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EDITORIAL/EDITORIAL

Personagens da Histéria da Saude XIlI:
Avicena

Personalities of Health History XllI: Avicenna

Paulo Murillo Neufeld, PhD | Editor Emérito da RBAC

Avicena foi um filésofo islamico e médico da Idade Média oriental com notdveis
contribuicdes em praticamente todas as areas do saber de sua época. Na medicina,
estudou, comentou e revolucionou as obras médicas de antecessores historicos como
Hipdcrates, Galeno e Aristoteles, entre outros. Como um médico teodrico e prético, e
com grande rigor cientifico, estabeleceu as bases para a expansao e o desenvolvimento
das ciéncias médicas, definindo que o objeto material da medicina é o ser humano e
determinando os limites entre saude e doenca.

Interessante notar que a historia da vida e obra de Avicena é bastante conhecida,
inclusive com muitos detalhes, pois ele escreveu uma autobiografia que foi, posterior-
mente, complementada com material escrito por seus alunos. Além de deixar sua prépria
biografia, Avicena teve uma producao literdria prolifera. Das 450 obras que ele teria
escrito, cerca de 240 sobreviveram, incluindo 150 sobre filosofia e 40 sobre medicina.
Dentro da area médica, as duas obras mais importantes de Avicena sao o Al Qanun fial
Tibb (“O Canon de Medicina”) e o Kitab al Shifa (“O Livro da Cura”). O primeiro é um dos
livros mais famosos da historia da medicina. O segundo é uma enciclopédia cientifica que
abrange légica, ciéncias naturais, psicologia, geometria, astronomia, aritmética e musica.

Abu-'Aly al-Husayn Ibn ‘Abdallah Ibn Sina conhecido apenas como Ibn Sina ou por
seu nome latino Avicena nasceu em agosto de 980 em Afsina/ Kharmaitan, uma loca-
lidade préxima a cidade de Bukhara, na Transoxiana, na Asia Central, que integrava,
nesse momento, o Império Persa Samanida, hoje atual Uzbequistao. Avicena era filho
de Abdallah, nascido na cidade de Balkh e de etnia turca, e que era funcionario da
burocracia samanida com funcdes de governador em uma vila de propriedade real
conhecida como Balja, e de Sitara, uma mulher Tadjik de origem persa. Apds cinco anos
do seu nascimento, nasceu Mahmoud, seu Unico irmao.

Avicena foi educado por seu pai, cuja casa era um ponto de encontro para homens
intelectuais da regido. Havia muita discussdo em sua casa sobre geometria, filosofia,
teologia e até métodos contabeis. Avicena foi uma crianca notavel, com uma meméria
e uma capacidade de aprender que surpreenderam os estudiosos que se encontraram
na casa de seu pai. Aos dez anos de idade, ele havia memorizado o Alcordo e a maior
parte da poesia arabe que havia lido. Quando atingiu a idade de treze anos, ele comegou
a estudar medicina e, aos dezesseis anos de idade, ja dominava bem a matéria médica
da época, quando comecou a tratar pacientes. Avicena estudou com um vendedor de
legumes indiano que também era agrimensor. Foi a partir dele que Avicena conheceu
o sistema indiano de calculo, fazendo uso do zero em seus calculos matematicos. Ele
também estudou geometria euclidiana, metafisica e légica aristotélica, doutrina e
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jurisprudéncia islamica, recebendo instrucdes de alguns dos melhores professores do
seu tempo, mas em todas as areas, continuou seus estudos por conta prépria. Em sua
autobiografia, enfatiza que ele era mais ou menos autodidata, mas que sempre em
momentos cruciais de sua vida, ele recebeu ajuda.

Na verdade, foi sua habilidade em medicina que se mostrou de grande valor para
Avicena, pois foi através de sua reputacao na area médica que o governante samanida
Nuh ibn Mansur veio a ouvir falar dele e o contratou como seu médico particular. Depois
que Avicena curou Nuh ibn Mansur de uma importante doenca, como recompensa, ele
foi autorizado a usar a Biblioteca Real dos samanidas, o que provou ser fundamental
para o seu desenvolvimento em toda a gama de estudos.

Com a saida dos samanidas do poder e a morte de seu pai, a vida de Avicena
mudou completamente. Sem o apoio de um patrono e de seu pai, ele comeg¢ou uma
vida errante, vagando por diferentes cidades, atuando como médico e administrador
durante o dia, enquanto a noite reunia estudantes ao seu redor para ensinar e discutir
filosofia e ciéncia. Vivendo sem destino certo, muda-se para Jerjan, perto do Mar Caspio.
Nessa cidade, lecionou sobre astronomia e |6gica e escreveu a primeira parte do“Canon
da Medicina”. Mais tarde, mudou-se para Al-Rayy, regido proxima da atual Teera, onde
trabalhou também como médico. Cerca de 30 livros foram escritos por Avicena durante
sua estada nessa cidade. No entanto, novamente, decide mudar, indo para Hamadan,
atuando, mais uma vez, na medicina e se tornando depois médico particular e confidente
do Emir, sendo, por isso, nomeado Grao-Visir. Em decorréncia de questdes politicas,
com a morte do Emir, Avicena é preso em Hamadan. Na prisao, escreveu vdrios livros.
Ap0s sua libertacao, ele foi para Isfahan, passando seus ultimos anos servindo ao Emir
local. O “Livro da Cura” e o “Canon de Medicina”, que haviam sido iniciados em Jerjan
e Hamadan, foram finalizados em Isfahan. Nessa localidade, ainda escreveu diversas
outras obras sobre filosofia, medicina e lingua arabe.

Em relagdo ao“Canon de Medicina’, o livro médico mais influente ja escrito por um
médico muculmano, pode-se considerar que ele representa uma enciclopédia médica
composta por uma soma da medicina drabe com suas raizes gregas, modificadas pelas
observacoes pessoais de Avicena. Esse livro foi traduzido para o latim no século XII, tor-
nando-se o livro didético para a educagao médica na Europa do século Xll ao XVII. Além
de varias edicdes latinas, existe uma escrita em hebraico. O “Canon”é dividido em cinco
livros, incluindo clinica e terapéutica médica com cerca de 760 medicamentos listados.

O “Canon de Medicina” escrito por Avicena inclui: Livro I: Parte 1: Os Institutos da
Medicina: Definicdo de medicina, sua tarefa e sua relacdo com afilosofia. Os elementos,
humores e temperamentos. Os 6rgdos e suas funcdes. Parte 2: Causas e sintomas de
doencas. Parte 3: Dietética geral e profilaxia. Parte 4: Terapéutica Geral. Livro Il: Sobre
os medicamentos simples e suas acdes. Livro Ill: As doencas do cérebro, do olho, do
ouvido, da garganta e da cavidade oral, dos 6rgaos respiratérios, do coracao, da mama,
do estdmago, do figado, do baco, do intestino, dos rins e dos 6rgaos genitais. Livro IV:
Parte 1: Sobre febres. Parte 2: Sintomas e progndstico. Parte 3: Sobre sedimentos. Parte
4: Sobre feridas. Parte 5: Sobre deslocamentos. Parte 6: Sobre venenos e cosméticos.
Livro V: Sobre a manipulagao de medicamentos.

Em seu “Canon de Medicina”, Avicena documentou corretamente a anatomia do
olho, juntamente com a descricao de condicdes oftalmicas, como catarata. Afirmou que
atuberculose era contagiosa. Ele descreveu os sintomas do diabetes e fez descricdes dos

RBAC. 2023;55(4):238-240
239



Personagens da Histéria da Satde XllI: Avicena | Neufeld PM

tipos de paralisia facial. Avicena descreveu varios transtornos psiquiatricos, incluindo
o chamado “transtorno do amor’, que ele considerava como um transtorno obsessivo
semelhante a depressao grave. Oito capitulos do “Canon” trataram da neuroanatomia
funcional da coluna vertebral, incluindo a estrutura das vértebras e as varias partes
da coluna vertebral e sua biomecanica. Ele escreveu ainda sobre medicina perinatal,
incluindo banho e alimentacéo e causas de deformidades.

Avicena morreu em 1037, aos 57 anos, sendo sepultado na cidade de Hamadan.
Talvez o mais notdvel na vida de Avicena seja o fato de que ele continuou a produzir
estudos de alta qualidade, apesar de seu estilo cadtico, pois vivia na errancia, bebia
exageradamente vinho, tinha uma vida promiscua, além de ter sido preso em diferentes
momentos por envolvimento em politicas de Estado.
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ARTIGO DE REVISAO/REVIEW ARTICLE

A técnica de imunocitoquimica e suas aplicacées na pesquisa e
diagnéstico laboratorial: revisao integrativa da literatura

The immunocytochemistry technique and its applications in laboratory research and
diagnosis: integrative literature review

Thais Campos Vicentim', Ana Laura Remédio Zeni Beretta?

' Bacharel em Ciéncias Bioldgicas, Discente do curso de Especializagdo em Andlises Clinicas - Centro Universitario da Funda¢do Herminio Ometto (FHO).
Araras, SP, Brasil.

