial blood gases
showed a strong statistical correlation.

It is known that arterial blood samples for lactate
measurement can be easily obtained in operating rooms,
ICU and/or emergency rooms. However, when there is
no clinical justification for arterial blood collection, for
example, the need to assess the adequacy of 0, exchange,
the assessment of lactate concentration can be performed
by venipuncture, since the arterial puncture is an invasive
and painful procedure that requires experience from the

phlebotomist. However, more studies must be carried out
in order to obtain standardization amongst clinical analysis
laboratories, with the proposal of correct and accurate medical
conduct, in addition to providing a better possible prognosis
for the patient.
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Resumo

Objetivo: O presente estudo avaliou os niveis de anticorpos com potencial neutralizante (nAB) para SARS-CoV-2 em individuos nao imunizados e sem
infeccdo prévia, ndo imunizados com infeccao prévia, imunizados com as vacinas CoronaVac, AstraZeneca, Janssen e Pfizer, sem infeccdo prévia e
imunizados com infecgao prévia. Métodos: Foi realizado um levantamento de dados de prontudrio, de carater quantitativo, em um laboratério privado
de analises clinicas em uma cidade do meio-oeste de Santa Catarina, a fim de detectar qual imunizante apresentou o melhor desempenho em relacao
ao desenvolvimento destes anticorpos com potencial neutralizante para SARS-CoV-2 nos grupos pesquisados. Resultados: Os resultados apresentados
no presente estudo demonstraram que individuos com infec¢ao prévia por SARS-CoV-2 e nao imunizados possuem uma quantidade acima de 20%
de anticorpos com potencial neutralizante, quando comparados a individuos que néo relataram infeccao prévia (<20%). Todas as vacinas pesquisadas
mostraram uma eficiéncia a nivel de produgao nAB em individuos sem e com histérico prévio de infeccao, entretanto o imunizante Pfizer apresentou
melhor desempenho em individuos sem histérico de infec¢ao, quando comparado aos imunizantes CoronaVac e AstraZeneca. Além disso, os imunizantes
CoronaVac e AstraZeneca potencializam a produ¢ao nAB em individuos com histérico prévio de infeccao pelo SARS-CoV-2 quando comparada com a do
grupo que recebeu imunizante, mas nao apresentava histérico prévio de infeccao. Conclusdo: Todos os imunizantes avaliados levaram a producao de
valores significativos de nAB em individuos com e sem histérico prévio de infeccédo por SARS-CoV-2, podendo ser potencialmente Uteis na prevencéo
do desenvolvimento e agravamento da infeccao.

Palavras-chave: Ad26COVS1. Acesso aos Servicos de Saude. Eficacia de Vacinas. Epidemiologia

Abstract

Objective: Evaluated the levels of antibodies with neutralizing potential (nAB) for SARS-CoV-2 in non-immunized individuals without previous infection,
notimmunized with previous infection, immunized with CoronaVac, AstraZeneca, Janssen and Pfizer vaccines, without previous infection and immunized
with previous infection. Methods: A survey of data from medical records, of a quantitative nature, was carried out in a private clinical analysis laboratory in
a city in the middle west of Santa Catarina, in order to detect which immunizer presented the best performance in relation to the development of these
antibodies with neutralizing potential for SARS-CoV-2 in the groups surveyed. Results: Showed that individuals with previous SARS-CoV-2 infection and
not immunized have a greater than 20% amount of antibodies with neutralizing potential, when compared to individuals who did not report previous
infection (<20%). All vaccines researched showed an efficiency at the level of nAB production in individuals with and without a previous history of infection,
however the immunizer Pfizer showed better performance in individuals without a history of infection, when compared to the immunizer CoronaVac
and AstraZeneca. In addition, CoronaVac and AstraZeneca immunizes potentiate nAB production in individuals with a previous history of SARS-CoV-2
infection when compared to the group that received an immunization agent, but had no previous history of infection. Conclusion: All immunizers
evaluated led to the production of significant values of nAB in individuals with and without a previous history of SARS-CoV-2 infection, which could be
potentially useful in preventing the development and worsening of the infection.
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INTRODUCAO

Em dezembro de 2019, na cidade de Wuhan, que pela
primeira vez foi notificada uma pessoa com a COVID-19,
doenca causada pelo virus SARS-CoV-2, nunca detectada
em humanos.” Em janeiro de 2020, a OMS (Organizacdo
Mundial de Saude) declarou Emergéncia de Saude Publica de
Importancia Internacional e, em marco de 2020, situacdo de
pandemia causada pelo virus.? A partir destas declaragdes, o
mundo entrou em estado de alerta, alguns paises comecaram
a realizar planos de contingéncia antes mesmo de serem
afetados pelo SARS-CoV-2, visto a rapida disseminacao do
virus.®’ O SARS-CoV-2 pode causar uma sindrome respiratoria
aguda grave e a infec¢do pode ter como principais sintomas:
dores no corpo, na garganta, cefaleia, febre, cansaco, tosse,
dispneia, congestao nasal, vdmitos, ndusea, diarreia, descon-
forto respiratorio, taquipneia e hipoxemia.” |dosos, pessoas
com comorbidades ou imunossuprimidos apresentam maior
probabilidade de rapida progressao da infeccao, levando a
uma consideravel piora no quadro clinico, fazendo-se neces-
sario urgentemente o tratamento hospitalar.®

No Brasil, poucos meses ap6s o inicio da pandemia, em
abril de 2020, j& havia mais de 21 mil casos confirmados e
1,2 mil mortes pela COVID-19.©9 Em julho de 2022, o pais ja
contabilizava mais de 672 mil ébitos e 32 milhdes de casos
confirmados.”” Com mais de 5,1 milhdes de lares em condi-
¢Oes precarias, sem saneamento basico, com aglomeracao
de pessoas® e sem uma estratégia pré-definida para a con-
tingéncia da COVID-19, o Brasil teve ainda mais dificuldade
para conter a disseminacao.” Além dos impactos econdémicos,
sanitarios, sociais e politicos, a pandemia trouxe paraodiaa
dia da populacao algumas mudancas de vida, antes pouco
conhecidas, como quarentena, isolamento social, distancia-
mento e varios métodos que tentavam prevenir o contagio
com o virus causador da infeccao.®

Embora ainda nao se tenha conhecimento de um medi-
camento eficaz contra o coronavirus, em janeiro de 2021, o
Brasil iniciou a distribuicdo de imunizantes contra o virus,
sendo que 0s primeiros grupos a receberem a imunizacao
foram os profissionais da saide que estavam na linha de
frente de combate a infeccao, idosos institucionalizados
(acima de 60 anos), pessoas institucionalizadas acometidas
por alguma deficiéncia e a populagao indigena.'” Atualmente,
quatro imunizantes contra a COVID-19 sdo autorizadas pela
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) para uso
no Brasil: CoronaVac (Butantan), Oxford/Covishield (Fiocruz
e AstraZeneca), Comirnaty (Pfizer/Wyeth) e Janssen Vaccine

(Janssen-Cilag)."'? Neste artigo, esses imunizantes serdo
chamados respectivamente de: CoronaVac, AstraZeneca,
Pfizer e Janssen.

Cada imunizante tem uma tecnologia diferente, mas
todos tém a mesma funcdo: instigar o sistema imune inato
e a producao de anticorpos (ou imunoglobulinas) contra a
SARS-CoV-2.1% Sendo assim, o imunizante CoronaVac tem
como antigeno o virus inativado, o da AstraZeneca tem como
tecnologia de antigeno o vetor adenovirus recombinante, o
imunizante da Pfizer faz uso da tecnologia RNA mensageiro
sintético e o da Janssen utiliza vetores de adenovirus sorotipo
26 (Ad26), um virus que foi alterado geneticamente, com a
intencdo de que ele leve o gene da proteina Spike, encontrada
na porcao exterior do SARS-CoV-2, a qual concede o acesso
do virus nas células humanas.

Apesar de alguns imunizantes ndo apresentarem seu
principal mecanismo de inducdo de defesa contra o virus
através da producdo de anticorpos, estes sao os principais
mediadores do processo de defesa pela maior parte dos
imunizantes disponiveis."'¥ Popularmente, a producao do
anticorpo IgM indica que ha uma infeccao na fase aguda;
IgG positivo significa que ja houve contato prévio com o
virus em algum momento, mas o virus ndo esta mais ativo,
restando apenas esta imunoglobulina que carrega a memoria
imunoldgica e é capaz de identificar o virus se houver um
novo contato." Ja os anticorpos com potencial neutralizante
(nAB) sao imunoglobulinas da classe das IgG capazes de
neutralizar ou bloquear a entrada do SARS-CoV-2 na célula
humana."®Na COVID-19, eles bloqueiam a interacao entre o
dominio receptor obrigatério (RBD) da proteina Spike (S) e a
proteina ECA-2 (do inglés, angiotensin-converting enzyme 2),
que dependendo da quantidade disponivel na superficie
da célula pode aumentar o risco de infeccdo e até mesmo
colaborar para um pior prognéstico da doenca.!”

Entretanto, os testes deteccdo de IgG e IgM atuais (mesmo
0s que usam as proteinas S1, RBD e S2 como alvo) nao pes-
quisam a eficacia da funcao neutralizante destes anticorpos.
(% Portanto, a presenca desses anticorpos ndo necessaria-
mente garante a neutralizacao do virus, pois a sua existéncia
nao significa a presenca da eficacia da funcao neutralizante.
19 Khoury e colaboradores?? demostraram que o nivel de
anticorpos neutralizantes produzidos por sete imunizan-
tes disponiveis no mercado mundial (Moderna, Novavax,
Pfizer-BioNTech, Sputnik, AstraZeneca, Jonhson & Jonhson
e CoronaVac) pode predizer protecao imunolégica contra
infeccoes sintomaticas pelo SARS-CoV-2, além de proteger
contra o agravamento da COVID-19.
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Portanto, no intuito de fornecer dados clinicos acerca dos
niveis de anticorpos com potencial neutralizante induzidos
por imunizantes ou pelo contato com o virus SARS-CoV-2,
o objetivo do presente estudo foi avaliar os niveis desses
anticorpos em individuos ndo imunizados e sem infeccdo
prévia, ndo imunizados com infeccao prévia, imunizados
com CoronaVac, AstraZeneca, Pfizer e Janssen sem infeccdao
prévia e imunizados com infeccdo préviaem uma cidade do
meio-oeste de Santa Catarina, Brasil.

MATERIAL E METODOS

Foi realizado um levantamento de dados de prontuario,
de carater quantitativo, em um laboratério privado de ana-
lises clinicas em uma cidade do meio-oeste de Santa Cata-
rina, com o objetivo de avaliar os niveis de anticorpos com
potencial neutralizante para SARS-CoV-2, a fim de detectar
qual imunizante apresentou o melhor desempenho em
relacdo ao desenvolvimento destes anticorpos nos grupos
pesquisados (ndo imunizados e sem infeccdo prévia; ndo
imunizados com infeccao prévia; imunizados com as vacinas
CoronaVac, AstraZeneca, Pfizer e Janssen sem infeccdo prévia;
e imunizados com infeccao prévia).

O laboratério que forneceu os dados realiza o exame de
imunoensaio fluorescente para determinacdo quantitativa de
anticorpos neutralizantes circulantes contra SARS-CoV-2 em
amostras de soro e registra os dados de todos os pacientes
testados, com autorizagao dos pacientes através de um termo
titulado como“Termo de autorizacdo para realizagdo do teste
de COVID-19 - anticorpos neutralizantes”. Neste Termo eram
preenchidos dados pessoais do paciente como sexo, idade,
nome da vacina administrada na primeira e na segunda
dose, as respectivas datas de cada dose, quantos dias apds
a administracdo da ultima dose da vacina o paciente estava
coletando o exame, se o paciente ja havia testado positivo para
COVID-19 g, se sim, had quanto tempo, bem como o resultado
obtido de anticorpos neutralizantes apds a execucao do exame.
Todos esses dados foram inseridos em uma planilha de Excel
e posteriormente tratados através do programa de estatistica
GraphPad-Prism (versao 7.0).

Astabelas 1, 2, 3,4 e 5 demonstram os dados levantados
dos prontuarios dos pacientes, categorizando se o individuo
foivacinado ou ndo e, se sim, com qual vacina, se apresentou
histérico anterior para SARS-CoV-2, qual o sexo, qual a faixa
etaria (dividida em 0-18 anos, 19-40 anos, 41-60 anos e mais
de 60 anos). Também a quantidade de individuos e a média de
anticorpos com potencial neutralizante para cada subgrupo.

Individuos nao vacinados, com e sem histérico para SARS-CoV-2, dos sexos feminino e masculino, subdivididos em categorias de idade de 0-18, 19-40, 41-60 e mais de 60
anos, bem como a quantidade de individuos testados e a porcentagem (%) de anticorpos com potencial neutralizante obtido por cada grupo.

Sem vacina
Vacinado ou nao? Historico de SARS-Cov-2? Sexo Idade Individuos testados Média de % de nAB

Néo vacinado Sem histdrico Feminino 0-18anos 10 0%
Néo vacinado Sem historico Feminino 19 - 40 anos 06 3%
Néo vacinado Sem histdrico Feminino 41-60 anos 02 23%
Néo vacinado Sem historico Feminino > 60 anos 0 X
Néo vacinado Sem histdrico Masculino 0-18anos 06 14%
Néo vacinado Sem histdrico Masculino 19 - 40 anos 05 14%
Nao vacinado Sem histdrico Masculino 41-60 anos 05 35%
Néo vacinado Sem historico Masculino > 60 anos 02 24%
Néo vacinado Com histdrico Feminino 0-18anos 0 X
Néo vacinado Com histdrico Feminino 19-40anos 0 X
Néo vacinado Com histdrico Feminino 41- 60 anos 01 51%
Néo vacinado Com histdrico Feminino > 60 anos 0 X
Néo vacinado Com histdrico Masculino 0-18anos 02 6%
Néo vacinado Com histérico Masculino 19 - 40 anos 0 X
Néo vacinado Com histdrico Masculino 41-60anos 07 45%
Néo vacinado Com histdrico Masculino > 60 anos 0 X
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Individuos imunizados com CoronaVac, com uma a trés doses, com e sem histérico para SARS-CoV-2, dos sexos feminino e masculino, subdivididos em categorias de idade de
0-18, 19-40, 41-60 e mais de 60 anos, bem como a quantidade de individuos testados e a porcentagem (%) de anticorpos com potencial neutralizante obtido por cada grupo.

Coronavac
Vacinado ou nao? Quantas doses? Historico de SARS-Cov-2? Sexo Idade Individuos testados ~ Média de % de nAB

Vacinado 1dose Sem histdrico Feminino 0-18anos 0 X
Vacinado 1dose Sem histdrico Feminino 19- 40 anos 0 X
Vacinado 1dose Sem histdrico Feminino 41-60 anos 0 X
Vacinado 1dose Sem histdrico Feminino > 60 anos 0 X
Vacinado 1dose Sem histdrico Masculino 0-18anos 0 X
Vacinado 1dose Sem historico Masculino 19 - 40 anos 0 X
Vacinado 1dose Sem histdrico Masculino 41- 60 anos 0 X
Vacinado 1 dose Sem historico Masculino > 60 anos 0 X
Vacinado 2 doses Sem historico Feminino 0- 18 anos 01 98,80%
Vacinado 2 doses Sem histérico Feminino 19 - 40 anos 20 78%
Vacinado 2 doses Sem historico Feminino 41 - 60 anos 08 75,84%
Vacinado 2 doses Sem histdrico Feminino > 60 anos 33 50,93%
Vacinado 2 doses Sem historico Masculino 0-18anos 01 99,90%
Vacinado 2 doses Sem histdrico Masculino 19 - 40 anos 05 33%
Vacinado 2 doses Sem historico Masculino 41- 60 anos 08 44%
Vacinado 2 doses Sem histdrico Masculino > 60 anos 14 34,74%
Vacinado 3 doses Sem historico Feminino 0-18anos 0 X
Vacinado 3 doses Sem historico Feminino 19- 40 anos 09 96,12%
Vacinado 3 doses Sem histdrico Feminino 41-60 anos 06 96,20%
Vacinado 3 doses Sem historico Feminino > 60 anos 02 89,10%
Vacinado 3 doses Sem histdrico Masculino 0-18anos 01 99,50%
Vacinado 3 doses Sem histdrico Masculino 19 - 40 anos 05 94,10%
Vacinado 3 doses Sem histdrico Masculino 41-60 anos 02 99,55%
Vacinado 3 doses Sem histérico Masculino > 60 anos 01 90,90%
Vacinado 1 dose ou mais Com histdrico Feminino 0-18anos 0 X
Vacinado 1 dose ou mais Com histérico Feminino 19-40anos 32 89,15%
Vacinado 1 dose ou mais Com historico Feminino 41 - 60 anos 10 94,07%
Vacinado 1 dose ou mais Com histdrico Feminino > 60 anos 08 91,89%
Vacinado 1 dose ou mais Com historico Masculino 0-18anos 01 99,80%
Vacinado 1 dose ou mais Com histdrico Masculino 19-40anos 05 84,78%
Vacinado 1 dose ou mais Com histdrico Masculino 41- 60 anos 0 X
Vacinado 1 dose ou mais Com histérico Masculino > 60 anos 05 68,42%
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Individuos imunizados com AstraZeneca, com uma a trés doses, com e sem histdrico para SARS-CoV-2, dos sexos feminino e masculino, subdivididos em categorias de idade de
0-18, 19-40, 41-60 e mais de 60 anos, bem como a quantidade de individuos testados e a porcentagem (%) de anticorpos com potencial neutralizante obtido por cada grupo.

AstraZeneca
Vacinado ou nao? Quantas doses? Historico de SARS-Cov-2? Sexo Idade Individuos testados ~ Média de % de nAB

Vacinado 1dose Sem histdrico Feminino 0-18anos 05 27,98%
Vacinado 1 dose Sem historico Feminino 19 - 40 anos 02 3,75%
Vacinado 1dose Sem histdrico Feminino 41- 60 anos 02 5,35%
Vacinado 1 dose Sem historico Feminino > 60 anos 02 60,85%
Vacinado 1dose Sem histdrico Masculino 0-18anos 0 X
Vacinado 1dose Sem historico Masculino 19 - 40 anos 01 98,90%
Vacinado 1dose Sem histdrico Masculino 41- 60 anos 01 0%
Vacinado 1dose Sem histérico Masculino > 60 anos 01 0%
Vacinado 2 doses Sem histdrico Feminino 0-18anos 0 X
Vacinado 2 doses Sem histérico Feminino 19-40anos 05 86,14%
Vacinado 2 doses Sem historico Feminino 41 - 60 anos 1 74,63%
Vacinado 2 doses Sem histdrico Feminino > 60 anos 04 45,15%
Vacinado 2 doses Sem historico Masculino 0-18anos 0 X
Vacinado 2 doses Sem histdrico Masculino 19-40anos 06 53,10%
Vacinado 2 doses Sem historico Masculino 41-60anos 02 32%
Vacinado 2 doses Sem histérico Masculino > 60 anos 05 45,76%
Vacinado 3 doses Sem historico Feminino 0-18anos 0 X
Vacinado 3 doses Sem histdrico Feminino 19-40anos 12 81%
Vacinado 3 doses Sem histdrico Feminino 41- 60 anos 07 92,31%
Vacinado 3 doses Sem historico Feminino > 60 anos 03 72,23%
Vacinado 3 doses Sem histdrico Masculino 0-18anos 0 X
Vacinado 3 doses Sem histdrico Masculino 19 - 40 anos 02 99,30%
Vacinado 3 doses Sem histdrico Masculino 41-60 anos 05 66,80%
Vacinado 3 doses Sem histérico Masculino > 60 anos 02 68,50%
Vacinado 1 dose ou mais Com histdrico Feminino 0-18anos 0 X
Vacinado 1 dose ou mais Com histérico Feminino 19 - 40 anos 06 97,15%
Vacinado 1 dose ou mais Com historico Feminino 41 - 60 anos 13 85,08%
Vacinado 1 dose ou mais Com histdrico Feminino > 60 anos 05 95,71%
Vacinado 1 dose ou mais Com historico Masculino 0-18anos 0 X
Vacinado 1 dose ou mais Com histdrico Masculino 19-40anos 06 97,15%
Vacinado 1 dose ou mais Com histdrico Masculino 41 - 60 anos N 90,81%
Vacinado 1 dose ou mais Com histdrico Masculino > 60 anos 02 99%

RBAC. 2023,55(1):41-52
45



Avaliacdo de anticorpos com potencial neutralizante para SARS-CoV-2 | Tessari FD, Girardi BA

Individuos imunizados com Pfizer, com uma a trés doses, com e sem histdrico para SARS-CoV-2, dos sexos feminino e masculino, subdivididos em categorias de idade de
0-18, 19-40, 41-60 e mais de 60 anos, bem como a quantidade de individuos testados e a porcentagem (%) de anticorpos com potencial neutralizante obtido por cada grupo.

Pfizer
Vacinado ou nao? Quantas doses? Histérico de SARS-Cov-2? Sexo Idade Individuos testados ~ Média de % de nAB

Vacinado 1dose Sem histdrico Feminino 0-18anos 0 X
Vacinado 1dose Sem histdrico Feminino 19-40 anos 0 X
Vacinado 1dose Sem histdrico Feminino 41 - 60 anos 0 X
Vacinado 1dose Sem histdrico Feminino > 60 anos 0 X
Vacinado 1dose Sem histdrico Masculino 0-18anos 0 X
Vacinado 1dose Sem histdrico Masculino 19 - 40 anos 01 0%
Vacinado 1 dose Sem historico Masculino 41- 60 anos 0 X
Vacinado 1dose Sem histdrico Masculino > 60 anos 0 X
Vacinado 2 doses Sem histérico Feminino 0- 18 anos 01 99,80%
Vacinado 2 doses Sem historico Feminino 19 - 40 anos 1 75,73%
Vacinado 2 doses Sem histdrico Feminino 41-60 anos 06 72,93%
Vacinado 2 doses Sem histdrico Feminino > 60 anos 05 98,69%
Vacinado 2 doses Sem histdrico Masculino 0-18anos 01 99,80%
Vacinado 2 doses Sem historico Masculino 19 - 40 anos 10 76%
Vacinado 2 doses Sem histdrico Masculino 41-60 anos 03 82,53%
Vacinado 2 doses Sem histérico Masculino > 60 anos 01 61,90%
Vacinado 3 doses Sem histdrico Feminino 0-18anos 0 X
Vacinado 3 doses Sem histdrico Feminino 19- 40 anos 09 94,97%
Vacinado 3 doses Sem historico Feminino 41- 60 anos 01 96%
Vacinado 3 doses Sem histdrico Feminino > 60 anos 01 66%
Vacinado 3 doses Sem histdrico Masculino 0-18anos 0 X
Vacinado 3 doses Sem histdrico Masculino 19-40anos 02 99,35%
Vacinado 3 doses Sem histérico Masculino 41 - 60 anos 0 X
Vacinado 3 doses Sem histdrico Masculino > 60 anos 0 X
Vacinado 1 dose ou mais Com histérico Feminino 0-18 anos 02 97,80%
Vacinado 1 dose ou mais Com historico Feminino 19 - 40 anos 14 95,60%
Vacinado 1 dose ou mais Com histdrico Feminino 41-60 anos 03 99%
Vacinado 1 dose ou mais Com historico Feminino > 60 anos 01 99,70%
Vacinado 1 dose ou mais Com histdrico Masculino 0-18anos 0 X
Vacinado 1 dose ou mais Com histérico Masculino 19-40anos 10 95,37%
Vacinado 1 dose ou mais Com histdrico Masculino 41-60 anos 03 99,50%
Vacinado 1 dose ou mais Com histérico Masculino > 60 anos 01 99,70%

RBAC. 2023,55(1):41-52
46



Avaliacado de anticorpos com potencial neutralizante para SARS-CoV-2 | Tessari FD, Girardi BA

Individuos imunizados com Janssen, com uma a trés doses, com e sem histdrico para SARS-CoV-2, dos sexos feminino e masculino, subdivididos em categorias de idade de
0-18, 19-40, 41-60 e mais de 60 anos, bem como a quantidade de individuos testados e a porcentagem (%) de anticorpos com potencial neutralizante obtido por cada grupo.

Janssen
Vacinado ou nao? Quantas doses? Histérico de SARS-Cov-2? Sexo Idade Individuos testados ~ Média de % de nAB

Vacinado 1 dose Sem historico Feminino 0- 18 anos 04 56,63%
Vacinado 1dose Sem histdrico Feminino 19-40 anos 04 56,60%
Vacinado 1dose Sem histdrico Feminino 41 -60 anos 04 57%
Vacinado 1dose Sem histdrico Feminino > 60 anos 0 X
Vacinado 1dose Sem historico Masculino 0-18anos 0 X
Vacinado 1dose Sem histdrico Masculino 19 - 40 anos 0 X
Vacinado 1dose Sem histérico Masculino 40 - 60 anos 04 53,10%
Vacinado 1dose Sem histdrico Masculino > 60 anos 0 X
Vacinado 2 doses Sem histérico Feminino 0- 18 anos 0 X
Vacinado 2 doses Sem histdrico Feminino 19 - 40 anos 0 X
Vacinado 2 doses Sem histdrico Feminino 41-60 anos 0 X
Vacinado 2 doses Sem histdrico Feminino > 60 anos 0 X
Vacinado 2 doses Sem histdrico Masculino 0-18anos 0 X
Vacinado 2 doses Sem histérico Masculino 19-40anos 02 64,30%
Vacinado 2 doses Sem histdrico Masculino 41-60 anos 0 X
Vacinado 2 doses Sem histérico Masculino > 60 anos 0 X
Vacinado 3 doses Sem histdrico Feminino 0-18anos 0 X
Vacinado 3 doses Sem histdrico Feminino 19-40anos 0 X
Vacinado 3 doses Sem histdrico Feminino 41 - 60 anos 0 X
Vacinado 3 doses Sem histdrico Feminino > 60 anos 0 X
Vacinado 3 doses Sem historico Masculino 0-18anos 0 X
Vacinado 3 doses Sem histdrico Masculino 19 - 40 anos 0 X
Vacinado 3 doses Sem histérico Masculino 41-60anos 0 X
Vacinado 3 doses Sem histdrico Masculino > 60 anos 0 X
Vacinado 1 dose ou mais Com histérico Feminino 0- 18 anos 0 X
Vacinado 1 dose ou mais Com historico Feminino 19 - 40 anos 01 99,10%
Vacinado 1 dose ou mais Com histdrico Feminino 41-60 anos 05 86,28%
Vacinado 1 dose ou mais Com histdrico Feminino > 60 anos 0 X
Vacinado 1 dose ou mais Com histdrico Masculino 0-18anos 0 X
Vacinado 1 dose ou mais Com histdrico Masculino 19 - 40 anos 0 X
Vacinado 1 dose ou mais Com histdrico Masculino 41- 60 anos 02 80,80%
Vacinado 1 dose ou mais Com histérico Masculino > 60 anos 0 X
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Os dados referentes as datas de administracdo da dose
de cada vacina (para os grupos vacinados) e os dados refe-
rentes a data de positivagdo para COVID-19 (para os grupos
com histdrico) foram preenchidos de forma incompleta pelos
pacientes no termo disponibilizado pelo laboratério. Isso
impossibilitou o levantamento desses dados para a utilizacdo
com fidedignidade no artigo.

Foram preservados nomes dos pacientes que tiveram os
prontudrios analisados, visto que essa pesquisa teve carater
retrospectivo por se tratar de levantamento de dados pron-
tuarios/laudos/exames ou similar, os quais foram mantidos
sob sigilo, em conformidade com o que prevé os termos da
Resolucao 466/12 do Conselho Nacional de Saude. O presente
estudo foi autorizado pelo CEP (Comité de Etica em Pesquisa)
da Fundacao Universidade do Oeste de Santa Catarina, sob
o CAAE: 53144421.6.0000.5367, Parecer n° 5.134.503.

RESULTADOS

Os resultados obtidos foram separados por vacinas, ndo
considerando nesse estudo a quantidade de doses, o sexo e
a idade dos pacientes.

A andlise estatistica da Figura 1, Mann-Whitney test,
mostrou um aumento na porcentagem de detec¢do de anti-
corpos neutralizantes (P=0,0008) em pacientes com histérico
de infeccao prévia pela COVID-19 e sem imunizacao (n=10)
em comparagao com o grupo controle sem historico e sem
imunizacao (n=36).