2 Doutora em Genética e Biologia Molecular Universidade Estadual de Campinas (Unicamp). Campinas, SP, Brasil. Coordenadora e Docente do Curso de
Especializagdo em Analises Clinicas do Centro Universitario da Fundacao Herminio Ometto de Araras/FHO. Araras, SP, Brasil.

Resumo

Pesquisadores em 1941 investigavam um método pelo qual substancias antigénicas fossem reveladas em tecidos de mamiferos e desta forma foi
desenvolvido o método de fluorescéncia para identificacao de pneumococos em tecidos infectados. Como resultado, muitos estudos se aprofundaram
em outras metodologias para esta técnica, usando marcadores enzimaticos e metais pesados, pois havia a necessidade de um método mais sensivel e
especifico. Assim foram exploradas as técnicas imunocitoquimica para fins de pesquisa e diagndstico laboratorial. No diagnéstico laboratorial, tornou-se
fundamental na deteccao de carcinoma pulmonar, epidermoide e bexiga urinaria. O presente estudo objetivou a revisao da literatura, através de banco
de dados nos sites PubMed, LILACS e SciELO para analise e discussao da técnica de imunocitoquimica, sua aplicagao na pesquisa cientifica atual e sua
relevancia no diagndstico laboratorial. A imunocitoquimica tem se destacado entre as técnicas utilizadas na pesquisa como uma ferramenta rapida e
econOmica para deteccao de diversos biomarcadores, como exemplo, os casos de evidéncia de teldcitos em modelos animais com aterosclerose e na
marcacao de inimeras proteinas. A revisao sugeriu que essas novas técnicas foram introduzidas e tem demonstrado melhores resultados, perfil de
seguranca e eficacia no diagnostico laboratorial.

Palavras-chave: Imuno-histoquimica; Diagnéstico; Biomarcadores.

Abstract

Researchersin 1941 investigated a method by which antigenic substances were revealed in mammalian tissues and in this way the fluorescence method
for identifying pneumococci in infected tissues was developed. As a result, many studies have delved into other methodologies for this technique, using
enzyme markers and heavy metals, as there was a need for a more sensitive and specific method. Thus, immunocytochemical techniques for research
and laboratory diagnosis were explored. In the laboratory diagnosis it has become fundamental in the detection of lung, epidermoid and urinary bladder
carcinoma. The present study aimed to review the literature, through a database on the websites PubMed, LILACS and SciELO to analyze and discuss the
technique of immunocytochemistry, its application in current scientific research and its relevance in laboratory diagnosis. Immunocytochemistry has
stood out among the techniques used in research as a fast and economical tool for the detection of several biomarkers, such as the cases of evidence
of telocytes in animal models with atherosclerosis and in the marking of numerous proteins. The review suggested that these new techniques were
introduced and have shown better results, safety profile and efficacy in laboratory diagnosis.

Keywords: Immunohistochemistry; Diagnosis; Biomarkers.
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INTRODUCAO

Um grupo de pesquisadores analisava uma forma pela
qual substancias antigénicas fossem expressas em tecidos
de mamiferos. Em virtude disto desenvolveram uma técnica
denominada imunocitoquimica pelo método de fluores-
céncia, com a utilizacao de derivados de anticorpos de
coelhos, que demonstram serem eficazes em conservar as
propriedades imunoldgicas iniciais da reacédo, favorecendo
sua visualizacdo. A ligagcao do anticorpo com o antigeno
tornava-se fluorescente quando a amostra era exposta a
luz ultravioleta.®

Em continuidade, muitos estudos se aprofundaram no
aperfeicoamento desta técnica para potencializar sua precisao
diagnéstica e elevar a abrangéncia de células e tecidos em
futuros estudos.

A técnica de imunocitoquimica utiliza a marcacao de
antigenos (Ag) sendo eles proteinas ou polissacarideos, em
células ou tecidos usando a especificidade ou sensibilidade
de um determinado anticorpo (Ac), e esta marcacao sé sera
visualizada devido a ligagdo do anticorpo ao antigeno, con-
dicdo também chamada de afinidade. Todos os antigenos
possuem estruturas quimicas chamadas epitopos que irdo
possibilitar a ligacao nao covalente a estrutura do anticorpo,
os paratopos.??

Na sua metodologia, hd o uso de um Unico anticorpo
primario ou pode ser em conjunto com um anticorpo secun-
dario, sendo eles monoclonais ou policlonais. Os anticorpos
monoclonais possuem como alvo somente um Unico epitopo
do antigeno em questdo, o que o torna mais especifico. Por
outro lado, os anticorpos policlonais sdo sensiveis, pois ten-
dem a ligar-se a diversos epitopos do antigeno.”

A imunocitoquimica pode ser aplicada pelo método
direto, em que a amostra é incubada em uma solugdo con-
tendo o anticorpo primario por um periodo preestabelecido
em protocolo e visualizada com o auxilio de cromégenos
de modo mais 4gil, mas com pouca amplificacdo do sinal
emitido pela reacdo. No método indireto, posteriormente a
incubacao do anticorpo primario, a amostra é incubada em
uma solucao contendo o anticorpo secundario, que criara
um sitio antigénico maior, o qual elevara a amplificacdo do
sinal da reacao favorecendo a identificacdo de antigenos em
baixa concentracao.”

A técnica tornou-se vidvel em diversas identificacdes de
antigenos na pesquisa e como resultado, na rotina diagnés-
tica. Houve pesquisadores que utilizaram aimunocitoquimica

para estudar em caes o contagio do virus da hepatite infec-
ciosa canina (adenovirus tipo 1), utilizando tecidos em diver-
sos estagios da doenca, detectando os antigenos marcados
com anticorpos com fluoresceina para visualizacdo.”

Gradativamente, aimunocitoquimica fez-se indispensavel
na pesquisa e na rotina de diagnéstico laboratorial, onde
estudos declaram a sua importancia na identificacdo de
inumeros carcinomas, como pulmonar, pancreatico, bexiga
urinaria, entre outros.®

O presente estudo teve como objetivo realizar uma
revisdo da literatura para analisar e discutir a técnica de
imunocitoquimica, sua aplicacao na pesquisa cientifica atual
e sua relevancia no diagnéstico laboratorial.

MATERIAL E METODOS

A producao do contetddo baseou-se em revisao da litera-
tura cientifica, com o objetivo de andlise e discussao do uso
da técnica de imunocitoquimica, tanto na pesquisa cientifica
como no diagnostico laboratorial. Utilizou-se banco de dados
eletrénicos, como preferencialmente periddicos disponiveis
pelo National Center for Biotechnology Information, U.S.
National Library of Medicine (PubMed), Scientific Electronic
Library Online (SciELO) e posteriormente Literature in the
Health Sciences in Latin America and the Caribbean (LILACS).

O levantamento de dados se processou por meio dos
descritores: “immunocytochemistry technique, biomarkers,
laboratory diagnosis, research’, e os indexados de interesse
foram selecionados entre os anos de 1941 até 2020.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas linhas de pesquisas atuais, a imunocitoquimica é
utilizada para identificacdo da presenca de antigenos pela
marcacao com anticorpos especificos para a amostra que
sera estudada visando aplica-la no diagnéstico de forma
produtiva.©®

Em estudos da presenca de telécitos em camundongos
machos com deficiéncia do gene ApoE-/-, que resulta na
alteracdo da homeostase celular e no desenvolvimento
tecidual, além de favorecer a fisiopatologia de doencas,
foram utilizadas a imunocitoquimica pelo método indireto
e 3,3'-diaminobenzidina (DAB) como cromdgeno para iden-
tificacdo dos biomarcadores CD28,CD34,CD117 e PDGFR-a
em amostras de rins, figado e coracdo. Os teldcitos foram
negativados para CD28, positivados para CD34 e CD117 e
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parcialmente positivos para PDGFR-a no figado e no cora-
¢ao, porém foram negativados em amostras renais, logo
demonstra a relagao entre a aterosclerose e hiperlipidemia
em deficientes do gene ApoE-/-7

Aplicada em outro contexto, aimunocitoquimica junta-
mente com a DAB possui papel fundamental na marcacao
da expressao do ligante de morte programada 1 (PD-L1) ao
receptor de morte programada 1 (PD-1) que desempenha
a funcdo das células tumorais em evitar o sistema imune
do paciente, desta forma inibindo a ativacdo do linfocito T,
em amostras de adenocarcinoma e carcinomas de células
escamosas do pulmao.®?

O método indireto é a técnica aplicada com mais regula-
ridade na pesquisa. Por utilizar aincubacdo de um anticorpo
secundario, ela torna-se mais sensivel a diversos epitopos,
facilitando nas identificacbes de iniUmeras proteinas, mas
demandando tempo e empenho por parte dos pesquisadores
e profissionais.®

Por conta de sua sensibilidade, aimunocitoquimica pode
ser executada em diferentes linhas de pesquisa e visando
diversos fins. Por exemplo, como referéncia para marcacao
de antigenos em organoides de diversas origens, tamanhos e
componentes celulares para produzir a renderizacdo em 3D
com o software de visualizacao para as imagens geradas, o
que propicia a compreensao das complexidades celulares e
reduz a variabilidade na interpretacdo dos pesquisadores.®

A modernizacdo das técnicas vem sendo frequentemente
aplicada na rotina diaria dos laboratorios."” Devido a grande
demanda de amostras, pesquisadores e citopatologistas
necessitam da automacdo para serem capazes de desem-
penhar todas suas atividades. A MALDI (Matrix Assisted Laser
Desorption lonization) é um método que torna o extenso
processo da imunocitoquimica mais agil, em que a oncolo-
gia pode fazer uso de biomarcadores para serem analisados
rapidamente, ndo somente para diagnéstico, mas também
para determinar prognésticos."”