A andlise estatistica da Figura 2, ANOVA de uma via,
demonstrou que todos os imunizantes aumentaram a expres-
sdo de anticorpos neutralizantes detectados em individuos
vacinados e sem histérico prévio de infeccdo pela COVID-19
[F(5,300) = 69,08; P = 0,0001]. A analise post-hoc (Dunn’s)
revelou que os grupos imunizados com CoronaVac e AstraZe-
neca apresentaram menor porcentagem de anticorpos neu-
tralizantes quando comparados aos imunizados com Pfizer.

A analise estatistica da Figura 3, ANOVA de uma via,
demonstrou que todos os imunizantes aumentaram a expres-
sao de anticorpos neutralizantes detectados em individuos
vacinados e com histérico prévio de infeccdo pela COVID-19
[F(5,166) = 27,25; P=0,0001].

A andlise estatistica da Figura 4, Mann-Whitney test, mos-
trou que ha uma potencializacdo da producao de anticorpos
neutralizantes em pacientes com histérico de infeccao prévia
pela COVID-19 e vacinados com os imunizantes CoronaVac
e AstraZeneca em comparagao com o grupo controle sem
histérico de infeccdo pela COVID-19 e vacinados.
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DISCUSSAO

O presente estudo avaliou a producao de nAB para o virus
SARS-CoV-2 através da andlise de prontuarios de 466 indivi-
duos que realizaram o teste para deteccdo em um laboratério
privado de uma cidade do meio-oeste de Santa Catarina, Brasil.
Sabe-se que é possivel induzir a formacédo de anticorpos de
defesa através daimunizacado ou pela infeccdo ocasionada pelo
contato com o virus, sendo que estes anticorpos tém papel
importante principalmente no que diz respeito a prevencao
e/ou minimizacdo dos sintomas em uma nova infec¢ao.

AFigura 1 demonstra que individuos ndo imunizados, que
se infectaram pelo SARS-CoV-2 e apresentaram a COVID-19
desenvolveram nAB, de acordo com os niveis considerados
positivos (>20%) pela bula do teste de deteccao (ECO Diag-
nostica LTDA-F COVID nAB-FA 0057), em comparagao com
o grupo controle (individuos sem histérico de COVID-19 e
nao imunizados). Nesse sentido, estudos prévios corroboram
nossos achados e demonstram que a COVID-19 ocasionada
pelainfeccao prévia por SARS-CoV-2 leva ao desenvolvimento
de anticorpos com potencial neutralizante na maioria dos
individuos, visto que existem pessoas que ndo produzem
0s mesmos. "

Além disso, similaridades genéticas que promovem a
sintese de proteinas comuns podem ser encontradas dentro
da classe dos Sarbecovirus (classe a que pertence o SARS-
-CoV-2 e permitir que uma pessoa que entre em contato com
algum virus desta classe venha a desenvolver anticorpos
com potencial neutralizante para o virus e para outros virus
da mesma classe, caracterizando o que podemos chamar de
reacao cruzada."® Este fato pode explicar que individuos que
ndo relatam infeccao prévia pelo virus apresentem algum
nivel de anticorpo detectado no teste conforme observamos
nos resultados da Figura 1, mas nao sao considerados posi-
tivos pelo teste. Entretanto, também devemos considerar
que a presenca destes anticorpos pode ser observada pela
exposicao ao virus SARS-CoV-2 que nao chegou a levar ao
desenvolvimento de uma infeccdo sintomatica.®"??

O histérico de infeccao pelo virus SARS-CoV-2 apresenta
muita relevancia quanto ao total de anticorpos com potencial
neutralizante produzidos.?" Estudos demonstram que os
anticorpos produzidos pela infeccdo natural tém uma maior
vida util no organismo, podendo ser detectados poraté 1ano
e meio oferecendo protecdo duradoura aos individuos contra
uma nova infec¢do ou contra o agravamento dos sintomas
em uma nova exposicao.® Esse fato pode ser explicado, pois
na infeccdo natural o sistema imune entra em contato com

diferentes sitios antigénicos do patégeno vivo e naimuniza-
¢ao, o patégeno se encontra morto ou inativado ou ainda o
imunizante é desenvolvido com tecnologias que apresentam
fragmentos de RNA viral (o que diminui os determinantes
antigénicos) que serao reconhecidos pelas células do sistema
imune inato para posterior possivel soroconversdo.?”

As vacinas para o SARS-CoV-2 disponiveis atualmente
podem estimular o organismo a produzir anticorpos contra o
patdgeno, e essas células de memaria agem de forma rapida
se o corpo for novamente exposto ao antigeno visando uma
possivel prevencdo de nova infeccdo. Além disso, certas
vacinas podem aumentar a producao de células do sistema
imune inato como forma de protecéo, e nao necessariamente
induzir a producao de anticorpos.” O resultado da Figura
2 demonstra que todos os imunizantes disponiveis hoje no
Brasil (Pfizer, CoronaVac, Janssen e AstraZeneca) aumenta-
ram a producao de nAB em individuos que foram vacina-
dos e que alegaram nao apresentar histérico de COVID-19
quando comparada a do grupo controle (nao vacinados e
sem historico de COVID-19). Além disso, o imunizante Pfizer
apresentou melhor desempenho quando comparado com o
dos imunizantes CoronaVac e AstraZeneca. Estudos realiza-
dos nas diversas partes do mundo apontam que, apesar da
rapidez com que foram produzidas, as vacinas disponiveis
no Brasil sdo seguras e eficazes na producao de nAB, além de
instigarem a producdo de células do sistema imune inato. %)

A Figura 3 demonstra que a imunizacao potencializa
a producdo de nAB em individuos que apresentam histé-
rico prévio de infeccdo quando comparados a do grupo
controle que néo foi vacinado, mas apresenta histdrico
prévio de COVID-19. Consideramos que o grupo controle ja
é considerado positivo para nAB de acordo com o teste de
deteccao (>20%), pois ja tiveram a doenca e desenvolveram
os anticorpos. Estudos prévios da literatura confirmam os
achados encontrados e corroboram a informacao de que a
imunizacao em individuos que ja tiveram a COVID-19 pode
potencializar a producdo de nAB. 2"

Nesse sentido, a Figura 4, A e B, demonstra que os imuni-
zantes CoronaVac e AstraZeneca potencializam a producgao
de anticorpos com potencial neutralizante em individuos
vacinados e com histérico prévio de COVID-19 quando em
comparagdo com o grupo que recebeu o mesmo imunizante,
mas nao apresentava histérico prévio de COVID-19. 0 mesmo
resultado ndo foi observado para os imunizantes Pfizer e
Janssen, visto que ndo houve diferenca significativa entre
0s grupos vacinados com histérico prévio e vacinados sem
histérico prévio de COVID-19.
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Apesar de nossos resultados demonstrarem que ha
uma producao maior desses anticorpos em individuos vaci-
nados quando associada a positividade do paciente frente
a infeccdo para alguns imunizantes, ndo se pode definir a
quantidade de nAB produzida pela resposta imune natural
e pela resposta vacinal neste estudo. Além disso, a falta
de potencializacdo do efeito nas vacinas Pfizer e Janssen,
quando comprados grupos imunizados com e sem histérico
prévio, pode ser justificada de acordo com a literatura, pelo
tempo transcorrido entre a imunizacdo e o ensaio para a
deteccdo de nAB visto que estudos demonstram que entre
3 e 6 meses apos a aplicagao dos imunizantes os niveis de
anticorpos neutralizantes produzidos pela resposta vacinal
decaem significativamente,®?® demonstrando a necessidade
de administracdo de doses de reforco para manter os niveis
de nAB circulantes.®® Como estes imunizantes ndo eram
administrados com multiplas doses, a possibilidade de as
dosagens de nAB terem sido realizadas apds esse periodo
poderia justificar os resultados encontrados.

Nesse sentido, no presente estudo ndo conseguimos
separar os grupos por doses de imunizantes e tempo trans-
corrido entre aadministracao da ultima dose do imunizante,
data da positivacdo para COVID-19 e a testagem em relacdo
aos niveis de nAB visto que como se tratou de um estudo
clinico com dados de prontudrio, nao tinhamos representantes
de todos os grupos, conforme demonstrado nas tabelas 2, 3
e 4, como também os prontudrios estavam incompletos em
relacdo as datas das testagem e datas de aplicacdo de doses
das vacinas e positivacao para COVID-19.

CONCLUSAO

A dosagem de nAB, apesar de nao recomendada, e que
foi mundialmente utilizada durante a pandemia de COVID-
19, permite avaliar uma possivel resposta do sistemaimune
adquirido gerada em cada individuo frente a uma infeccao
desenvolvida pela imunizacdo ou pelo préprio contato
com o patdégeno, neste caso o SARS-CoV-2. Os resultados
apresentados no presente estudo demonstraram que indi-
viduos com histérico prévio de COVID-19 e ndo imunizados
possuem uma quantidade acima de 20% de nAB quando
comparados a individuos que nao foram infectados (<20%).
Todas as vacinas pesquisadas mostraram uma eficiéncia
a nivel producdo nAB em individuos sem e com histérico
prévio de infeccdo, entretanto o imunizante Pfizer apresen-
tou melhor desempenho, em individuos sem histérico de
COVID-19, quando comparado ao imunizante CoronaVac

e AstraZeneca. Além disso, os imunizantes CoronaVac e
AstraZeneca potencializam a producdo nAB em individuos
com histérico prévio de COVID-19, quando comparada com
a do grupo que recebeu imunizante, mas ndo apresentava
histérico prévio de infeccao.

Apesar de todos os imunizantes produzirem nAB, pode-
mos concluir com os dados apresentados que hd uma maior
imunogenicidade, quando ndo ha exposicao prévia ao virus,
de imunizantes com tecnologia de RNA mensageiro sinté-
tico, mas isso ndo se reproduz quando ja houve exposicdo
e desenvolvimento de infeccdo natural. Quando ja houve
uma infec¢do natural, os imunizantes com virus morto ou
inativado potencializam a produgao de nAB.
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Resumo

Introdugdo: O cancer do colo do Utero ainda se configura com problema de satide publica e o exame citopatolégico é uma ferramenta eficaz para
monitorar e prevenir a evolucao de neoplasias. Objetivos: Verificar a frequéncia de lesdes intraepiteliais e os principais tipos de microrganismos presentes
em lesdes do colo do Utero de mulheres. Material e métodos: Estudo de carater analitico retrospectivo transversal, realizado no Laboratério Escola da
ASCES-UNITA, a partir dos diagnosticos positivos para lesdes intraepiteliais, carcinoma escamoso, adenocarcinoma in situ, bem como para os agentes
infecciosos presentes em exames de pacientes atendidas no periodo de 2016 a 2020. Resultados: A frequéncia de diagndsticos negativos para lesoes
cervicais apresentou-se maior que a de positivas. O ano de 2017 foi o que apresentou mais resultados positivos para lesdes intraepiteliais (10), com maior
numero para ASC-US com 4 pacientes (2,32%), seguido de HSIL com 3 pacientes (1,74%), LSIL com 2 pacientes (1,16%) e carcinoma escamoso com 1
paciente (0,58%). Com relagao aos microrganismos potencialmente patogénicos, 2017 foi o ano que identificou mais microrganismos (163) e, destes,
Gardnerella vaginalis (71,16%) e Candida albicans (13,49%) estavam em maior nimero. Também se identificou a presenca de Lactobacillus sp., bacilos
€ cocos que ndo possuiam acdo infecciosa. Conclusdes: Foi verificada a presenca de lesées intraepiteliais como ASC-US, ASC-H, LSIL, HSIL e carcinoma
escamoso, com predominio para ASC-US. Quanto aos microrganismos patogénicos, observou-se prevaléncia de Gardnerella vaginalis seguida por Candida
albicans, havendo associacao entre a presenca de Gardnerella vaginalis com o desenvolvimento de lesées.

Palavras-chave: Lesées Intraepiteliais Escamosas Cervicais; Neoplasias do Colo do Utero; Microbiologia.

Abstract

Introduction: Cervical cancer is still a public health problem and the cytopathological exam is an effective tool to monitor and prevent the evolution
of neoplasms. Objectives: To verify the frequency of intraepithelial lesions and the main types of microorganisms present in cervical lesions in women.
Material and methods: Retrospective analytical cross-sectional study, carried out at the Laboratory School of ASCES-UNITA, from the positive diagnoses
for intraepithelial lesions, squamous cell carcinoma, adenocarcinoma in situ, as well as for the infectious agents present in exams of patients seen in the
period from 2016 to 2020. Results: The frequency of negative diagnoses for cervical lesions presented higher than that of positive ones. The year 2017
presented the most positive results for intraepithelial lesions (10), with the highest number for ASC-US with 4 patients (2.32%), followed by HSIL with 3
patients (1.74%), LSIL with 2 patients (1.16%) and squamous cell carcinoma with 1 patient (0.58%). Regarding potentially pathogenic microorganisms,
2017 was the year that identified the most microorganisms (163) and of these, Gardnerella vaginalis (71.16%) and Candida albicans (13.49%) were in the
highest number. The presence of Lactobacillus sp., Bacilli and Cocci that did not have infectious action were also identified. Conclusions: The presence
of intraepithelial lesions such as ASC-US, ASC-H, LSIL, HSIL and squamous cell carcinoma was verified, with predominance for ASC-US. The pathogenic
microorganisms, there was a prevalence of Gardnerella vaginalis followed by Candida albicans, with an association between the presence of Gardnerella
vaginalis with the development of lesions.
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INTRODUCAO

O colo do utero é constituido de uma porgao interna, a
endocérvice, e uma porcao externa, composta por epitélio
pavimentoso estratificado ndo queratinizado, bem similarao
epitélio vaginal.” A sua principal funcéo é proteger a cérvice
e a vagina de agentes quimicos, fisicos e microbiolégicos.?