Na rotina laboratorial, a imunocitoquimica possui papel
crucial no diagnéstico e progndstico de diversas patologias,
como carcinomas e neoplasias na identificacdo de agentes
infecciosos. Em pacientes saudaveis, a imunocitoquimica se
mostra eficaz na marcacdo de altos niveis das proteinas KRT84 e
ARID1A.723 Em condigdes nao saudaveis, quando os pacientes
sdo diagnosticados com carcinoma pulmonar e urotelial, a
expressdo destas proteinas diminui conforme aumenta o grau
e estdgio do tumor, evidenciando que a imunocitoquimica
possui papel no diagnostico e progndstico, assim como define
marcadores preditivos na citologia oncética.®1213)

Para aumentar a precisao diagnéstica das amostras de
puncao aspirativa por agulha fina (PAAF) em tumores de teci-
dos moles, aimunocitoquimica foi incluida nas abordagens
de identificacdo por sua capacidade de diagnosticar neo-
plasias de células pequenas, neoplasia de células fusiformes
e histiocitose de células de Langerhans (HCL) positivando
seus devidos alvos." A imunomarcacdo de esfregacos de
PAAF é uma forma 4gqil, efetiva e econdmica para inimeros
diagnosticos oncoldgicos.+19

Assim como qualquer outra técnica utilizada na pesquisa
ou como forma diagndstica, a imunocitoquimica também
possui desvantagens. Um estudo publicado pela Citopato-
logia do Cancer (Cancer Cytopathology), no qual se afirma
que os citopatologistas, ao analisarem amostras, como por
exemplo, de fluidos corporais, que possuiam maiores niveis
do uso da imunocitoquimica como técnica primaria obtive-
ram altas porcentagens de diagndsticos finais indete, dife-
rentemente dos citopatologistas que a aplicavam somente
como uma técnica confirmatdria do diagnéstico ja obtido
por outro método.”

Outro estudo investigou se tecidos de amigdalas pala-
tinas e de adenoides poderiam ser locais de replicacao e
fontes de particulas virais vidveis removidas de criancas com
hipertrofia tonsilar. A citometria de fluxo em conjunto com
a imunocitoquimica de secdes destes tecidos embebidas
em parafina indicaram que linfécitos CD20+ B, TCD8+ e as
células CD11c+ sdo passiveis a infeccdo por virus Influenza
A e os dados indicam que os tecidos ndo somente abrigam
a expressao de proteinas, mas também abrigam o virus
infeccioso ativo."®

Assim como na deteccao do virus influenza A,"® foi
possivel detectar, com a utilizacdo da imunocitoquimica, o
betacoronavirus MERS-CoV em tecidos fixados em formalina
dos cornetos nasais de alpacas infectadas. Com a utilizacdo
de anticorpos monoclonais humanos, designados 1.2g5,
1.10f3 e 1.6¢c7, demonstraram serem eficazes em identificar o
antigeno MERS-CoV, com melhores resultados em marcagdes
imunoldgicas de anticorpos em menores dilui¢des (1:5).1

Em um novo estudo foi possivel identificacdo de trés anti-
corpos policlonais de coelho para as espiculas do SARS-CoV-2,
um anticorpo monoclonal de coelho e um de camundongo
e um anticorpo policlonal de coelho para uma proteina
nucleocapsidica para diagnéstico de SARS-CoV-2 por meio
daimunocitoquimica juntamente com aimunofluorescéncia
em tecidos de humanos e animais infectados fixados em
parafina. Estes ensaios podem apressar os estudos sobre a
patogenicidade do Covid-19 em humanos futuramente.?”
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CONSIDERACOES FINAIS

Conforme demonstrado, os resultados exibidos no pre-
sente estudo nos revelou que a técnica de imunocitoquimica
exerce um papel ativo e crucial nos laboratérios de pesquisa e
diagnostico em diversos setores. Aplicada preferencialmente
em conjunto com um segundo método, aimunocitoquimica
pode ajudar a corroborar com o resultado, propor um diag-
nostico inicial e determinar um prognéstico, demonstrando
seu papel confirmatorio.

Trata-se de uma técnica 4gil e econdmica que demanda
atencao e cautela para se evitar erros pré-analiticos e anali-
ticos. O estudo sugere que os métodos imunocitoquimicos
vém passando por aperfeicoamentos para que se obtenha
maior especificidade e uma localizacdo cada vez mais precisa
das macromoléculas pesquisadas, capaz de contribuir para
futuros entendimentos cientificos.
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Abstract

Introduction: cytology is essential for the diagnosis of cervical cancer. The first classification created was the Papanicolaou exam described in Roman
numerals from | to V. Due to the limitations of this classification, Reagan attributed the term dysplasia. Then, Richart's classification included cervical
intraepithelial neoplasia. To classify this amount of classifications, it was necessary to create a single classification. Thus, a Bethesda classification emerged
in 1988 and was last updated in 2014. Objective: To analyze the evolution of the cytological classification of Pap smear reports for the Bethesda System.
Materials and methods: A literature review on the evolution of the Bethesda classification was performed using the PubMed and SciELO databases. Results:
185 articles were found collected in these databases, of which 149 were excluded for dealing with related subjects and 15 were included for bibliographic
review. Discussion: The Bethesda System was revised in several years to evaluate nomenclature in clinical practice and to include and exclude terms that
were controversial and hindered the understanding between the different professionals involved. Conclusion: The Bethesda System created a uniform
classification used worldwide, contributing to the reduction of diagnostic variability.

Keywords: Cervix Uteri; Cytodiagnosis; Cervix Neoplasms Prevention.

Resumo

Introdugdo: a citologia é fundamental para o diagnéstico do cancer do colo do Utero. A primeira classificacdo criada foi o exame de Papanicolaou descrito
em algarismos romanos de | a V. Devido as limitacdes dessa classificacdo foi introduzido por Reagan o termo displasia. Em seguida, a classificacdo de
Richartincluiu neoplasia intraepitelial cervical. Considerando essa quantidade de classificagoes, foi necessaria a criagdo de uma classificagao tnica. Assim,
a classificacdo de Bethesda surgiu em 1988 e foi atualizada pela Ultima vez em 2014. Objetivo: Analisar a evolucao da classificacdo citolégica dos laudos
cérvico-vaginais do Papanicolau para o Sistema Bethesda. Materiais e métodos: Foi realizada uma revisdo da literatura sobre a evolucdo da classificacdo
Bethesda por meio das bases de dados PubMed e SciELO. Resultados: Foram encontrados 185 artigos coletados nessas bases de dados, dos quais 149
foram excluidos por tratarem de assuntos relacionados e 15 foram incluidos para reviséo bibliografica. Discussdo: O Sistema Bethesda foi revisado em
varios anos para avaliacdo de nomenclatura na pratica clinica e inclusdo e exclusao de termos que eram controversos e dificultavam o entendimento
entre os diferentes profissionais envolvidos. Conclusdo: O Sistema Bethesda criou uma classificacao uniforme utilizada mundialmente, contribuindo
para a diminuicao da variabilidade diagnéstica.

Palavras-chave: Colo do Utero; Citodiagnéstico; Neoplasias do Colo do Utero.
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INTRODUCTION

Cervico-vaginal cytology is a fundamental tool in
screening for cervical cancer and its precursor lesions. Since
the introduction of the cytological examination, several
classifications have been proposed. Initially, the Papanicolau
classification was proposed, described in Roman numerals
from | to V, which classified the clinical findings according
to the probability of being cancer or not. The Papanicolau
classification separated lesions with the same potential
for evolution to invasive carcinoma in different categories.
From this limitation, the term dysplasia (graduated in mild,
moderate and severe dysplasia) was included in 1953, by
Reagan for lesions with lower oncogenic risk compared to
carcinoma in situ.”

In 1969, a study was carried out by Richard and Barron
demonstrating that untreated dysplasias had a high
probability of progressing to carcinoma in situ, so they
should not be classified in different degrees. Then, another
classification was proposed to refer to the term dysplasia; the
term CIN (cervical intraepithelial neoplasia) has been divided
into three categories: CIN | (mild neoplasia), CIN Il (moderate
neoplasia) and CIN Il (severe neoplasia or carcinoma in situ).?

With the various classifications for the release of
cytopathological reports, there was no uniform standardization
with regard to their release, each laboratory released in the
way that best suited it, which generated a variability in the
classifications used.

Due to this great variability in the findings of cervical
cytology, there was an increasing need for standardization
of these results, in order to solve what became known as
“diagnostic chaos” in cytology. With that, in 1988, more
precisely in December, in the Bethesda region, located in
the US state of Maryland, a meeting with a multidisciplinary
group of professionals specialized in the area of clinical

Evolution of Papanicolau cytological nomenclatures in Bethesda.

cytology resulted in the creation of the Bethesda System or
classification of Bethesda.® The evolution of the Pap smear
classification to Bethesda is described in Table 1.

The objective of the Bethesda System (TBS) was to establish
a terminology that would provide clear limits for reducing
variability among professionals, always in an attempt to
improve the cyto-histological correlation. In the end it resulted
in three principles that guide it until today. The first principle
is that the terminology should communicate information
that is clinically relevant to the health care of patients. The
second principle is that the terminology should be uniform
and reasonably reproducible by different pathologists and
laboratories; present flexibility to be adapted to a wide variety
of laboratories and geographic locations. The last, not least,
principle is that the terminology needs to express the most
current understanding of cervical neoplasia.®

According to these principles, even in 1988, TBS
introduced a new terminology to report scaly intraepithelial
lesions associated with the HPV cytopathic effect (SIL), divided
into two categories, low and high grade, portraying different
evolutionary potentials of these injuries. Low-grade cellular
changes (LSIL) are lesions previously classified as NIC I. And
high-grade cellular changes (HSIL) were previously classified
as moderate dysplasia, severe dysplasia, carcinoma in situ,
NIC Il and NIC lll. Thus, by classifying the lesions into only
two LSIL and HSIL categories, it would result in less variability
among observers, minimizing possible disagreement.? It is
noteworthy that the classification of NIC is used until today
in the field of pathological histology.

The TBS also included, in 1988, a term to standardize
cytological changes that expressed doubts in cytologists and
had indefinite characterization, insufficiently for a definitive
interpretation. Resulting in the origin of the terms ASCUS
(atypical squamous cells of undetermined meaning) and
AGUS (atypical glandular cells of undetermined meaning).

Papanicolau Reagan Richart Bethesda System 1988 -1991 Bethesda System 2001 - 2014

Class| Normal Normal Within normal limits Negative for intraepithelial lesions
or malignancy

Class I Atypia Atypia ASCUS/AGUS ASC-US/ASC-H

Class Il Mild dysplasia NICI LSIL LSIL

(lass IV Moderate, severe dysplasia or carcinoma in situ NICIou NICIII HSIL HSIL

ClassV Invasive carcinoma Invasive carcinoma Invasive carcinoma Invasive carcinoma
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Therefore, for both categories of indeterminate cytological
findings, a better clinical investigation is recommended, and
should not be used as synonyms for terms such as atypia,
benign atypia, inflammatory or reactive changes.”!

In April 1991, three years after the initial publication of
the Bethesda System, a second workshop was held to monitor
and evaluate the use of this system in practice, with the aim
of promoting improvements. To critically evaluate TBS, the
workshop was attended by specialists from cytopathology
and gynecology, who shared their clinical experiences in
the practice of TBS. One of the main issues identified by the
participants was the lack of uniform morphological criteria
that designated specific terms of the TBS such as ASCUS.
In 1994, the first Bethesda Atlas, also known as the “blue
book”, was published, containing criteria, photographs and
explanatory notes for all types of diagnosis, including ASCUS.®

A third meeting was held in 2001, for updates based on
changes in practice and advances in science and technology.
In this meeting, the exclusion of the term ASCUS was
suggested by the minority of participants, who considered
the nomenclature confusing. However, the elimination of
ASCUS was not accepted, as it was considered essential
since light microscopy has its limitations and it is not always
possible to perform a definitive interpretation. In addition,
the elimination of ASCUS could result in an increase in LSIL
reporting and a decrease in HSIL, which did not contribute
to cancer prevention.®

Instead, the term was differentiated into two categories:
ASC-US (atypical squamous cells of undetermined significance)
and ASC-H (atypical squamous cells that cannot exclude HSIL).
The term AGUS was eliminated because the management of
patients with glandular abnormalities has a great distinction,
depending on the type of cell, in addition, the differentiation
between endocervical and endometrial abnormalities must be
recognized. Thus, the term ASC should be used in cases where
the origin, both scaly and glandular, cannot be determined.©

That same year, they also had significant updates, such
as the recommendation to use the terms "interpretation” or
"result" instead of "diagnosis" for inclusion in the report of
cervical cytology, because itis a screening test. The elimination
of the“satisfactory, but limited by” statement for the Pap smear
was, from then on, considered satisfactory or unsatisfactory
for evaluation, and not classified as limited.”

TBS 2001 also suggested the removal of the expression
"infection" and "reactive" which were secondarily called

"organisms" and "other discoveries" respectively, in all cases
that did not present epithelial abnormalities. In the same
way that all negative results found in the Pap smear started
to be reported under the interpretation of "negative for
intraepithelial lesion or malignancy," or "NILM". TBS 2001,
published the 2nd edition of the Bethesda atlas, with criteria
for poor interpretation further information, explanatory
notes and even new technologies such as liquid cytology,
automation, computer-assisted imaging and tests for the
detection of the HPV virus (human papilloma virus).®

The 2014 Bethesda System update brought few
modifications to the terminology itself. Its most important
change was regarding the notification of benign-looking
endometrial cells, which is considered a normal finding during
the woman'’s proliferative phase, but which in postmenopausal
women is considered abnormal, as it increases the sensitivity
of a cancer of the endometrium. And after a literary review,
the consensus was reached that it should be reported only
in post-menopausal women or aged > 45 years (when the
information about the woman’s menstrual phase is unknown
by the laboratory), instead of > 40 years as indicated by the
TBS in 2001.®

The main objective of this work was to analyze the
evolution of cytological classifications of cervical-vaginal
reports since the appearance of the Papanicolau classification
to the Bethesda System, clarifying the evolution of the
Bethesda system from the first edition of 1988 to the last
edition, of 2014.

METHODS

This is a bibliographic review article on the evolution of
Bethesda’s nomenclature in cervical vaginal material. The
bibliographic survey of publications was carried out between
February and May 2018. The online databases were used as
a search tool: US National Library of Medicine (PubMed) and
Scientific Electronic Library Online (SciELO), where scientific
articles applicable to the proposed theme were selected.

For the search the following descriptors were used:
“Bethesda” and “Terminology” and “Cytopathology” and
“Cervical cytology” The research took place in a broad way, in
order to contemplate articles that reported on nomenclature
in cervical vaginal cytology. Therefore, those who did not
match the context of vaginal cervical cytology were excluded.
Literature review articles were also excluded.
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RESULTS

The research carried out resulted in a total of 185 scientific
articles, collected by PubMed and SciELO. After analyzing the
titles and abstracts, 27 articles were selected in PubMed and 8
articlesin SciELO. Of the 185 articles found, 149 were excluded
from the selection, as among several factors they dealt with
related subjects, but which escaped the main focus of the
work. The causes of exclusion are described below. (Figure 1)

The Bethesda System has gained wide acceptance by
professionals in the field, and today this classification is the
most used worldwide. Although it was developed mainly for
cervical cytology, it served as a model for the development
of other standardized notification systems in cytology and
histopathology, such as the use of terminology in anogenital,
vagina, thyroid samples, among others. The implementation
of standardized terminology schemes facilitates the
management of the cytopathologist to provide a more
comprehensive report, in addition to reducing interobserver
variability in the interpretation of results.

After reading in full, 14 articles were selected that met
the inclusion criteria. And they are described in more detail
in Table 2.

DISCUSSION/CONCLUSION

The Bethesda System has gained wide acceptance
by professionals in the field. Currently it is configured as
being the most used classification worldwide. All of its
evolution, from creation in 1988 to the last update in 2014,
are described in Table 3. Although TBS was developed
mainly for cervical cytology, it also served as a model for the
development of other standardized notification systems in
cytology and histopathology, such as the use of terminology
in samples of the vagina, anus, thyroid, among others. The
implementation of standardized terminology schemes
facilitates the management of the cytopathologist to provide
a more comprehensive and clear report, in addition to
decreasing interobserver variability in the interpretation
of results.®

48 articles only cited
Bethesda's nomenclature

PubMed
(n=110)

83 unselected articles

14 articles not related to
cervical vaginal cytology

Total articles
n=185

10 literature review articles

7 repeated articles ‘

4 repeated articles

36 articles only cite the
nomenclature

SciELO
(n=75)

66 unselected articles

22 articles not related to
cervical vaginal cytology

4 literature review articles

2 literature review articles

Flowchart of the articles found in the research according to the descriptors, and discarded after reading the title and abstract.
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Characterization of the articles included in this review.

Title of the article

Authors

Study objectives

Main Results / Conclusions

The Bethesda 2001 system: updated terminology
and application

Crothers” (2005)

Highlight the main updates of TBS 2001 and
its application in clinical practice.

The majority of respondents (80.9% of 576) used a term that was
not part of the Bethesda 2001 System to report low-grade squamous
intraepithelial lesion, and cannot exclude a degree of squamous
intraepithelial lesion (LSIL-H).

Bethesda's system for reporting cervical cytology:
a historical perspective

Nayar e Wilbur®
(2017)

Clearly describe the Bethesda system from
1988 to 2014.

The success of TBS is based on solid principles that were instrumental
in adopting and implementing it as a standardized notification
terminology for cervical cytology.