Quando uma neoplasia acomete o colo do Utero, hd uma
replicacdo celular desordenada do epitélio de revestimento
desse 6rgao, comprometendo também o tecido subjacente,
conhecido como estroma. Existem duas categorias de neo-
plasias do colo do Utero e suas manifestacbes dependem
do epitélio comprometido, ambas associadas ao papiloma
virus humano (HPV).® Dessas neoplasias, o carcinoma epi-
dermoide representa o tipo mais incidente, acometendo
o epitélio escamoso. J& o adenocarcinoma, por sua vez,
representa o tipo mais raro e acomete o epitélio glandular.”
Dessa maneira, a presenga do cancer cervical estd associada
ainfeccbes pelo HPV.®)

Existem aproximadamente 120 tipos de HPV, sendo
que aproximadamente 36 sao capazes de infectar o apa-
relho genital.” Os que mais se destacam sdo o HPV tipo 16
e 18, pois apresentam maiores riscos de infeccdes, sendo
capazes de se integrar ao DNA (acido desoxirribonucleico)
do paciente e sdo os mais associados com a ocorréncia de
neoplasias no mundo.” Neste sentido, quando a infeccao
se torna persistente, ocorrem alteracdes morfoldgicas nas
células do epitélio cervical, dando origem as lesdes de baixo
risco, as lesdes de alto risco e ao cancer propriamente dito.®

A Gardnerellavaginalis, uma bactéria membro da micro-
biota vaginal, pode estar associada a infeccdes e atuar como
um agente facilitador da entrada do HPV nas células epiteliais,
causando lesbes no epitélio cervicovaginal, nas células das
camadas basais e parabasais, aumentando assim o risco do
desenvolvimento do cancer do colo do utero.”» O estudo de
Silva et al."® demonstrou uma possivel associacao entre a
infeccao por Gardnerella vaginalis e o desenvolvimento de
anormalidades cervicais, como aquelas ocasionadas pelo
HPV. Além da Gardnerella vaginalis, outros microrganismos
podem estar presentes em lesdes epiteliais e vaginites, tais
quais Trichomonas vaginalis ou Candida albicans.™

O rastreamento de possiveis lesdes intraepiteliais, bem
como a identificacdo do grau de acometimento das lesdes
sdo possiveis através da colpocitologia oncética, também
chamada de exame citopatoldgico, ou Papanicolaou,? exame
citolégico convencional de baixo custo, que possibilita a
deteccdo precoce do cancer cervical, sendo disponibilizado

pelo Sistema Unico de Saude (SUS) e que deve ser realizado,
na grande maioria das vezes, anualmente.”

Mesmo com a possibilidade de deteccao precoce, bem
como com as orientagdes quanto as praticas preventivas, o
cancer do colo do utero ainda se enquadra como um problema
de saude publica nos paises em desenvolvimento como o
Brasil, valendo ressaltar que o exame citopatolégico é uma
ferramenta eficaz para monitorar e prevenir evolucdes de
neoplasias."® Nesse contexto, este estudo objetivou veri-
ficar a frequéncia de lesdes intraepiteliais e os principais
microrganismos que possam estar relacionados a lesdées do
colo do utero presentes em exames de mulheres atendidas
no Laboratério de Citologia Clinica do Centro Universitario
Tabosa de Almeida (ASCES-UNITA).

MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo de carater analitico retrospectivo
transversal, realizado no Laboratério de Citologia Clinica loca-
lizado no Laboratério Escola do Centro Universitario Tabosa
de Almeida (ASCES-UNITA), acerca das lesdes intraepiteliais
do colo do Utero e dos principais microrganismos associados.
Para atingir os objetivos propostos no estudo, foram utili-
zados os diagnésticos citolégicos do exame Papanicolaou,
disponibilizados pelo local de estudo. Por meio dos dados
obtidos nos exames citolégicos, foi realizado o levantamento
quantitativo das informacgdes.

A populacdo do estudo se baseou nos laudos das mulhe-
res com faixa etaria de 18 a 64 anos, com exames realizados
entre o periodo de janeiro de 2016 a dezembro de 2020.
Foram incluidos no estudo os exames citopatoldgicos (diag-
noésticos positivos para lesdes intraepiteliais, carcinoma
escamoso, adenocarcinoma in situ, agentes infecciosos e
resultados negativos). Foram excluidos os exames que se
mostravam com preenchimento incompleto acerca dos
dados, bem como os laudos cujos resultados evidenciaram
que as laminas foram consideradas insatisfatorias em rela-
¢ao a sua confeccdo. As informacdes obtidas dos exames de
Papanicolaou foram coletadas de maneira manual, sendo
utilizado o programa Microsoft Office Excel 2016 para tabu-
lacdo dos dados.

Na andlise de dados, foi realizada a estatistica quantitativa.
Os dados de associacao foram analisados através do teste
de Qui-quadrado, utilizando o programa PRISM, versao 6.0,
considerando intervalo de confianca de 95%, e p>0,05 o nivel
de significancia de 5%. Também foi utilizado o programa
Microsoft Office Excel 2016 para a plotagem de gréficos.
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ETICA

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa com Seres Humanos do Centro Universitario
Tabosa de Almeida (ASCES-UNITA), sob Parecer n°5.337.930.

RESULTADOS

No que se refere ao numero de exames avaliados, verifi-
cou-se que 2017 foi 0 ano em que mais pacientes (172) rea-
lizaram o exame, e 2020 o ano que registrou menor nimero
de exames.”” De maneira geral, o indice de positividade foi
de 6,83% e a frequéncia relativa de diagnoésticos negativos
foi maior do que a de positivos. Apesar disso, nos anos de
2019 e 2020 (Tabela 1) ocorreu um aumento na frequéncia
relativa de lesdes positivas, com valores de 16,21% (6) e
20,83% (5), respectivamente.

No que se refere as lesdes intraepiteliais (Tabela 1), este
estudo verificou que, de forma geral, células escamosas ati-
picas de significado indeterminado (ASC-US), lesbes intraepi-
teliais escamosas de baixo grau (LSIL) e lesdes intraepiteliais
escamosas de alto grau (HSIL) apresentaram um total de 10
lesdes (2,13%) cada uma. Em relacao as células escamosas
atipicas nao podendo excluir lesdo intraepitelial de alto grau
(ASC-H) e carcinoma escamoso, foi verificado 1 representante
(0,21%) de cada. O ano de 2017 foi o que apresentou mais
resultados positivos para lesdes intraepiteliais (10), com maior
numero para ASC-US com 4 pacientes (2,32%), sequido de
HSIL com 3 (1,74%), LSIL com 2 (1,16%) e carcinoma escamoso
com 1 (0,58%).

Lesdes em exames citopatoldgicos de mulheres atendidas no periodo de 2016 a 2020.

Lesao intraepitelial escamosa de alto grau- HSIL foia Unica
categoria diagnosticada em todos os anos avaliados (Figura
1). Carcinoma escamoso foi identificado apenas no ano de
2017 e o mesmo ocorreu com ASC-H, que foi identificada
uma representante, no ano de 2019.

Com relagao aos microrganismos potencialmente pato-
génicos identificados nos exames citopatoldgicos (Tabela 2),
este estudo identificou que, de maneira geral, Gardnerella
vaginalis foi o microrganismo mais identificado (71,27%)
entre os anos de 2016 a 2020, sequido por Candida albicans
(15,90%), Leptothrix (4,31%), Gardnerella vaginalis associada
a Candida albicans (3,63%), Gardnerella vaginalis associada
a Trichomonas vaginalis (2,95%) e Trichomonas vaginalis
isoladamente (0,9%).

Ainda naTabela 2, 0 ano de 2017 foi em que se identificou
maior nimero de microrganismos (163) presentes nos laudos
examinados, e destes foram mais prevalentes a Gardnerella
vaginalis (71,16%), seguida por Candida albicans (13,49%),
Leptothrix (6,74%), Gardnerella vaginalis associada a Candida
albicans (4,29%), Gardnerella vaginalis associada a Trichomonas
vaginalis (3,68%) e Trichomonas vaginalis (0,61%).

O ano com menor deteccdo de microrganismos poten-
cialmente patogénicos foi o de 2020 (19 casos), mas, assim
como no ano de 2017, o microrganismo mais prevalente
foi a Gardnerella vaginalis (63,15%), seqguida por Candida
albicans (31,57%) e Leptothrix (5,26%). De modo geral,
em todos os anos avaliados, foi identificado que entre os
microrganismos potencialmente patogénicos, houve uma
maior prevaléncia de Gardnerella vaginalis seguida por
Candida albicans.

Ano Diagnésticos Lesdes cervicais Lesdes intraepiteliais positivas* Total
negativos positivas ASC-US LSIL HSIL Carcinoma
Escamoso
N % N % N % N % N % N % N % N
2016 84 91,30 8 8,69 6 6,52 0 0 0 0 2 2,17 0 0 92
2017 162 94,18 10 5,81 4 232 0 0 2 1,16 3 1,74 1 0,58 172
2018 140 97,90 3 2,09 0 0 0 0 2 1,39 1 0,69 0 0 143
2019 31 83,78 6 16,21 0 0 1 2,70 3 8,10 2 5,40 0 0 37
2020 19 79,16 5 20,83 0 0 0 0 3 12,5 2 833 0 0 24
Geral 436 93,16 32 6,83 10 2,13 1 0,21 10 2,13 10 2,13 1 0,21 468

*Valores referentes ao total de lesdes cervicais positivas.
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Lesdes intraepiteliais em exames citopatoldgicos de mulheres atendidas no periodo de 2016 a 2020.

Microrganismos potencialmente patogénicos em exames citopatoldgicos de mulheres atendidas no periodo de 2016 a 2020.

Microrganismos potencialmente patogénicos

Ano Gardnerellavaginalis  Candida albicans Leptothrix Trichomonas Vaginalis ~ Gardnerella vaginalis  Gardnerellavaginalis  Total
e Trichomonas e (andida albicans
Vaginalis
N % N % N % N % N % N % N
2016 57 66,27 19 22,09 2 2,32 0 0 4 4,65 4 4,65 86
2017 116 71,16 22 13,49 1 6,74 1 0,61 6 3,68 7 4,29 163
2018 108 77,14 20 14,28 4 2,85 2 142 1 0,71 5 3,57 140
2019 25 78,12 3 9,37 1 3,12 1 3,12 2 6,25 0 0 32
2020 12 63,15 6 31,57 1 5,26 0 0 0 0 0 0 19
Geral 318 27 70 159 19 431 4 09 13 2,95 16 3,63 440
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Além desses microrganismos potencialmente patogéni-
cos, foi identificada a presenca de microrganismos (Tabela 3)
que nao possuiam acao infecciosa, sendo eles: Lactobacillus
sp., bacilos e cocos. Bacilos foi o grupo de ndo acao infecciosa
mais identificado (44,17%), seguido por Lactobacillus sp.
(37,62%) e cocos (18,20%).

Em relagao a presenca de Gardnerella vaginalis em lesdes
citopatoldgicas do tipo LSIL e HSIL (Tabela 4), este estudo
demonstrou uma associacao significativa com o desenvol-
vimento de lesdes intraepiteliais (LSIL e HSIL) (p<0,0001 e
OR 18,2758) ao passo que os demais microrganismos ndo
mostraram associagao.

Microrganismos ndo infecciosos presentes em exames citopatoldgicos com lesdes intraepiteliais de mulheres atendidas no periodo de 2016 a 2020.

Ano Lactobacillus sp. Bacilos Cocos Total
N % N % N % N %
2016 86 38,73 113 50,9 23 10,36 222 100
2017 75 38,86 94 48,7 24 12,43 193 100
2018 113 39,1 110 38,06 66 22,83 289 100
2019 81 37,85 73 341 60 28,03 214 100
2020 13 21,66 42 70 5 8,33 60 100
Geral 368 37,62 432 4417 178 18,2 978 100
Associagdo de microrganismos em lesdes citopatoldgicas.
Microrganismos em lesoes citopatoldgicas (LSIL e HSIL) Valorde p 0dds Ratio (OR)
Gardnerella vaginalis 0,0001 18,2758
Candida albicans 0,05 0
Leptothrix 0,05 0
Trichomonas vaginalis 0,05 0
DISCUSSAO estatisticamente o nimero de a¢bes relacionadas ao exame

Entre os anos avaliados neste estudo, em termos de
quantidade de exames realizados, o ano de 2020 foi o ano
com menos exames realizados, semelhante ao estudo rea-
lizado por Militao et al."® que observaram uma queda de
67% na realizacdo de exames de Papanicolaou em todo o
territério brasileiro, a partir dos dados da plataforma DATA-
SUS coletados entre janeiro de 2019 a dezembro de 2020.
O referido trabalho evidenciou que todas as macrorregioes
do Brasil foram afetadas com tal diminuicao, sendo a Regiao
Sul do pais com o menor impacto observado, enquanto as
demais macrorregides apresentaram quedas superiores
a 50%, sugerindo que a pandemia de COVID-19 reduziu

Papanicolaou e possivelmente a identificacdo das lesées
precursoras ou relacionadas ao cancer cervical em 2020,
como foi evidenciado também no nosso estudo.

A frequéncia de diagndsticos negativos encontrados
nesse estudo atingiu 97,9% em 2018, entretanto, nos anos
de 2019 e 2020 ocorreu um aumento na frequéncia relativa
de lesdes positivas, com valores de 16,21% e 20,83%, res-
pectivamente. Tais valores estdo acima da referéncia de 3%
a 10% recomendada no Manual de Gestao da Qualidade dos
Exames Citopatolégicos do Instituto Nacional de Cancer.
Logo, o aumento de casos positivos encontrados pode estar
relacionado a procura desse servico somente pelas mulheres
sintomaticas, ou por aquelas as quais fora indicado repetir o
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exame em razao de alguma alteracao anterior ou, ainda, a
seguimento conforme o fluxograma das Diretrizes Brasileiras
recomendadas pelo Ministério Saude."® Semelhantemente,
resultados divergentes foram encontrados no estudo de
Mattei, Lohmann e Cargnelutti®® com mulheres usuarias da
Atencao Primaria a Saude no interior do Rio Grande do Sul, no
periodo de 2014 a 2017, em que a maior frequéncia de lesdes
positivas ocorreuem 2017 (32,0%) e a menor em 2014 (20,4%).

Ao avaliar as lesdes intraepiteliais, 2017 foi 0 ano com
maior numero de diagnésticos positivos, apresentando
prevaléncia de ASC-US, seguido por HSIL, LSIL e carcinoma
escamoso. Fredrich e Renner!"” também identificaram em seu
estudo uma maior frequéncia de ASC-US em 1,8% das 2.346
mulheres que realizaram exames citopatoldgicos. Além disso,
no estudo de Silva et al."® foi encontrada uma frequéncia de
37% para ASC-US em 1.275 exames realizados.

Nesse trabalho, a lesao intraepitelial HSIL foi a mais
prevalente dentre as demais lesdes identificadas, com esta-
bilidade de casos em 2019 e 2020. Um estudo realizado no
Parana entre 2012 e 2018 encontrou que ao longo dos anos
ocorreu um aumento de 0,33% a 0,74%, respectivamente,
na deteccdo de HSIL."® Do intervalo de anos adotado nesse
estudo, o carcinoma escamoso foi identificado apenas uma
vez,em 2017. Esta lesao intraepitelial é de baixa prevaléncia,
como demonstrado num estudo realizado em Goiania,"” com
um valor de 0,02% (1 em 4.558 exames realizados).