Evaluation of Oncotic Colpocytology Blades
Previously Diagnosed as ASCUS: Inter assay and
interobserver comparison

Souza et al.®”
(2004)

To assess the existence of intra- and inter-
cytopathological disagreement in the
analysis of oncotic colpocytology slides that
had previously been diagnosed with ASCUS
and the degree of that disagreement.

Very distant degrees of agreement were observed between different
analyzes by the same cytopathologist. Confirming the existence of
subjectivity in ASCUS cytopathological reports.

Application fees and Bethesda 2001 reports

Davey et al.®
(2004)

Analyze current laboratory reporting
practices using Bethesda 2001 terminology
and compare the results with data from
previous 1996 research.

0f the 759 laboratories that answered the questionnaire, 85.5%
had implemented Bethesda 2001 terminology, adopting important
changes. New criteria and methods.

Effect of Bethesda 2001 on the ASC Report with
Special Emphasis on Atypical Squamous Cells -
Not Discarding High Grade (ASC-H)

Simsir et al.1?
(2005)

Compare the overall ASC rate and results
for women with different categories of ASC
before and after TBS 2001, to assess the
impact of TBS 2001.

It has been confirmed that the consistent application of TBS 2001 for
ASCreduces the ASC rate and better identifies women with high-risk
injuries.

Impact of ASC-H terminology on HSIL detection
in unattended Californian women

Howell et al.(™
(2008)

Determine whether this new terminology
has made it easier to detect the most serious
problems.

Thirteen percent of ASC-H showed CIN-IIl/CISThe introduction of the
tern ASC-H was able to distinguish equivocal lesions that are more
likely to represent serious injures, such as NICII/Ill/carcinoma in situ

The Papanicolau andd Bethesda 2014

Nayar e Wilbur®
(2015)

Highlight the main processes and the reason
for the TBS update in 2014.

Pap test, still have useful around the world. Due toits greater specificity
compared to the HPV test, which will be important as a diagnostic
screening tool after a positive HPV test.

The Bethesda System 2001: an update of new
terminologies for gynecological cytology

Henry® (2003)

(larify Bethesda System updates 2001

Explanations for the rapid acceptance of TBS are many, one of
the main reasons is certainly the solid and thoughtful basis of all
elements of TBS.

The impact of LSIL-H terminology on patient
follow-up patterns: a comparison with LSHIL
and ASC-H

Thrall et al.1?
(2013)

Study of a category not recognized by the
Bethesda System, but which is commonly
used, LSIL - His a merger of the official LSIL
and ASC-H categories

Although the dlinical utility of the combined category is unclear, the
research found a rate of discovery of high-grade dysplasia in biopsies
higher for LSIL-H than LSIL and similar to ASC-H.

Impact of the More Restrictive Definition of
Atypical Squamous Cells Introduced by the
2001 Bethesda System on the Sensitivity and
Specificity of the Pap Test

Thrall et al.®®
(2008)

Evaluate the effect of eliminating ASCUS
terminology - reactive factor and the
sensitivity and specificity of this change in
the Pap test.

By consensus of 4 observers, 32% of ASCUS cases were downgraded
to NILM.The ASCUS threshold established by Bethesda 2001 prevents
a considerable number of women from being monitored for ASC.

Notification fees from the Bethesda System for
conventional Pap tests and liquid-based cytology
testsinalarge Chinese independent pathological
medicine laboratory

Zheng et al.t"™
(2015)

Document and analyze the reported rates of
the Bethesda system for conventional Pap
tests and liquid-based cytology between
2007 and 2012 at China’s largest College of
American Pathologists.

Reported abnormality rates were significantly higher in liquid-based
cytology than in conventional Pap smear.
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Table 2 - continuation

Title of the article Authors Study objectives Main Results / Conclusions
ASC: SIL relationship after the implementation | Quddus et al." | Compare the and the relationship between | Unsatisfactory sample rates and ASC remained unchanged. The 2001
of the 2001 Bethesda System (2004) squamous intraepithelial lesions (ASC: SIL) | TBS did not affect the ASC: SIL ratio or the abnormal detection rates

before and after the implementation of TBS
2001, to see if there was an increase in ASC
rates and ASC: SIL ratio.

of the Pap test.

Solomon et al."®
(2002)

The 2001 Bethesda System Report the history and main modifications

of the Bethesda 20001 System.

The terminology of the 2001 Bethesda System reflects important
advances in the biological understanding of cervical neoplasia.

Crothers et al.t"”
(2015)

Trends in cervical cytology screening and
reporting practices

Provide a cross-sectional study of
gynecological cytology practices in 2010

After answering a questionnaire, 39% of the laboratories use a non-
standard term of low-grade squamous intraepithelial lesion, not

through a questionnaire sent to participating
laboratories at the College American of
Pathologists.

excluding squamous intraepithelial lesion, LSIL - H.

Main characteristics of the evolution of the Bethesda nomenclature from 1988 to 2014.

TBS 1988 TBS 1991 TBS 2001 TBS 2014
SAMPLE TYPE Cervical or vaginal Cervical or vaginal Conventional smear, liquid Conventional smear, liquid
foundation or other foundation or other
- Satisfactory for interpretation - Satisfactory for evaluation - Satisfactory for evaluation - Satisfactory for evaluation
+ Less than great « Satisfactory for evaluation (describe the presence of the (describe the presence of the
SAMPLE SUITABILITY |+ Unsatisfactory limited by (specify reason) endocgrvical 24 Fomponent, endoce.rvical 24l Fomponent,
- Unsatisfactory for evaluation blood, inflammation) blood, inflammation)
(specify reason) « Unsatisfactory for evaluation |« Unsatisfactory for evaluation
(specify reason) (specify reason)
« Within normal limits « Within normal limits « Negative for intraepithelial « Negative for intraepithelial
« Others: see descriptive diagnosis; « Benign cellular changes injury or malignancy injury or malignancy
GENERAL « recommended additional action - Abnormality of epithelial cells |« Others:Itis recommendedto | - Others: Itis recommended to
CATEGORIZATION see endometrial cell results in see endometrial cell results in
(optional) women > 40 years old women > 45 years old
- Abnormal epithelial cells
(specify whether in squamous
or glandular cells)
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Table 3 - continuation

DESCRIPTIVE
DIAGNOSIS

(1988 -1991)
INTERPRETATION /
RESULT

(2001 -2014)

TBS 1988 TBS 1991 TBS 2001 TBS 2014

DESCRIPTIVE DIAGNOSIS DESCRIPTIVE DIAGNOSIS INTERPRETATION / RESULT INTERPRETATION / RESULT
IINFECTION BENIGN CELL CHANGES Negative for intraepithelial | Negative for intraepithelial
Fungi, bacteria, protozoa, viruses, other (Note: | Infection: injury or malignancy (NILM) | injury or malignancy (NILM)
if HPV refers to epithelial squamous cell -T.Vaginalis ORGANISMS: ORGANISMS:

abnormalities)

REACTIVE AND REPARATIVE CHANGES
Inflamation:

- Associated with cellular changes, follicular
cervicitis.

- Miscellaneous (patient history)

- Effects of therapy, radiation, chemotherapy,
1UD, Others

Abnormalities of epithelial cells
SQUAMOUS CELLS

Atypical squamous cells of undertemined
significance (ASC-US) (follow-up or further
investigation recommended)

Squamous intraepithelial lesion (SIL)
Low-grade scaly lesion (LSIL)

Covering: changes associated with HPV /mild
dysplasia /CIN |

High-grade scaly lesion (HSIL)

Covering: moderate dysplasia CIN |1 / severe CIN
11/ carcinoma in situ CIN 111

Squamous cell carcinoma

GLANDULAR CELLS

Report the presence of endometrial cells in
the following circumstances: woman is not
menstruating, post menopause, no history of
menstruation

Atypical gland cells of undetermined
significance (AGUS)

Endometrial, endocervical, unspecified
Adenocarcinoma

Specify probable place of origin: endocervical,
endometrial, extrauterine

Not specified

NON-EPITHELIAL MALIGNA NEOPLASIA (to
specify)

HORMONAL EVALUATION (applied to vaginal
smears only)

- Hormonal pattern compatible with age and
history

- Hormonal pattern incompatible with age and
history (specify)

- Hormonal evaluation is not possible: Cervical
sample, inflammation, insufficient patient
history

- Fungal organisms
morphologically consistent with
(Candida spp.

- Cellular changes with Herpes
simplex virus

Reactive changes

Reactive cellular changes
associated with: Inflammation,
atrophy with inflammation,
radiation, IUD, others.
Epithelial cell abnormalities

SQUAMOUS CELLS

Atypical epithelial cells of
undetermined significance
(ASC-US)

Low-grade squamous
intraepithelial lesion (LSIL)
Covering: HPV / mild dysplasia
/CINI

High-grade squamous
intraepithelial lesion (HSIL)
Covering: Moderate dysplasia /
severe dysplasia and carcinoma in
situ/ CINITAND CIN I
Squamous cell carcinoma
GLANDULAR CELLS
Endometrial cells, benign
cytology, postmenopausal
women

Atypical gland cells of
undetermined significance
(AGUS): Qualify:
Adenocarcinomaendocervical,
endometrial adenocarcinoma,
extrauterine adenocarcinoma,
unspecified adenocarcinoma.

- T.Vaginalis

- Fungal organisms
morphologically consistent with
Candida spp.

- Flora change suggestive of
bacterial vaginosis

- Bacterium morphologically
consistent with Actinomyces spp.
- Cellular changes associated with
Herpes simplex virus
NON-NEOPLASTIC FINDINGS
(OPTIONAL)

Reactive cell changes
associated with:

- Inflammation, radiation, IUD
Others

Endometrial cells (in women >
40 years old) (specify if negative
for intraepithelial lesion)
Abnormalities in epithelial
cells

SQUAMOUS CELLS

Atypical squamous cells

- Undetermined meaning (ASCUS)
- Does not exclude HSIL (ASC-H)
Low-grade intraepithelial lesion:
HPV / mild dysplasia / CIN |
High-grade intraepithelial lesion:
moderate dysplasia and severe
dysplasia, CIN I and CIN 111)

- Squamous cell carcinoma
GLANDULAR CELLS

Atypical

-Endocervical, endometrial cells,
gland cells

-Endocervical cells favor
neoplasia

-Endometrial cells favor
neoplasia, endocervical
adenocarcinoma in situ
Adenocarcinoma

-Endocervical, endometrial,
extrauterine, unspecified
OTHER MALIGNANT
NEOPLASMS (to specify)

-T.Vaginalis

- Fungal organisms
morphologically consistent with
(Candida spp.

- Flora change suggestive of
bacterial vaginosis

- Bacterium morphologically
consistent with Actinomyces spp.
- Cellular changes associated
with Herpes simplex virus
NON-NEOPLASTIC FINDINGS
(OPTIONAL

- Inflammation

- Radiation

-1UD

- Gland cells in women with
hysterectomy

Abnormalities in epithelial
cells

SQUAMOUS CELLS

- Squamous cell of undetermined
significance (ASC-US)

- Squamous cell of undetermined
significance not excluding high-
grade injury (ASC-H)

- Low-grade intraepithelial lesion
(LSIL): HPV / mild dysplasia /

CIN | High-grade intraepithelial
lesion (HSIL): moderate dysplasia
and severe dysplasia, CIN Il and
CINTI

- Squamous cell carcinoma
GLANDULAR CELLS

- Endocervical cell favors
neoplasia

- Endometrial cell favors
neoplasia

Adenocarcinoma endocervical
insitu

Adenocarcinoma

- Endocervical, endometrial,
extrauterine, unspecified

OTHER MALIGNANT
NEOPLASMS (to specify)
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Table 3 - continuation

TBS 1988 TBS 1991 TBS 2001 TBS 2014
OTHERS
. « Ifitis useful to recommend « Ifitis useful to recommend

AUXILIA'.W TESTS (if additional tests that can additional tests that can
appropriate)

complement cytology. complement cytology.
AUTOMATED « Ifthe assessment is automated, | - If the assessment is automated,
EVALUATION (revise if specify which equipment is specify which equipment is
appropriate) used and the result. used and the result.

- Condise, but not directive, - Concise, but not directive,

EDUCATIONAL NOTES suggestions, according to the suggestions, according to the
AND SUGGESTIONS clinical follow-up guidelines, clinical follow-up guidelines,
(optional) and formulated in the formof a | and formulated in the form of a

suggestion. suggestion.

TheTBS, when creating a standardized report, includes an

"

evaluation for sample adequacy in“satisfactory’, “satisfactory,
but limited by”and“unsatisfactory’, being the mostimportant
component of the sample’s quality assurance. However, in
2001 the category“satisfactory, but limited by”was eliminated,
because the term was considered confusing for many doctors
and therefore several tests were performed repeatedly
without need. In a survey of 760 laboratories by Davey et
al® it was shown that more than 85% of the laboratories
eliminated the “satisfactory, but limited by” category. In the
same year Quddus et al." stated that the elimination of this
category had notincreased the number of cases, classified as
"unsatisfactory" as they suspected it could happen.

TBS 2001
"interpretation” or "result" to be described in the report,
rather than "diagnosis" as previously reported. Crothers et
al.” say that the Papanicolau test reflects only the cytological
criteria of the lesions and that there is an inherent subjectivity
of the evaluation. Thus, the test should serve as a screening
and not a diagnosis. For the “infection” category, the use of
the term “organisms” was recommended, because not all
organisms cause infection, but it can represent colonization.®

The ASC diagnostic category was the most controversial
interpretation term since its introduction in TBS in 1988, due
to limitations in morphological interpretation due to lack of
criteria. The vast majority of the results found in cytology
were in the ASCUS/ LSIL category, leading a large number of
women to colposcopy, which represented a clinical problem
Nayar and Wilbur.®) During the TBS 2001 update, it was
suggested to exclude this term, but this did not occur, so that

recommended the use of the term

there was no loss of sensitivity for a positive HSIL that could
be pronounced. For Henry® the elimination of ASC could
result in an increase in LSIL reports and a decrease in HSIL.
The ASC category was therefore maintained, but with
some changes and with more restricted definitions, classified
in ASC-US and ASC-H only.The ASC-R (favor reactive) category
was commonly used, and the ASC-US category was combined
intheTBS 2001.In a study by Simsir"® after the implementation
of the TBS 2001, it showed that the percentage of women
with low and high grade was no different before and after
TBS 2001, and ASC-R had a very small risk for NIC Il /1l similar
to ASC-US confirming that ASC subclassification had no
effective clinical significance. In that same study it was seen
that the ASC rate decreased after the implementation of TBS
2001, and ASC-H identified more high-grade injuries and less
than low-grade injuries. The percentage of women receiving
ASC-H colposcopy increased by 70% before and 81% after
the update. There was no significant difference for ASC-US.
Howell™ corroborates the results found by Simsir®, and
says that the introduction of the term ASC-H seems to have
achieved its purpose of identifying more serious injuries such
as CIN Il /11 / CIS (carcinoma in situ), once that suspected
HSIL has important implications and different follow-up
strategies, for an ASC-H result is recommended by ASCCP
(College of American Pathologists), colposcopy and biopsy
immediately. Today, for ASC-US results, the HPV screening
test is increasingly performed, which reduced the referrals
for colposcopy by 50% according to Nayar and Wilbur.®)
The Bethesda System since its creation in 1988, divides
squamous intraepithelial lesions into LSIL and HSIL, as a way
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to reduce the variability of interpretation between observers.
However, in a study by Crothers et al."” with 625 laboratories,
80.9% of these confirmed to use a term that is not part of the
Bethesda System, alow-grade squamous intraepithelial lesion,
does not exclude a degree of squamous intraepithelial lesion
(LSIL-H) for tests where obvious cells of LSIL are seen, but it
also contains cells that may represent HSIL. And it affirms the
need for a terminology that identifies this situation.

Trhall et al."? stated the use of the same term (LSIL-H)
and compared it to the results of ASC-H, according to the
authors, the rate of high-grade dysplasia in LSIL-H biopsies
(31.9%) was similar to ASC- H (35.3%) and greater than LSIL
(7.6%) and recommends that it be treated clinically in a similar
way to ASC-H. However, the use of this non-standard term
can lead to confusion in clinical management and go against
the principles of the Bethesda System.

Communication through a universal language is of
great value for the health area, because it is thus possible
to compare experiences and clinical data, which is exactly
what the Bethesda System did - a terminology that could be
understood by different observers anywhere in the world.
world; contributing to decrease the variability of diagnoses,
thus positively impacting patient care. One of the most
significant contributions of TBS was that it served as a model
for the development of other standardized reporting systems,
both in cytopathology and in histopathology.

It is also natural that they can be modified as science
and technology evolve, leading to the need for continuous
TBS updates. With the implementation of HPV prophylactic
vaccination programs for cervical prevention, the number of
smears will decrease and could be even more challenging.
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Resumen

La enfermedad de Covid-19 ha demostrado que, ademas de generar una neumonia de gravedad variable, podria llegar a producir un cuadro con
compromiso sistémico que lleva a la muerte. Durante la infeccion, destaca la importancia del reclutamiento elevado y la actividad de los neutrofilos,
que pueden formar trampas extracelulares de neutrofilos (NET). Si bien, estas juegan un papel beneficioso en la defensa del huésped contra diversos
patégenos, la generacion exacerbada de NET se ha visto involucrada en diversas enfermedades, como podria ser el caso de Covid-19 grave. Ante esto,
surge la necesidad de comprender el proceso fisiopatoldgico, donde las NET pueden ser uno de los factores responsables de complicaciones locales y
sistémicas. El objetivo de este estudio fue, establecer el rol de las NET en la evolucion de pacientes enfermos de Covid-19. Para ello, se realizé una busqueda
bibliografica en “PubMed’, “Nature” y “Elsevier” entre septiembre del 2021 a mayo del 2023, recopilando un total de 61 articulos, que son analizados y
discutidos en esta revision. Se observé una correlacién positiva, entre la presencia de NET en pacientes con Covid-19 y la gravedad del cuadro clinico,
sobre todo, en los que desarrollan inmunotrombosis. En la actualidad y con perspectivas a futuro, la formacion de NET deberia considerarse un proceso
relevante para comprender y dirigir terapias, tanto en enfermedades infecciosas transmisibles como en las no transmisibles.