Dentre os casos positivos para lesdes citopatoldgicas,
nesta pesquisa, foram mais prevalentes LSIL e em seguida
HSIL, corroborando com estudos também realizados em
Pernambuco, por Junior et al.? e Pedrosa et al.®) onde tam-
bém descrevem a maior presenca de alteracdes epiteliais
LSIL diante das HSIL em exames citolégicos em mulheres
pernambucanas. As LSIL possuem um indice elevado de
deteccao, quando néo diagnosticadas de maneira breve,
favorecendo um processo consecutivo que pode levar no
surgimento de HSIL.

Células escamosas atipicas nao podendo excluir lesdo
intraepitelial de alto grau (ASC-H) também foram identifica-
das apenas uma vez no presente trabalho, no ano de 2019,
divergindo de estudo realizado também na cidade de Caruaru,
por Pedrosa et al.® que identificou um quantitativo maior,
com 23,89% (216) das pacientes com essa anormalidade.

No que se refere aos microrganismos presentes, Gardne-
rellavaginalis, Candida albicans, Leptothrix, Trichomonas vagi-
nalis, Lactobacillus spp. e bacilos e cocos estiveram presentes
nos exames das pacientes avaliadas. A vagina e o colo do
Utero sdo 6rgéos considerados complexos, pois concentram

uma quantidade consideravel de espécies bacterianas aeré-
bias e anaerdbias, conhecidas como “microbiota natural
vaginal” Essas espécies, em determinadas ocasides, podem
contribuir com a ocorréncia de inflamacdo cervicovaginal.
©) Trichomonas vaginalis, Neisseria gonorrhoeae, Gardnerella
vaginalis, Candida albicans e Chlamydia trachomatis estao
entre os principais patdégenos frequentemente associados
a infeccdes na vagina e na cérvice do Utero.?" As infeccoes
cervicovaginais também podem ser ocasionadas por bacté-
rias anaerébicas como Mobiluncus bacteroides e Mycoplasma
hominis.” Neste sentido, o exame de Papanicolaou demons-
tra sua relevancia ndo apenas identificando malignidades
citoldgicas, mas também microrganismos patogénicos ou
infecgdes microbianas em estégio inicial.©

No intervalo de anos adotado por esse estudo, foi identi-
ficado que entre os microrganismos potencialmente patogé-
nicos houve uma prevaléncia de Gardnerella vaginalis sequida
por Candida albicans. Similarmente a esse achado, Mattos e
Santos®?? encontraram em seu estudo que Gardnerella vagina-
lis foi o microrganismo patogénico mais prevalente (16,8%),
seguido por Candida spp. (1,8%). Barbosa et al.”® também
evidenciaram Gardnerella vaginalis como microrganismo
patogénico mais identificado (79,6%), seguido por Candida
spp. (16,8%) e Trichomonas vaginalis (2,2%).

De forma geral, houve uma predominancia, neste estudo,
de registro de bacilos, microrganismos que nao possuem acao
infecciosa, divergindo do trabalho de Barbosa et al.,*® que
determinaram que a microbiota de mulheres que realizavam
exames citoldgicos possuia uma prevaléncia de Lactobacillus
spp. (46,97%), seguida de bacilos (6,63%). Em todos os anos
avaliados nesse estudo, os cocos estiveram entre os menos
identificados, diferentemente dos resultados encontrados
por Fredrich e Renner" que destacaram em seu estudo que
de 2.346 pacientes, houve uma prevaléncia de cocos (986
pacientes), seguido por Lactobacillus spp. (767).

O ano que mais identificou microrganismos que ndo
possuiam acdo infecciosa foi 2018, sendo Lactobacillus spp.
o mais citado, seguido por bacilos e cocos. Lactobacillus
spp. é uma bactéria comum da microbiota vaginal, capaz
de determinar o pH acido e dificultar o crescimento de
outros microrganismos.?? Mattos e Santos®“? relataram em
seu estudo que 81,4% das mulheres que realizaram exames
citopatolégicos apresentaram Lactobacillus spp. em sua
microbiota normal.

Aassociacdo entre a presenca de Gardnerella vaginalis nos
exames citopatoldgicos com o desenvolvimento de les6es
citopatoldgicas corrobora com o estudo de Ribeiro et al.,*
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que encontraram uma associacao estatisticamente signifi-
cante entre as mulheres infectadas por Gardnerella vaginalis
e anormalidades citoldgicas. Ainda nesse aspecto, Silva et
al."% definiram que a Gardnerella vaginalis estava entre os
fatores de risco para o desenvolvimento de anormalidades
cervicais. Similarmente, Negrete et al.?® avaliaram 259 exames
citopatoldgicos de 2018 a 2019, dos quais 79 exames (30%)
apresentaram critérios citoldgicos compativeis com inflama-
¢ao e a presenca de Gardnerella vaginalis, demonstrando a
associacdo da bactéria com lesdes citopatoldgicas.

CONCLUSAO

Este estudo evidenciou as alteracdes intraepiteliais ASC-
-US, ASC-H, LSIL, HSIL e carcinoma escamoso, com uma
maior frequéncia de atipias, com predominio para ASC-US,
seguidas de lesdes de baixo grau. Entre os microrganismos
potencialmente patogénicos, houve uma prevaléncia de
Gardnerellavaginalis sequida por Candida albicans, havendo
uma associacao entre a presenca de Gardnerella vaginalis com
o desenvolvimento de lesdes citopatoldgicas.
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em pacientes hospitalizados com COVID-19
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Resumo

Introdugdo: A pandemia causada pela COVID-19 tornou-se uma crise de satide publica mundial. O novo coronavirus é responséavel por causar a sindrome
respiratdria aguda grave, SARS-Cov-2. As relagoes neutrofilos/linfocitos (RNL) e plaquetas/linfocitos (RPL), obtidas do hemograma, tém sido associadas
a progressao da infeccao pelo coronavirus, sendo utilizadas como um sinal de alerta precoce para a gravidade da infeccao. Neste contexto, torna-se
importante investigar a RNL e a RPL com o comprometimento pulmonar dos pacientes com COVID-19 para garantir intervencgdes especificas, reduzindo
assim a morbimortalidade desses individuos. Objetivo: Analisar a RNL e a RPL na admisséo hospitalar de pacientes com COVID-19, de acordo com o grau
de comprometimento pulmonar. Material e métodos: Foi realizado um estudo de caso controle, com avaliagao dos hemogramas obtidos do laboratério
do Hospital Universitario Regional dos Campos Gerais (HURCG). Foram obtidos os resultados de leucécitos, neutrofilos, linfocitos e plaquetas dos
hemogramas na admissao hospitalar dos pacientes. Os pacientes com COVID-19 foram alocados em dois grupos: Grupo 1) Comprometimento pulmonar
<50% e Grupo 2) Comprometimento pulmonar >50%. Resultados: Houve diminuicao significativa de linfdcitos, assim como aumento significativo de
leucdcitos, neutrofilos, RNL e RPL para o grupo com comprometimento pulmonar igual ou superior a 50%. Conclusdo: As RNL e RPL podem auxiliar na
avaliacdo de gravidade da doenca, sendo biomarcadores importantes para a pratica clinica, de baixo custo, facil acesso e rapido resultado.

Palavras-chave: Coronavirus. SARS-CoV-2. Biomarcadores.

Abstract

Introduction: The pandemic caused by COVID-19 has become a global public health crisis. The new coronavirus is responsible for causing the severe acute
respiratory syndrome, SARS-Cov-2. The neutrophil/lymphocyte (NLR) and platelet/lymphocyte (PLR) ratios, obtained from the blood count, have been
associated with the progression of coronavirus infection, being used as an early warning sign for the severity of the infection. In this context, it becomes
important to investigate the NLR and the PLR with the pulmonary impairment of patients with COVID-19 to ensure specific interventions, thus reducing
the morbidity and mortality of these individuals. Objective: To analyze the NLR and PLR at hospital admission of patients with COVID-19, according to
the degree of pulmonary impairment. Material and Methods: A case-control study was carried out, with an evaluation of blood counts obtained from
the laboratory of the Hospital Universitario Regional dos Campos Gerais (HURCG). The results of leukocytes, neutrophils, lymphocytes, and platelets
were obtained from the blood counts at the patients hospital admission. Patients with COVID-19 were allocated into two groups: Group 1) Pulmonary
impairment < 50% and Group 2) Pulmonary impairment > 50%. Results: There was a significant decrease in lymphocytes; as well as a significant increase
in leukocytes, neutrophils, NLR and PLR for the group with pulmonary involvement equal to or greater than 50%. Conclusion: NLR and PLR can assist in
assessing disease severity, being essential biomarkers for clinical practice, with low cost, easy access, and quick results.
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INTRODUCAO

A sindrome respiratéria aguda grave do coronavirus 2
(SARS-CoV-2, do inglés Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus 2), associada a patologia denominada COVID-19
(do inglés coronavirus disease 2019), tornou-se uma crise de
saude publica mundial.”

Ainfeccao por SARS-CoV-2 apresenta uma ampla variagcao
nos seus aspectos clinicos, podendo variar de uma infeccao
assintomatica ou apresentar sinais e sintomas inespecificos,
semelhantes a gripe, como febre, tosse, tosse seca e fadiga,
pneumonia, sindrome da angustia respiratéria aguda (SARA)
e até uma disfuncao de multiplos 6rgaos com alta morbidade
e mortalidade.?

O modo de infeccao do SARS-Cov-2 é muito semelhante
ao do SARS-CoV que invade as células humanas ligando-se
ao receptor da enzima conversora de angiotensina 2 (ECA-2),
podendo nao sé se manifestar no sistema respiratério, como
também de forma sistémica, incluindo multiplos sistemas,
como cardiovascular, respiratério, gastrointestinal, neuro-
I6gico, hematopoiético e imunolégico. Com a progressao
dos dias da infeccdo ocorre uma descarga de manifestacoes
clinicas, em que ha aumento sistémico de mediadores infla-
matorios e citocinas que podem ser denominados como uma
“tempestade de citocinas”.®

O comprometimento pulmonar do paciente com COVID-
19 em sua maioria das vezes é leve a moderado, porém pode
ser encontrado de forma mais grave em pacientes idosos e
em pessoas com comorbidades como diabetes mellitus e
doencas cardiovasculares. Exames adicionais, para a verifi-
cacao da gravidade das condicdes do paciente sao, portanto,
necessarios.”

Diversos estudos demonstram o potencial uso de dados
derivados do hemograma, como a relagdo neutrdfilos/linfo-
citos (RNL) e a relacdo plaquetas/linfécitos (RPL), no manejo
da COVID-19, que tem grande impacto no sistema hema-
topoiético. Por exemplo, a presenca de linfopenia, definida
como um valor de linfécitos abaixo da referéncia e pode ser
considerada um achado laboratorial fundamental. ©

Com o decorrer da doenca a contagem de linfécitos e
dos marcadores inflamatérios pode auxiliar na identificacao
de pacientes em estado grave, visto serem considerados
marcadores importantes para aqueles que necessitam de
um tratamento intensivo. A neutrofilia é muito comum em
pacientes que estdao sendo acompanhados na UTI (Unidade

de Terapia Intensiva), indicando um valor de neutréfilos
superior em relacdo aos pacientes que nao estao na terapia
intensiva.” Deve ser ressaltado que pacientes coma COVID-19
e que apresentam possuem valores aumentados para RNL,
no momento da admissao hospitalar, estdo mais propensos
a desenvolver a forma grave da doenca.®

No que se refere as RPL, valores elevados indicam uma
resposta inflamatdria alta e pior prognéstico, quanto maior
o nivel de RPL em pacientes graves, maior é a sugestao da
“tempestade de citocinas”® As plaquetas podem ser uti-
lizadas como um biomarcador, pois elas tém participacao
muito ativa na resposta imune e desempenham diversos
papéis fisioldgicos importantes, por exemplo, na coagulacao,
imunidade e resposta inflamatoria. Diversas infec¢des virais
sao interligadas com trombocitopenia. Os valores absolutos
de plaquetas e linfocitos podem ser usados como indicadores
sensiveis no monitoramento da infeccao.®

Portanto, avaliar a interligacdo das relacdes neutrdéfilos/
linfécitos e plaquetas/linfocitos com o comprometimento
pulmonar dos pacientes com COVID-19 torna-se importante
para garantir intervencoes especificas e, consequentemente,
reduzir a morbimortalidade desses individuos.

Desta forma, o objetivo principal do estudo foi analisar
as relagées neutrofilos/linfécitos e plaquetas/linfécitos na
admissao hospitalar de pacientes com COVID-19, de acordo
com o grau de comprometimento pulmonar.

MATERIAL E METODOS

Foi realizado um estudo de caso controle, com avaliacao
dos resultados dos hemogramas obtidos da rotina do labora-
torio do Hospital Universitario Regional dos Campos Gerais
(HURCG), localizado no municipio de Ponta Grossa — Parana.

Como critérios de inclusao no estudo, consideraram-se os
pacientes com diagndstico de COVID-19, definido por RT-PCR
(Reagao em cadeia da polimerase - transcriptase reversa)
positivo em esfregaco nasofaringeo, independentemente
do tempo da admisséo e idade igual ou acima de 18 anos.

Foram obtidos dados demograficos e informacoes clinicas
dos pacientes, como idade, sexo, presenca de comorbidades,
local de internamento (enfermaria ou Unidade de Terapia
Intensiva — UTI), comprometimento pulmonar (avaliado
por meio da tomografia computadoriza), medicamentos
utilizados, intubacao orotraqueal, tempo de internamento
e desfecho final (alta ou dbito).
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Posteriormente, foram obtidas a contagem absoluta de
neutrofilos, contagem absoluta de linfocitos, a contagem
absoluta de plaquetas e os leucécitos totais dos hemogra-
mas processados no equipamento automatizado Sysmex”
XN-1000 (Kobe, Japao) na admissao hospitalar dos pacientes
selecionados para o estudo.

A relacao neutroéfilos/linfécitos (RNL) foi calculada
dividindo a contagem absoluta de neutroéfilos pela conta-
gem absoluta de linfocitos do sangue periférico. A relacdao
plaquetas/linfécitos (RPL) foi calculada dividindo a conta-
gem de plaquetas pela contagem absoluta de linfécitos
do sangue periférico.

Os pacientes com COVID-19 foram alocados em dois
grupos: Grupo 1) Comprometimento pulmonar <50% e
Grupo 2) Comprometimento pulmonar =50%.

Na andlise estatistica foi verificada a normalidade dos
dados pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Como as variaveis
idade, tempo de internamento, neutrdfilos, linfocitos, pla-
quetas, RNL e RPL ndo apresentaram distribuicdo normal, os
resultados foram descritos por meio de mediana e intervalo
interquartil. Acomparacdo entre os grupos foi realizada pelo
teste de Mann-Whitney. As variaveis categoricas foram apre-
sentadas em nimero e percentual (%) e a comparacdo entre
os grupos foi realizada por meio do teste de Qui-Quadrado
(x?) e/ou pelo teste Exato de Fisher, quando necessario. Os
dados foram analisados pelo programa SPSS Statistics 20°
(IBM Corp., Armonk, NY, USA) e o nivel de significancia uti-
lizado foi p<0,05.

ETICA

O estudo foi aprovado pelo Comité Cientifico do HURCG
e pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual
de Ponta Grossa, Parecer n° 4.825.617. Como esta investi-
gacao se baseou em coleta de dados preexistentes, ndo foi
necessario o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) e foi realizada em conformidade com a Declaracao
de Helsinki.

RESULTADOS

Foram avaliados 204 pacientes com COVID-19, sendo
que 92 (45%) apresentaram comprometimento pulmonar
abaixo de 50% e 112 (55%) igual ou acima de 50% (Tabela
1). Também constam nessa tabela as caracteristicas demo-
gréficas e clinicas dos pacientes avaliados no estudo. Nao
houve diferenca estatistica para idade, sexo e presenca de
comorbidades entre os grupos avaliados no estudo (Tabela 1).

A maior parte dos pacientes com comprometimento
pulmonar igual ou acima de 50% estavam internados em
UTI, com intubacgao orotraqueal e apresentaram o maior
tempo de internamento, sendo que 26,79% evoluiram para
6bito (Tabela 1).

Com relagdo aos medicamentos, ndo houve diferenca na
utilizacdo dos imunossupressores e anticoagulantes entre
0s grupos avaliados no estudo; no entanto, houve maior
frequéncia do uso de antibidticos nos pacientes com com-
prometimento pulmonar igual ou acima de 50% (Tabela 1).

Os resultados na admissao hospitalar da analise hemato-
|6gica para os grupos do estudo estao apresentados naTabela
2.Com relagdo a comparagao entre os grupos, houve reducao
significativa da contagem absoluta de linfécitos, assim como
aumento significativo da contagem total de leucécitos e da
contagem absoluta de neutréfilos para o grupo com com-
prometimento pulmonar igual ou acima de 50% (Tabela 2).

As relagdes RNL e RPL entre os grupos do estudo estao
representadas nas Figuras 1 e 2, respectivamente. Para RNL,
0 grupo com comprometimento pulmonar igual ou acima de
50% demonstrou valores medianos de 12,6 (7,8 a 20,7) com
aumento significativo (p<0,001) em relagcdo ao grupo com
comprometimento pulmonar abaixo de 50%, que apresentou
valores medianos de 8,8 (5,8 a 12,6) (Figura 1).

Em relacdo as RPL, foi demonstrado aumento significativo
(p=0,002) para o grupo com comprometimento pulmonar
igual ou acima de 50% em relagao ao grupo com compro-
metimento pulmonar abaixo de 50%, com valores medianos
de 250 (180 a 331) versus 312 (221 a 446) (Figura 2).
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Tabela 1
Caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes com Covid-19, de acordo com os grupos avaliados no estudo
Varidveis Comprometimento pulmonar < 50% Comprometimento pulmonar > 50% Valor de p
(n=92) (n=112)
Idade, anos 57 (40-70) 49 (39-61) 0,085
Sexo, n (%)
Feminino 41(44,57) 50 (44,64)
0,896
Masculino 51(55,43) 62 (55,36)
Comorbidades, n (%)
Doenca cardiovascular 09(9,78) 12(10,71) 0,989
Obesidade 11(11,96) 14(12,5) 0,923
Diabetes mellitus 23 (25,00) 25(22,32) 0,777
DPOC 05(5,43) 07 (6,25) 0,958
Hipertensdo arterial 38(41,30) 46 (41,07) 0,939
AVC prévio 01(1,09) 03 (2,68) 0,630
AVE 02(2,17) 03 (2,68) 0,998
Auséncia 31(33,70) 49 (43,75) 0,187
Local de internamento, n (%)
uTl 30(32,61) 74 (66,07) <0,001*
(linica 62(67,39) 38(33,93)
Intubagao orotraqueal, n (%) 28(30,43) 74 (66,07) <0,001*
Tempo de internamento, dias 09 (5-18) 23(11-34) <0,001*
Desfecho final, n (%)
Alta 80 (86,96) 82(73,21) 0,025%
Obito 12 (13,04) 30(26,79)
Medicamentos, n (%)
Imunossupressores 84(91,30) 99(88,39) 0,120
Anticoagulante 90 (97,83) 111(99,11) 0,590
Antibiético 42 (45,65) 84(75,00) <0,001*
DPOC, doenga pulmonar obstrutiva cronica. AVC, acidente vascular cerebral. AVE, acidente vascular encefalico. UTI, unidade de terapia intensiva. *diferenca estatistica entre os grupos, p<0,05.
Parametros hematoldgicos na admissao hospitalar dos pacientes com Covid-19, de acordo com os grupos avaliados no estudo
Parametros Comprometimento pulmonar < 50% Comprometimento pulmonar > 50% Valor de p
(n=92) (n=112)
Leucécitos (células/pL) 8.195(5.970 - 12.190) 9.770(7.365 - 12.955) 0,035*
Neutrdfilos (células/pL) 6.995 (4.813-10.508) 8.489 (5.802- 11.276) 0,016*
Linfdcitos (células/pL) 815 (614-1.156) 695 (490 - 993) 0,010*
Plaquetas (10° células/pL) 218 (162 - 288) 210 (172 - 264) 0,957

*diferenca estatistica entre os grupos, p<0,05.
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Box plot da relacdo neutrdfilos/linfocitos (RNL) dos pacientes COVID-19 com
comprometimento pulmonar abaixo de 50% e comprometimento pulmonar igual
ou acima de 50%, p<0,001.
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Box plot da relacdo plaquetas/linfocitos (RPL) dos pacientes COVID-19 com
comprometimento pulmonar abaixo de 50% e comprometimento pulmonarigual
ou acima de 50%, p=0,002.

DISCUSSAO

Os principais resultados do presente estudo demonstram
que ambas as relagdes, RNL e RPL, encontram-se aumenta-
das em pacientes com COVID-19 com comprometimento
pulmonar igual ou acima de 50%.

O aumento de RNL em pacientes mais graves esta de
acordo com o estudo de Jimeno et al.,”” demonstrando que
quanto maior a gravidade da doenca, maior a diferenca da
RNL em relacdo aos pacientes menos debilitados.

Essa elevacao da RNL pode ser explicada pelo aumento
dos neutrdfilos e concomitante reducao dos linfécitos no
sangue periférico dos pacientes com COVID-19. No presente
estudo houve aumento dos neutréfilos nos pacientes mais
debilitados, com comprometimento pulmonar igual ou acima
de 50%; e, como relatado por diversos estudos, quanto maior
o aumento de neutréfilos maior o risco de mortalidade desses
pacientes.®” Ao se tratar da diminuicao significativa dos linfo-
citos, os resultados estdo de acordo com o que foi analisado
porYang et al.,"® em que 80% dos pacientes avaliados como
casos mais criticos da doenca apresentaram linfopenia.

Os dados obtidos por Yang et al."® e Fleury® demonstram
que a linfopenia foi mais intensa em pacientes que neces-
sitam de tratamento intensivo do que no grupo em que o
curso da doenca foi mais brando. Fleury® informa também
que estudos sugerem que a reducao substancial no nimero
total de linfécitos indica que o coronavirus poderia afetar as
células imunes e inibir, de certa forma, afuncdo imune celular.

A linfocitopenia pode ser explicada pela expressao do
receptor ECA-2 pelos linfocitos em sua superficie, ocorrendo a
invasao direta dessas células por particulas virais, levando-as
alise.® Além disso, o aumento de neutrofilos e a diminuicao
de linfocitos podem estar associados ao risco de sindrome
do desconforto respiratério agudo (SDRA).®

Tratando-se do aumento dos leucécitos totais em
pacientes mais debilitados, Jimeno et al.” e Henry et al."”
demonstraram que a maioria dos casos graves de COVID-19
apresenta aumento da contagem dessas células. Outro estudo
desenvolvido por Urbano et al.”’ também demonstra uma
elevacao significativa em leucécitos, neutrofilos e contagem
de plaquetas, diminuicdo de linfécitos em pacientes que
necessitam de cuidados intensivos.

Com relacao a contagem de plaquetas, Qu et al."? relatam
que pacientes com COVID-19, que apresentaram um pico na
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contagem de plaquetas durante a doenca tiveram os piores
resultados em comparacdo aos que ndo apresentaram, o que
influenciou também no tempo de internacdo dos mesmos.
Em contrapartida, deve ser lembrado que o pulméao pode
ser um dos érgaos onde os megacariécitos maduros liberam
as plaquetas, e que a trombocitopenia em pacientes com
infeccao por SARS-Cov-2 pode estar associada diretamente
ao dano pulmonar.®

No presente estudo, ndo houve diferenca na contagem
de plaquetas na admissao hospitalar de acordo com o grau
de comprometimento pulmonar, porém ocorreu linfopenia
nos pacientes com mais de 50% do pulmao comprometido,
com consequente aumento da RPL. Simadibrata et al.® reu-
niram uma série de artigos cientificos os quais demonstram
que niveis elevados de RPL em pacientes acometidos pelo
COVID-19 estao associados a gravidade da doenca em ques-
tao, onde concluem que a RPL pode ser um marcador Util no
prognéstico de pacientes com COVID-19, o que condiz com
os dados obtidos no presente trabalho.

Deve ser destacado ainda que 66,07% dos pacientes
analisados com comprometimento pulmonar igual ou acima
de 50% estavam internados na UTl e com intubacéao orotra-
queal, sendo que 26,79% evoluiram para 6bito. Pan et al.®
demonstram que pacientes com a doenca em sua forma
grave geralmente desenvolvem a sindrome do desconforto
respiratério, necessitando de terapia intensiva (UTI), com
altas taxas de mortalidade.

O tempo de internamento também teve interferéncia
significativa entre os dois grupos, sendo esse maior para
pacientes mais graves (11 a 34 dias) em comparacao com os
menos graves (5 a 18 dias), o que justifica a recuperacdo mais
demorada e que o paciente requer cuidados mais intensos.

Além disso, assim como os dados obtidos no presente
trabalho, o estudo de Chehid et al.""¥ apresenta alta frequén-
cia do uso de antibioéticos em pacientes hospitalizados com
COVID-19, de forma empirica, sem eficdcia comprovada em
pacientes acometidos pela doenca em questao. Deve ser
ressaltado que essa pratica é preocupante, visto o aumento
da resisténcia antimicrobiana.

CONCLUSAO

A partir do presente estudo entende-se que as relagdes
RNL e RPL podem auxiliar na avaliacdo de gravidade da

doenca, sendo biomarcadores importantes para a pratica
clinica. Além disso, as RNL e RPL sdo facilmente obtidas em
parametros de rotina do hemograma (neutroéfilos, linfocitos
e plaquetas), portanto sao testes de baixo custo, facil acesso
e de rapido resultado.
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Resumo

Introdugdo: Desde a sua descoberta, o Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) tem sido considerado um dos agentes mais importantes
no desenvolvimento de infeccdes hospitalares e comunitédrias em todo o mundo. A ma higienizacao das maos, de superficies e de dispositivos médicos
nesses ambientes contribui de forma significativa para a propagacao desses microrganismos. Objetivo: Analisar a contaminagao por bactérias do género
Staphylococcus spp. resistentes a meticilina, presentes em superficies inanimadas e equipamentos, em um hospital de pequena e média complexidade
no interior do RS. Material e métodos: Partindo de um estudo transversal, quantitativo e de carater descritivo, foram realizadas as coletas de amostras
de 99 pontos estratégicos das unidades da instituicdo: Clinica Médica; Centro Cirurgico; Clinica Cirdrgica; Maternidade; Centro obstétrico e Nutricdo.
As amostras foram analisadas quanto a espécie do microrganismo e sua capacidade de resisténcia a meticilina. Resultados e discussdo: Dos 99 pontos
coletados, 50 apresentaram crescimento bacteriano nas placas de meios de cultura seletivos e diferenciais para a deteccao do Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA). Sendo a prevaléncia de S. aureus de 2% e de SCN de 98% dentre os isolados recuperados. A drea com maior nimero
de amostras positivas foi a Clinica médica (15%); seguida da Nutri¢éo (13%); Maternidade (8%); Centro obstétrico (6%); Clinica cirdrgica (6%) e Centro
cirdrgico (3%). Conclusdo: O presente estudo demonstrou a grande potencialidade de transmissao de MDR (multidrug-resistant) através das superficies
e equipamentos utilizados na assisténcia direta e indireta ao paciente, podendo desempenhar um importante papel na produgao das IRAS.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus; MRSA; Resisténcia Antimicrobiana; Infeccdes Hospitalares; Infecces Relacionadas a Assisténcia a Saude.

Abstract

Introduction: Since its discovery, MRSA has been considered one of the most important agents in the development of nosocomial and community-
acquired infections worldwide. Poor hygiene of hands, surfaces and medical devices in these environments significantly contribute to the spread of these
microorganisms. Objective: To analyze contamination by bacteria of the genus Staphylococcus spp. resistant to methicillin, present in inanimate surfaces
and equipment, in a hospital of small and medium complexity in the interior of RS. Material and methods: Based on a cross-sectional, quantitative and
descriptive study, samples were collected from 99 strategic points of the institution's units: Internal Medicine; Surgery Center; Surgical Clinic; Maternity;
Obstetrics and Nutrition Center. The samples were analyzed for the species of microorganism and its resistance to methicillin. Results and discussion: Of
the 99 points collected, 50 showed bacterial growth on the plates of selective and differential culture media for the detection of methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA). The prevalence of S. aureus was 2% and SCN was 98% among the recovered isolates. The area with the highest number
of positive samples was the Medical Clinic (15%); followed by Nutrition (13%); Maternity (8%); Obstetric center (6%); Surgical clinic (6%) and Surgical
center (3%). Conclusion: The present study demonstrated the great potential for MDR transmission through surfaces and equipment used in direct and
indirect patient care, which can play an important role in the production of HAls.