Palabras claves: Covid-19, NET, NETosis, Inmunotrombosis.

Resumo

A doenca Covid-19 demonstrou que, além de gerar pneumonia de gravidade variavel, pode produzir um quadro com envolvimento sistémico que leva
a morte. Durante a infeccao, destaca a importancia do elevado recrutamento e atividade de neutrdfilos, que podem formar armadilhas extracelulares de
neutréfilos (NETs). Embora desempenhem um papel benéfico na defesa do hospedeiro contra varios patégenos, a geragao exacerbada de NETs tem sido
implicada em vérias doencas, como a Covid-19 grave. Diante disso, surge a necessidade de compreender o processo fisiopatoldgico, onde os TNEs podem ser
um dos fatores responsaveis pelas complicagoes locais e sistémicas. O objetivo deste estudo foi estabelecer o papel das TNEs na evolugao de pacientes com
Covid-19. Para isso, foi realizada uma pesquisa bibliografica nas bases "PubMed", "Nature" e "Elsevier" entre setembro de 2021 e maio de 2023, coletando um
total de 61 artigos, que sao analisados e discutidos nesta revisao. Foi observada correlacdo positiva entre a presenca de TNE em pacientes com Covid-19 e a
gravidade do quadro clinico, principalmente naqueles que desenvolvem imunotrombose. Atualmente e com perspectivas futuras, a formacéo de NETs deve ser
considerada um processo relevante para a compreensao e direcionamento de terapias, tanto em doencas infecciosas transmissiveis como nao transmissiveis.

Palavras-chave: Covid-19. SARS-CoV-2. Neutrdfilos. Armadilhas Extracelulares.

Abstract

The Covid-19 disease has shown that, in addition to generating pneumonia of variable severity, it could produce a condition with systemic involvement
that leads to death. During infection, it highlights the importance of elevated neutrophil recruitment and activity, which can form neutrophil extracellular
traps (NETs). Although they play a beneficial role in defense against various pathogens, the exacerbated generation of NETs has been implicated in
various diseases, such as severe Covid-19. Given this, the need arises to understand the pathophysiological process, where NETs can be one of the
factors responsible for local and systemic complications. The objective of this study was to establish the role of NETs in the evolution of patients with
Covid-19. For this, a bibliographic search was carried out in "PubMed", "Nature" and "Elsevier" between September 2021 and May 2023, collecting 61
articles, which are analyzed and discussed in this review. A positive correlation was observed between the presence of NET in patients with Covid-19
and the severity of the clinical picture, especially in those who develop immunothrombosis. Currently and with future prospects, the formation of NETs
should be considered a relevant process for understanding and directing therapies, both in communicable and non-communicable infectious diseases.
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Correspondéncia
Felipe Ignacio Garrido
E-mail: felipegarrido.tecmed@gmail.com

Recebido em 31/08/2023 | Aprovado em 16/10/2023 | DOI: 10.21877/2448-3877.202300144

RBAC. 2023;55(4):254-265
254



Trampas Extracelulares de Neutrofilos en pacientes con Covid-19 | Garrido Fl, Zaror LC, Lara NI, Zniga CN

INTRODUCCION

El SARS-CoV-2 causante de la enfermedad Covid-19, es
un virus que se aislé por primera vez, en 2019, en Wuhan,
China, desde muestras de lavado broncoalveolar de pacientes
con neumonia,” propagandose por todo el pais y luego por
el mundo, siendo declarada por la OMS, en marzo de 2020,
como pandemia.?

Es la mayor crisis de salud publica mundial desde la
pandemia de influenza de 1918, causando una morbilidad y
mortalidad significativas. Este nuevo coronavirus, de la familia
Coronaviridae, del orden Nidovirales, es altamente contagioso
y se transmite principalmente de persona a persona, mediante
gotitas respiratorias de individuos infectados. La mortalidad
aumenta en adultos mayores con inmunidad reducida y
personas con comorbilidades, como diabetes, enfermedad
cardiaca, enfermedad renal crénica, enfermedad pulmonar
crénica y otros factores sociodemograficos.®#

La infeccion por SARS-CoV-2 cursa con un cuadro clinico
variable, asintomatica o sintomatica, con manifestaciones
similares a la gripe, y en casos mds graves como una
neumonia que puede progresar a un sindrome de dificultad
respiratoria aguda (SDRA). En algunas personas, desemboca
en una falla multiorganica y posterior muerte.® Esto, como
consecuencia de que el virus es capaz de escapar de las
respuestas inmunes innatas.®

Los neutréfilos son unas de las células principales
del sistema inmune innato” y sus niveles elevados
en sangre son un indicador temprano de infecciéon por
SARS-CoV-2, que predice una enfermedad respiratoria
grave y un peor pronostico.® Ejercen su rol directamente,
mediante la internalizacién del virus por fagocitosis para
su eliminacion, liberacion de citoquinas, desgranulacion
y generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS).” En
2004, Brinkmann et al.,® describieron la capacidad de los
granulocitos neutrofilos, para generar NET, las cuales estan
formadas por acido desoxirribonucleico (ADN), histonas y
proteinas de granulos, tales como lactoferrina, catepsina
G, elastasa de neutroéfilos (NE) y mieloperoxidasa (MPO),
ademas de proteinas citoplasmaticas y citoesqueléticas.
19 | as NET se forman a través de dos vias. La primera, es
una via de muerte celular denominada NETosis litica, que
comienza con la deslobulacién nucleary el desmontaje de la
envoltura nucleary contintia con la pérdida de polarizacion
celular, la descondensacion de la cromatina y la ruptura
de la membrana plasmatica."" La segunda via, llamada

NETosis no litica, los neutréfilos pueden liberar parte o
todo el nucleo, sin romper la membrana celular, lo que da
como resultado citoplastos anucleares, que aun pueden
moversey fagocitar microorganismos.? La funcién principal
de las NET es inmovilizar y degradar bacterias, hongos,
virus y protozoos, siendo un mecanismo efector critico para
detener infecciones."® Ademas, de ser activada por agentes
patdgenos, se ha descrito a las plaquetas activadas como
inductores de NETosis, al igual que los péptidos derivados
del complemento, autoanticuerpos, interleuquina 8 (IL-8),
perdxido de hidrégeno, cristales de urato, ionéforos y humo
de cigarrillo."?

La desregulacion en laformacion de NET puede contribuir
a la patogénesis de enfermedades relacionadas con el
sistema inmunitario, que van desde inmunodeficiencias
como la Enfermedad Granulomatosa Crdnica (EGC)
hasta enfermedades autoinmunes que incluyen el Lupus
Eritematoso Sistémico (LES) y la Artritis Reumatoide (AR).1"1¥
También, estan implicadas en patologias cardiovasculares,
inflamatorias, metabdlicas e infecciosas, en donde las NET
parecen elevar la morbilidad y mortalidad. Incluso, se ha
demostrado que promueven la metastasis de tumores.
(% Durante la infeccion por Covid-19, la interaccion entre
huésped y el SARS-CoV-2, junto con la sehalizacion viral
conduce a una cascada de interacciones entre el mecanismo
de reconocimiento del virus, la activacion de los neutréfilos
y los estimulos inflamatorios. Por ello, el proceso de
NETosis puede proteger al huésped durante la respuesta
al virus o bien exacerbar la hiperinflamaciéon pulmonar en
estos pacientes, a partir de una sobreproduccién de NET.("®
La liberacién de componentes intracelulares como el ADN,
las histonas, MPO y NE, puede inducir lesiones en las células
endoteliales vascularesy generar trombosis,!"” lo que sugiere
que estarian relacionados con los efectos sistémicos nocivos
en pacientes infectados con SARS-CoV-2.¥ La pandemia,
generd estragos a nivel mundial, exigiendo al maximo las
capacidades de los sistemas de salud, para comprender y
actuar de manera eficaz, frente a los nuevos desafios que
supuso la enfermedad. Se ha descrito, la patogenicidad
del virus en el huésped, y cdmo este es capaz de ocasionar
cuadros criticos en pacientes con Covid-19. También, se ha
propuesto a las NET como un mecanismo involucrado en la
progresion de la enfermedad, sobre todo en casos graves con
riesgo de mortalidad. Esta ultima etapa de la enfermedad es
de dificil manejo clinico, lo que hace necesario comprender
el proceso fisiopatoldgico, en el que las NET pueden ser uno
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de los factores responsables de las complicaciones locales
y sistémicas de la patologia. Incluso, se ha propuesto la
busqueda de inhibidores de trampas. El objetivo de este
estudio fue, establecer bibliograficamente, el rol de las NET
en la evolucién de pacientes enfermos de Covid-19.

MATERIAL Y METODO

Se realizé una busqueda bibliografica en “PubMed”,
“Nature”y“Elsevier”entre septiembre del 2021 a mayo del 2023,
utilizando el gestor de referencias bibliogréficas Mendeley.
El estudio se enfoco en la enfermedad de Covid-19y las NET,
términos que se abordaron de manera individual, para obtener
nociones generales e introductorias y de forma conjunta como
eje central de esta revision. En total, fueron seleccionadas 61
publicaciones en base al titulo, resumen y palabras clave.