Keywords: Staphylococcus aureus; MRSA; Antimicrobial Resistance; Hospital Infections; Healthcare Related Infections.
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INTRODUCAO

Infeccoes hospitalares (IH), mais recentemente denomi-
nadas como Infeccoes Relacionadas a Assisténcia a Saude
(IRAS), sdo definidas como infeccdes contraidas apos a inter-
nacdo de um paciente, podendo manifestar-se durante
ou apés a alta, sendo importantes causas de morbidade e
mortalidade. Além de aumentarem a duracdo dainternacdo
e, consequentemente, o custo de tratamento, é foco de
ameaca constante da disseminacdo de bactérias resistentes
aos antimicrobianos."?

A resisténcia antimicrobiana (RAM) constitui-se atual-
mente como um dos principais riscos a satide publica visto que
adescoberta de novos farmacos ndo acompanha a velocidade
de surgimento de cepas de microrganismos com capacidade
deresisténcia. As bactérias naturalmente contam com fatores
que facilitam o processo de sobrevivéncia e adaptacao aos
meios em que estao inseridas, como a mutagao e evolucao
espontanea, bem como a troca de genes de resisténcia entre
esses microrganismos. Aliados a isso, hd o uso indiscriminado
de antibidticos pela populagao e ambientes de saude, soma-
dos ao uso excessivo pela industria agricola que contribuem
de forma relevante no desenvolvimento da RAM.“7”

Algumas bactérias portadoras de genes de resisténcia
tém sido alvo de preocupacgao no ambito hospitalar. Dentre
elas estdo 0 S. aureus resistente a meticilina (MRSA). Antes da
introducdo da penicilina, o nUmero de mortes por infeccdes
bacterianas era muito grande, sendo que aquelas causadas
por estafilococos passavam de 80%. Contudo, a utilizacdo da
penicilina em larga escala na década de 1940 promoveu o
desenvolvimento das primeiras bactérias resistentes a peni-
cilina e, posteriormente, a meticilina, apods a sua introducao
em 1960 como alternativa para essas e outras infec¢oes.®

O S. aureus apresentando resisténcia a meticilina (MRSA)
foi descoberto em 1961 por British Jevons, o qual se da a
partir da aquisicdo do cassete cromossomico estafilocdcico
mec (SCCmec) que carrega o gene mecA. Esse gene promove
a modificacdo da proteina de ligacdo a penicilina (PBPs), o
que resulta na ineficacia da maioria dos antibiéticos beta-
-lactamicos. A presenca do gene ainda pode conferir a bac-
téria a capacidade de modificar o alvo de ligacdo de alguns
antibiéticos macrolideos e aminoglicosideos, bem como,
alterar a permeabilidade da membrana e o funcionamento
de algumas enzimas.®

Desde a sua descoberta, o MRSA tem sido considerado
um dos agentes mais importantes no desenvolvimento de

infeccoes hospitalares e comunitarias em todo o mundo.
Mesmo tendo sua prevaléncia refreada nos ultimos anos,
essas infeccbes ainda atingem nimeros acima de 50% na Asia,
em Malta, e nas Américas do Norte e do Sul. As cepas mais
relatadas como causa de infec¢des hospitalares sdo as SCCmec
tipo |, Il ou lll, responsaveis pelas infec¢cdes nosocomiais. As
infeccbes comunitarias sdo geralmente causadas pelas cepas
que carregam os genes leucocidina de Panton-Valentine
(PVL) e SCCmec IV ou V e estao envolvidas principalmente
no desenvolvimento de sepse, infeccdes de pele e tecidos
moles, osteomielite e pneumonia necrosante. Apesar de a
maioria das cepas serem epidemiologicamente importantes
no desenvolvimento de surtos e na prevaléncia de infeccoes,
apenas a SCCmec IV é mundialmente distribuida.®

A ma higienizagao das maos, de superficies e dispositivos
médicos nesses ambientes contribui de forma significativa para
a propagacdo desses microrganismos, seja de forma direta (de
profissional para paciente), ou de forma cruzada (de paciente
para paciente) tendo como carreador o profissional de satde.
Isso reforca a necessidade de monitoramento mais eficaz dos
ambientes de satide e o uso racional dos antimicrobianos."*-'3

Diante das diversas implicacdes das IRAS e RAMs para
a saude, a presente pesquisa tem como objetivo analisar a
contaminacao por bactérias do género Staphylococcus spp.
resistentes a meticilina, presentes em superficies inanima-
das e equipamentos, em um hospital de pequena e média
complexidade no interior do RS.

MATERIAL E METODOS

Este é um estudo transversal, quantitativo e de carater
descritivo realizado em um hospital de baixa e média com-
plexidade da cidade de Santa Maria — RS. O hospital conta
com andlises de vigilancia ambiental que sédo realizadas
semestralmente. Os dados contidos nesta pesquisa foram
gerados por meio da analise de vigilancia ambiental do
referido hospital no primeiro semestre de 2021.

Foram realizadas as coletas de 99 pontos estratégicos,
definidos pelo Comité de Controle de Infeccdo Hospitalar,
com inclusdo das cinco dreas comumente avaliadas nas
analises de vigilancia ambiental, sendo elas: Clinica médica;
Clinica cirurgica; Centro cirurgico; Maternidade; Centro obs-
tétrico; Nutricdo. Foram incluidos na pesquisa 25 tipos de
superficies/equipamentos manipulados pelos profissionais
de saude durante a assisténcia, a maioria deles presentes em
todas as areas, como por exemplo: teclado de computador;
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macaneta da porta; pia; bancada de enfermagem; bandeja de
medicac¢ao; mesa auxiliar de leito. Algumas superficies/equi-
pamentos coletadas sao especificas de cada unidade, como
é 0 caso da bacia de banho (clinica médica); mesa cirurgica
(centro cirdrgico e obstétrico); bolas de parto (maternidade);
e bandejas de alimentacao (nutricao). Além das superficies,
foi realizada a coleta das maos de trés funciondrios de cada
unidade, escolhidos aleatoriamente.

As amostras foram coletadas com a utilizacao de 01 swab
de algodao estéril umidificado por area selecionada, aplicando
friccdo nas superficies em angulo de 30°, rotacionando o swab
erolando o mesmo em todas as dire¢des (vertical, horizontal e
diagonal) durante 10 segundos em uma drea de aproximada-
mente 25cm?. Antes da passagem do swab nas superficies, o
mesmo foi pressionado contra a lateral do tubo de coleta afim
de padronizar o volume de liquido de umidificacao utilizado
em cada swab. Apds a coleta, o swab foi introduzido num tubo
contendo meio de transporte Stuart e transportados até o
Laboratério de Microbiologia da Universidade Franciscana
(UFN) em caixas de isopor contendo gelo de transporte a fim
de manter as propriedades do meio."

No laboratorio, os swabs foram retirados do meio Stuart
e acondicionados em tubos falcon de 15mL contendo 5mL
de caldo tryptic soy broth (TSB) adicionado de polissorbato
(Tween) 80 (0,02%) como agente neutralizante de residuos de
desinfetantes utilizados na rotina hospitalar, como compos-
tos de amonio quaternario, peréxido de hidrogénio, fendis e
hipoclorito de sédio os quais possam inibir o crescimento da
microbiota ambiental e/ou as identificagdes subsequentes.
14 Apds a chegada ao laboratério, inicialmente as amostras
sofreram um processo de dissociacao mecanica utilizando o
vortex por 30 segundos, com vistas a separar os agregados
bacterianos das fibras do swab. A seguir, foram incubadas
por 24 horas a 35 + 2°C sob condicées aerdbicas em estufa
bacterioldgica para realizacdo do pré-enriquecimento celular.

Transcorrido este tempo, aliquotas de 10uL de cada
amostra foram semeadas em placas de Petri contendo meios
de cultura seletivos e diferenciais para a deteccao do Sta-
phylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) - agar
cromogénico MRSA (Laborclin®). As placas foram incubadas
a35+2°Csob condicdes aerdbicas em estufa bacterioldgica
e o crescimento examinado por 24 e 48 horas.

Transcorrido o tempo de incubacao, o crescimento bac-
teriano nas placas foram examinados quanto a cor, podendo
ser diferenciadas em S. aureus (colénias esverdeadas) e
Staphylococcus coagulase negativo (outras cores), segundo

as orientacoes do fabricante. Apds a analise da coloracao, as
coldnias foram guardadas em tubos contendo TSB e glicerol
a-20°Cafim de preserva-las para analises posteriores, como
teste de coagulase para a confirmacao das espécies em Sta-
phylococcus aureus e Staphylococcus coagulase negativos e
o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos pelo método
de disco-difusdo segundo normas preconizadas pelo manual
BrCAST, 2021.1"® Para o crescimento de colénias utilizadas nas
andlises posteriores foram utilizados caldos de TSB para enri-
quecimento e, apods 24 horas, realizada semeadura em placas
de sal manitol. Para a realizacdo do método de disco-difusao
foram utilizados os discos de oxacilina 1ug (OXA) e cefoxitina
30ug (CFO) e como controle de qualidade foram utilizadas
as cepas ATCC padrao Staphylococcus aureus ATCC 29923.

Para a analise dos dados foi utilizado o software Gra-
phPad Prism, versdo 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego,
CA, EUA). Na analise estatistica foram utilizadas medidas
simples, como distribuicao de frequéncias e percentuais. Os
dados mais significativos foram apresentados em tabelas,
sendo os resultados expressos em nimeros absolutos e em
porcentagem.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 99 pontos coletados, 50 apresentaram crescimento
bacteriano nas placas de meios de cultura seletivos e dife-
renciais para a deteccao do Staphylococcus aureus resistente
a meticilina (MRSA) - dgar cromogénico MRSA (Laborclin®),
como mostrado nas Tabelas 1 e 2.

A classificacdo do microrganismo em S. aureus e SCN
foi realizada mediante as andlises das caracteristicas das
coldénias no meio de culturas seletivos e diferenciais e por
meio realizacdo do teste de coagulase, onde apenas uma
dentre as 50 amostras apresentou resultado positivo no
teste. Sendo a prevaléncia de S. aureus de 2% e SCN de 98%
dentre os isolados recuperados.

Segundo Ahmed et al."® os SCN seguidos dos MRSA
estdo entre os patdbgenos ambientais mais comuns. Em seu
estudo sobre o monitoramento bacterioldgico de superficies,
onde pesquisou toda a microbiota de alguns hospitais de uma
cidade no Egito, os SCN foram os isolados ambientais mais
encontrados, obtendo uma prevaléncia de 31,9%. Franco"”
encontrou resultado ainda mais similar a este estudo em
sua pesquisa sobre Staphylococcus spp. em uma unidade
de terapia intensiva neonatal em um hospital publico da
cidade de Dourados/MS. Dos 69 pontos coletados, apenas
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1 apresentou crescimento de Staphylococcus aureus, tendo,
portanto, uma maior prevaléncia de SCN, principalmente S.
epidermidis e S. haemolyticus. Destaca ainda que os MRSA e
0s SCN ganham destaque como principais causadores de
IRAS, estando envolvidos em casos de foliculite, endocardite,
pneumonia, bacteremia, entre outras. Sdo considerados o
terceiro patégeno mais associado as IRAS.1”

Apesar de serem bactérias residentes da microbiota
humana, Cala et al."® enfocam a capacidade dos SCN,

principalmente do S. epidermidis em produzir biofilmes,
formando uma camada mucoide que os protege da acéo
do ambiente, garantindo a sua aderéncia as superficies.
Dessa forma, esses microrganismos sobrevivem em diversos
materiais, inclusive dispositivos médicos residenciais, como
cateteres, coracao, valvulas, enxertos de bypass vascular,
shunts nervosos e implantes protéticos, sendo agravado pela
aquisicao de genes de resisténcia por essas espécies, desenca-
deando sérios problemas para pacientes imunossuprimidos.

Isolados bacterianos recuperados no presente estudo, distribuidos de acordo com a unidade de isolamento

UNIDADE ISOLADO IDENTIFICAGAO CFO OXA LOCAL

MRSA25 SCN R R Estetoscdpio
MRSA24 SCN R R Estetoscdpio
MRSA17 SCN R R Mao de profissional
MRSA20 SCN R R Teclado de computador
MRSA16 SCN R R Teclado de computador
MRSA27 SCN R R Bancada de enfermagem
MRSA03 SCN R R Bandeja de medicacao

(linica médica MRSA02 SCN R R Maganeta da porta
MRSA12 SCN R R Bomba de infusdo
MRSA13 SN R R Bomba de dieta
MRSA01 SCN R R Mesa auxiliar de leito
MRSA22 SCN R R Mesa auxiliar de leito
MRSA21 SCN R R Pia da unidade
MRSA14 SCN R R Mo de profissional
MRSA15 SCN R R Bacia de banho
MRSA04 SCN R R Méo de profissional
MRSA18 SCN R R Mo de profissional

hica crirgia MRSA26 SCN R R Bandeja de medicacdo
MRSA23 SCN R R Macaneta da porta
MRSA09 SCN R R Mesa auxiliar de leito
MRSA10 SCN R R Mesa auxiliar de leito
MRSA54 SCN R R Mesa auxiliar de cirurgia

Centro cirdrgico MRSA55 SCN R R Méo de profissional
MRSA56 SCN R R Carrinho de anestesia
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Tabela 1 - Continuagao

UNIDADE ISOLADO IDENTIFICAGAO CFO OXA LOCAL
MRSA05 SCN R R Bandeja de medicacao
MRSAT1 S. aureus R R Mesa auxiliar de leito
MRSA06 SCN R R Bola de parto
MRSA07 SCN R R Bola de parto
Maternidade
MRSA28 SCN R R Aparelho de ultrassom
MRSA08 SCN R R Pia da unidade
MRSA19 SCN R R Mesa auxiliar de leito
MRSA29 SCN R R Macaneta da porta
MRSA32 SCN R R Leito da sala de recuperacdo
MRSA37 SCN R R Macaneta da porta
MRSA38 SCN R R Mesa da sala de recuperacao
Centro obstétrico
MRSA33 SCN R R Foco cirdrgico
MRSA42 SCN R R Berco aquecido
MRSA31 SCN R R Mesa cirdrgica
MRSA43 SCN R R Bandeja de alimentacao
MRSA44 SCN R R Carrinho de alimentacao
MRSA45 SCN R R Bandeja de alimentacao
MRSA46 SCN R R Méo de profissional
MRSA47 SCN R R Bandeja de alimentacéo
MRSA48 SCN R R Bandeja de alimentacao
Nutricao
MRSA49 SCN R R Bandeja de alimentacéo
MRSA53 SCN R R (arrinho de alimentagdo
MRSA50 SCN R R Bandeja de alimentacdo
MRSA51 SCN R R Mesa de manipulagdo de alimentos
MRSA52 SCN R R Bandeja de alimentacao
MRSA61 SCN R R Pia de manipulacdo de alimentos

Legenda: SCN: Staphylococcus coagulase negativo; S. aureus: Staphylococcus aureus; (-): auséncia de crescimento. Fonte: Autor.

Percentual de isolados bacterianos recuperados de acordo com a unidade de isolamento

AREAS Positivo n (%) Negativo n (%) Total n (%)
(linica Médica 15(15,1) 5(5,0) 20(20,1)
Clinica Cirdrgica 6(6,1) 10(10,1) 16 (16,2)
Centro Cirdrgico 3(3,0) 8(8,1) 11(11,1)
Maternidade 8(8,1) 10(10,1) 18(18,2)
Centro Obstétrico 6(6,1) 9(9,1) 15(15,2)
Nutricao 13(13,1) 6(6,1) 19(19,2)
TOTAL 50(51,5) 49 (48,5) 99(100,0)

Fonte: Autor.
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A area com maior numero de amostras positivas foi a
Clinica médica, seguida da Nutricdo, Maternidade, Centro
obstétrico e Clinica cirurgica, sendo a unidade com menor
indice de crescimento bacteriano representada pelo Centro
cirdrgico, como demonstrado na Tabela 2. Este estudo cor-
robora com os achados de Chaoui et al.,"® que encontraram
altas taxas de contaminacao na unidade médica (95%), con-
tudo, em seu estudo, as taxas nas demais unidades foram
similares, incluindo a clinica cirtrgica (90%), diferindo assim
do presente estudo, onde foi encontrado menor indice de
crescimento bacteriano na referida unidade.

Com relacao as superficies/equipamentos, observa-se
gue as que entram em contato direto com o paciente,
incluindo as maos dos profissionais (exceto da nutricao),
apresentaram um nimero elevado de contaminacgao (57,6%),
como mostrado na Tabela 3. Dentre essas superficies estao:
estetoscopio; bola de parto; aparelho de ultrassom; incuba-
dora; berco aquecido; mesa cirdrgica; leito da sala de recu-
peracao; bandeja de alimentacdo e maos dos profissionais.
Destacando que alguns desses objetos sdo compartilhados
com mais de uma unidade, como é o caso das bandejas
e carrinhos de alimentacao, podendo assim ser passiveis
de contaminacao cruzada de uma unidade para a outra.
Bezerra e colaboradores®” em seu estudo sobre adesdo a
higienizacdo das maos, sugerem a relacdo entre as IRAS e
a ma higienizacdo das maos.

Chaoui et al.,"® em seu estudo sobre a contaminacéo de
superficies, enfatizam a dificuldade em definir precisamente a
origem das IRAS, ja que ha diversos fatores envolvidos como: a
qualidade da técnica de higienizacdo empregada e a qualidade
do ar,uma vez que particulas presentes no ar se depositam sobre
as superficies e equipamentos. Contudo, mesmo com as limita-
¢bes do estudo, o autor destaca a grande influéncia do ambiente
na prevaléncia das infeccdes nosocomiais e a importancia da
higiene das maos para controle da disseminacao de MDR.

CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou a grande potencialidade
de transmissdo de MDR através das superficies e equipamen-
tos utilizados na assisténcia direta e indireta ao paciente,
podendo desempenhar um importante papel na producao
das IRAS. A contaminacdo de um grande percentual de super-
ficies sugere uma ma adeséo a boas praticas de higienizacao
das méaos e do ambiente hospitalar. Torna-se necessaria a
identificacdo das principais fragilidades técnicas que podem
ser possiveis influenciadoras no processo de circulagao desses
patdgenos, facilitando o planejamento e execucao de acoes
de intervencéo, contribuindo de forma significativa para a
promocao da educacao continuada dos profissionais de satide
a fim de garantir a seguranca dos pacientes hospitalizados,
bem como dos profissionais envolvidos.

Percentual de isolamento bacteriano de acordo com as superficies/equipamentos analisados que entram em contato direto com o paciente

SUPERFICIES Positivo n (%) Negativo n (%) Total n (%)
Estetoscopio 2(50,0) 2(50,0) 4(100,0)
Bola de parto 2(100,0) 0(00,0) 2(100,0)
Aparelho de ultrassom 1(100,0) 0(00,0) 1(100,0)
Incubadora 1(100,0) 0(00,0) 1(100,0)
Berco aquecido 1(100,0) 0(00,0) 1(100,0)
Mesa cirtrgica 1(25,0) 3(75,0) 4(100,0)
Leito 1(100,0) 0(00,0) 1(100,0)
Bandeja de alimentacdo 7(70,0) 3(30,0) 10(100,0)
Maos de profissionais 4(44,4) 5(55,6) 9(100,0)
TOTAL 19(57,6) 14 (42,4) 33(100,0)

Fonte: Autor.
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O que é Urbanorum spp.?
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Elenice Messias do Nascimento Gongalves’, Dorca Lopes', Ana Lucia de Carvalho Avelino’, Wladimir Ribeiro dos Santos’,

Vera Lucia Pagliusi Castilho’

' HCFMUSP, Divisao de Laboratério Clinico - Parasitologia. Sdo Paulo, SP, Brasil.

Caro Editor,

E fato conhecido e descrito que Francisco Tirado San-
tamaria, em 2006, apresentou a comunidade cientifica um
novo parasito: Urbanorum spp.") Embora o encontro das
estruturas descritas em diversas amostras fecais examinadas
seja rotineiro no Laboratério de Parasitologia da Divisdo de
Laboratério do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sao Paulo, ndo as consideramos parasito
devido ao total desconhecimento de sua classificacao cienti-
fica e de seu ciclo biolégico. Em nossas investigacdes micros-
copicas percebemos a falta de organelas celulares, tanto em
amostras fecais diluidas em salina (exame direto) com e sem
lugol, assim como nos métodos que compdem nosso exame
parasitoldgico, a saber: Faust e cols., Lutz (Hoffman, Pons e
Janer), Rugai modificado e coloracéo tricromo. O resultado
foi parecido quando estas amostras fecais foram submetidas
as coloragoes de Kinyoun, Gram-Chromotrope e Leishman.
Sob microscopia de luz polarizada observamos presenca de
cruz de Malta.? Estes achados corroboram com a opinido
descrita pela Sociedade Brasileira de Analises Clinicas - SBAC
em “Posicionamento da Sociedade Brasileira de Analises

Correspondéncia
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E-mail: elenice.goncalves@hc.fm.usp.br

Clinicas (SBAC) sobre o reporte da estrutura denominada
“Urbanorum spp!” em amostras de fezes (2021).8)
Casualmente, deparamos com imagens semelhantes
no livro Métodos de Laboratdrio Aplicados a Clinica Técnica e
Interpretacdo, 62 edicao, de 1985, com citacao da tese do Dr.
Joaquim Romeu Cangado, intitulada“A obstrucao catarral do
cistico’, de 1948, e apresentada em concurso de docente livre
de Clinica Médica da Faculdade de Medicina da Universidade
de Minas Gerais.” Resgatamos cdpia desta tese, na qual o
autor descreve que esta estrutura microscépica nada mais é do
que o denominado muco oleaginoso relatado, em 1928, por
Lyon e Swalm, responsavel pela obstrucao catarral do cistico
e, em 1943, observou a formacdo deste muco oleaginoso
em uma paciente sem nenhum acometimento do sistema
biliar. Ha a descricao experimental em que, se uma pequena
quantidade de bile recém-coletada for depositada em tubo
de ensaio e acrescida de igual volume de 4cido cloridrico
(HCI 0,1N) se observa, ap6s 15 minutos, uma sedimentacao
de flocos amarelados, viscosos e felpudos tal qual o muco
oleaginoso e que, se submetidos a microscopia, sao obser-
vadas aglomeragdes de gotas oleaginosas. O autor chama a
atencao para o fato de que o denominado muco oleaginoso
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nao tem mucina em sua constituicdo e é decorrente da
juncédo de acidos biliares naturais da bile (acido glicélico e
acido taurocélico) resultantes da acdo do HCl contido no
suco gastrico sobre os sais biliares (glicolato e taurocolato
de sodio) préprios da bile. As goticulas de acidos biliares
precipitados entram em coalescéncia e coram-se de amarelo
pela bilirrubina gerando gotas, lagos e len¢ois.”. Com base
nos achados descritos na tese citada, acreditamos que esta
estrutura, tdo polémica, nada mais é que o denominado
muco oleaginoso produzido pelo organismo humano, que
em sua composicao nao apresenta muco e nao é oleaginoso
e também ndo tem significacao patoldgica.
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Relato da emergéncia de Pseudomonas aeruginosa KPC em um

hospital de referéncia terciaria

Report of the emergence of Pseudomonas aeruginosa KPC in a tertiary referral

hospital

Valéria Martins Soares’

' Hospital Julia Kubitschek (FHEMIG), Setor de Microbiologia/Laboratério. Belo Horizonte, MG, Brasil.

Caro editor,

Pseudomonas aeruginosa é considerada um dos mais
importantes patégenos oportunistas Gram negativos, res-
ponsével por grande variedade de infec¢des relacionadas a
assisténcia a saude (IRAS), como pneumonias associadas a
ventilagdo mecanica, infeccdes do trato urindrio, bacteremias
e infeccdes em tecidos moles.”

Em setembro de 2021, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) liberou um alerta de risco chamando
atencao para o registro de casos de P. aeruginosaresistente a
carbapenémicos associada aos genes KPC e NDM nos estados
do Parané e de Santa Catarina, Brasil.®”

O primeiro relato de Pseudomonas aeruginosa produtora
de KPC ocorreu na Colémbia (KPC-2) em 2007. No Brasil,
a primeira descricdo aconteceu em fevereiro de 2010, em
dois pacientes distintos que estavam internados na unidade
de terapia intensiva de um hospital de referéncia terciaria,
localizado em Recife, Pernambuco.?

A partir de 2018, conforme recomendado pelo Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI),®’ o método de
inativacao de carbapenémicos modificado (mCIM) passou
a ser utilizado na rotina do setor de Microbiologia do
Hospital Julia Kubitschek, sendo complementado pelo
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método imunocromatograficoNG-Test CARBA 5 (NG-Biotech
Laboratoires) em 2021, para a deteccao de carbapenemases
em P. geruginosa.

Em abril de 2022, detectamos pela primeira vez uma
cepa de P. aeruginosa KPC em uma secrecao de escara. No
més seguinte, houve nova deteccdo em aspirado traqueal
proveniente de outro paciente. Os dois isolados apresenta-
ram o mesmo perfil de antibiograma, sendo resistentes aos
medicamentos amicacina, aztreonam, ceftazidima, cefepima,
imipeném, meropeném, piperacilina-tazobactam, sensivel
aumentando exposicdo para o ciprofloxacino e sensivel a
ceftazidima-avibactam, conforme padronizacao do BrCAST
(Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Tes-
ting).” As duas cepas apresentaram concentragao inibitéria
minima superior a 64 mg/L para a polimixina, por meio de
microdiluicdo em placa. Os isolados foram enviados para o
laboratoério de referéncia da Fundagdo Ezequiel Dias (FUNE-
D-MG) para a realizacdo de reagao em cadeia da polimerase
(PCR) multiplex, havendo a deteccdo do gene bIaKPC'

O desenvolvimento de diferentes mecanismos de resis-
téncia, muitas vezes disseminados através do mesmo plasmi-
deo, tem grande impacto clinico, comprometendo a eficacia
dos farmacos utilizados, gerando alto custo da terapéutica,
aumento do tempo de hospitalizacao e mortalidade.™
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E interessante notar que nos dois pacientes em que
se detectou P. aeruginosa KPC também se isolou Klebsiella
pneumoniae KPC. No paciente no qual a amostra clinica foi
escara, foi detectada uma K.pneumoniae KPC em urina colhida
dois dias antes. Na amostra de aspirado traqueal do segundo
paciente, isolou-se também uma K. pneumoniae KPC. Estudos
relatam que a colonizacdo do trato gastrointestinal com
Enterobacterales pode permitir a transferéncia horizontal
de genes e, dessa forma, a disseminacao de resisténcia
entre géneros.®

Assim, conforme o alerta de risco da ANVISA, a vigilancia
laboratorial de Pseudomonas aeruginosa devera ser reforcada
em todos os servicos de saude do pais, com especial atengao
aos resultados laboratoriais dos testes de sensibilidade aos
antimicrobianos relacionados a P. aeruginosa com perfil de
resisténcia a carbapenémicos identificados. As medidas de
prevencao e controle da disseminacao de microrganismos
multirresistentes deverdo ser adotadas imediatamente. Ainda
segundo esse comunicado, as P. aeruginosas resistentes aos
carbapenémicos e associadas aos genes KPC e NDM sdo
microrganismos multirresistentes considerados de interesse
e devem ser notificados ao Sistema Nacional de Vigilancia e
Monitoramento de Surtos Infecciosos em Servicos de Saude.”

Além disso, devemos lembrar que pequena parte dos
pacientes colonizados ird desenvolver infeccdo invasiva,
porém esses funcionam como reservatoérios para transmis-
sao nosocomial. O primeiro relato de P. aeruginosa KPC na
Europa ocorreu em um paciente que manteve o swab retal
positivo por 8 meses, justificando a vigilancia em pacientes
de alto risco.®)
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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
29jun 2011; secdo 1.

Portarias: Ministério da Saude (Brasil). Portaria no. 2.616, de 12 de maio de 1998.
Expede diretrizes e normas para a prevencao e o controle da infeccdo hospitalar.
Diario Oficial da Unido13 mai 1998; secao 1.

Resolugdes: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria (Brasil). RDC no. 302, de 13
de outubro de 2005. Dispde sobre Regulamento Técnico para Funcionamento de
Laboratérios Clinicos. Diario Oficial da Unido 14 out 2005; segao 1.

Meios Eletronicos:

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