RESULTADO Y DISCUSION

Trampas extracelulares de neutroéfilos

Fisiologia

La formacion de NET junto con la posterior muerte
del neutréfilo es un mecanismo de defensa del huésped
denominado NETosis o liberacion litica de NET 9,
El proceso, comienza con la activacion de los neutrofilos a
través del reconocimiento de estimulos, que son captados
por los “Toll like receptors 4y 8" (TLR4 Y TL8), llevando a
un aumento del Ca?* intracelular, que induce la accién
de la via de sefalizacién de la proteina quinasa C (PKC)
y Raf-MEK-ERK que activa el complejo Nicotinamida-
Adenina dinucleétido fosfato oxidasa (NADPH) o NOX y
genera ROS.051819 | os cationes de Ca?* actian como
cofactores de la peptidil arginasa desaminasa 4 (PAD4),
enzima nuclear dependiente de ROS, que promueve
la desaminacién de las histonas, modificando asi, los
aminoacidos para permitir la descondensacion de la
cromatina, al promover la pérdida de las cargas positivas
necesarias para la interaccion de las histonas con el ADN.
(1920 Por consiguiente, se produce una separacion gradual y
pérdida de lamembrana nuclear promovida por ROS, y luego
la cromatina se dispersa, por el citoplasma para mezclarse
con proteinasy toxinas, producto de la desgranulacién del
neutréfilo, de manera que se liberan enzimas como laNE y
MPO, que interactian con el nuiicleo, en donde escinden las
histonas y facilitan la descondensacién de la cromatina.®

Finalmente, la cromatina se libera fuera de la célula a través
de los poros de lamembranay de manera simultanea ocurre
la lisis celular™ (Figura 1).

La NETosis no litica, también llamada NETosis vital, es
otra forma por la cual los neutrdfilos liberan NET. En este
caso, sin la pérdida de la membrana nuclear o plasmatica,
y ocurre independientemente de ROS y de la via Raf-
MEK-ERK. Este proceso consiste en la liberacién de ADN
nuclear a través de cambios morfoldgicos, empezando
con el crecimiento de la envoltura nuclear y liberacién
de vesiculas. Luego, sigue la descondensacién del
nucleo y finalmente la ruptura de su envoltura."® Este
tipo de NETosis es activado por el reconocimiento de
los estimulos a través de receptores toll-like tipo 2 y tipo
4 o receptores del complemento independientes de la
activacion de NAPDH oxidasa. Después de la liberacion
de NET, a pesar de la pérdida de su ADN, los neutrofilos
siguen vivos, en forma de citoplastos anucleados, que
pueden moverse y fagocitar patégenos® (Figura 2).

@ wpPO
@ Ne

<= ADN

Pasos secuenciales de la NETosis litica. llustracion de elaboracién propia.

A) Reconocimiento de estimulo viral a través del receptor de membrana TLR4y TLR8. B) Aumento de Ca2+ intracelular
que induce la activacién de la via de sefializacion PKC y Raf-MEK-ERK, que da como consecuencia la estimulacién
de NADPH y generacion de ROS. EI Ca2+ también acttia como cofactor de la enzima PAD4, la cual es dependiente
del ROS generado anteriormente. C) De esta manera, se promueve la desaminacién de histonas y se permite la
descondensacion de la cromatina. D) Separacion gradual y pérdida de la membrana nuclear promovida por ROS.
La cromatina se dispersa en el citoplasma y se comienza a mezclar con proteinas y toxinas, como la MPO y la NE
producto de la desgranulacion del neutrdfilo. E) La MPO y NE escinde las histonas facilitando la descondensacion
de la cromatina, que se dispone en forma de red tridimensional y se libera fuera de la célula para la eliminacién del
virus. Simultaneamente ocurre la lisis celular.
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@ MPO

Pasos secuenciales de la NETosis no litica. llustracion de elaboracion propia.

A) Reconocimiento del estimulo viral a través del receptor de membrana TLR4 y TLR8. B) Se inducen cambios
morfoldgicos en la célula y el crecimiento de la envoltura nuclear. C) Liberacién de vesiculas de ADN. D) Comienza
la descondensacion del niicleo y ruptura de la envoltura nuclear. La MPO y NE escinde las histonas facilitando la
descondensacion de la cromatina, que se dispone en forma de red tridimensional y se libera fuera de la célula
para la eliminacion del virus. E) No ocurre lisis celular y el neutrdfilo permanece en forma de citoplasto anucleado,
conservando funciones vitales basicas como la movilidad y fagocitosis.

Se hademostrado, que las NET, se generan principalmente
a partir de ADN cromosomico.?" Asi, lo confirman Kenny et
al.?2(2017), quienes sometieron in vitro a neutrdfilos, ante
diversos estimulos desencadenantes de NET, observando en
determinados casos, que sélo del 10 a 25% del ADN liberado
durante la NETosis, era de origen mitocondrial. Teniendo
estas evidencias, se podria pensar que, a nivel estructural,
en la formaciéon de NET, no existe mds participacion del
ADN mitocondrial (ADNmt). Sin embargo, Ingelsson et al.
23 (2018), afirmaron que los neutrdéfilos pueden liberar
exclusivamente redes de ADNmt extracelular, en respuesta a
ciertosinductores. Por lo tanto, esta forma de liberacion NET se
podria categorizar como un nuevo mecanismo de produccion
de NETosis no litica, en donde la célula posterior al proceso,
continua con sus funciones vitales.

Para lograr efectos protectores, en el curso de unainfeccién
y/o proceso inflamatorio, debe haber un equilibrio constante
entre la generacion de NET y su posterior degradacion. Los
reguladores claves en la degradacion, son las ADNasas o
nucleasas del huésped. Un deterioro en la digestion de

NET por nucleasas faltantes o no funcionales, se asocia con
enfermedades autoinmunes, como, nefritis Itpica o lupus
eritematoso sistémico.?+29

Biologia de la NETosis en Covid-19

En las infecciones virales, las NET capturan los
virus a través de su estructura y los eliminan mediante
concentraciones altas de MPO y péptidos antimicrobianos,
evitando la propagacion desde el area local a otros tejidos.
@7 La NETosis es un proceso beneficioso en la defensa del
huésped contra patégenos. No obstante, puede haber
un dafo colateral asociado a la formacién sostenida de
NET, que estimula procesos patoldgicos, incluidos los que
ocurren durante las infecciones virales.?® Las NET han sido
estudiadas en el contexto de enfermedades cardiovasculares,
dondeinfiltran y propagan lainflamacion en la pared del vaso
y cuando se forman intravascularmente, ocluyen arterias,
venas y vasos microscépicos.?® De hecho, la formacién
excesiva de estas, puede desencadenar una cascada de
reacciones inflamatorias, que promueve la metdstasis de
las células cancerosas, destruye tejidos circundantes, facilita
la microtrombosis y da como resultado un dafio organico
permanente en los sistemas respiratorio, cardiovascular
y renal. Estos son tres sistemas de 6rganos cominmente
afectados en Covid-19 grave.??

Zuo et al.?? (2020) determinaron la concentracion de
biomarcadores de NETosis, en muestras de suero de pacientes
sin ventilacién mecénica y pacientes que la requerian.
Evidenciaron, que los pacientes sometidos a ventilacién
mecdnica, poseen niveles significativamente mas altos de
ADN libre de célulasy MPO-ADN, pero no Cit-H3. Ademas, el
marcador MPO-ADN se correlacioné con el recuento absoluto
de neutrofilos. Estos datos, sugieren una relacion entre el
nivel sérico de NET, el recuento absoluto de neutrdfilos y la
gravedad de Covid-19.

Protasio et al.®® (2020) realizaron un estudio en
pacientes con Covid-19 grave, sometidos a ventilaciéon
mecanica, determinando que la concentracion de NET
enmuestras deaspirado traqueal fue mayor que lade controles
normales. Por otro lado, en pacientes enfermos los valores
de NET en el aspirado traqueal fueron 10 veces mayores
que la observada en el plasma. En paralelo, preparaciones
histoldégicas post mortem de secciones pulmonares
evidenciaron dafo alveolar difuso, exudativo y proliferativo.
De los fallecidos, sometidos a autopsia, se observé neumonia
neutrofilica, en grados variables en 6 de 10 de ellos. Al
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hacer una indagacion por microscopia confocal de los
tejidos pulmonares post mortem de pacientes con Covid-
19 con presencia de neutroéfilos, se reveld la aparicion de
estructuras caracteristicas de NET, visualizadas con tincion
de ADN extracelular, diferenciando MPO vy Cit-H3. Estos
resultados, indican que las NET se liberan en el epitelio
respiratorio bajo y estdn asociadas con dafio pulmonar en
pacientes con Covid-19 grave, pudiendo inferir, que el nivel
de formacion de NET se correlaciona progresivamente con
la evolucién clinica de la patologia, siendo Util como valor
pronéstico de gravedad y mortalidad.

NETy trombosis vascular en pacientes con Covid-19 grave

Existe evidencia de que la coagulopatia es el resultado
de la profunda respuesta inflamatoria de Covid-19 y el
dano endotelial. Informes de autopsias, demuestran
inclusiones virales endoteliales pulmonares, aumento de
la angiogénesis y de microtrombos capilares. Los pacientes
con neumonia por Covid-19 presentan anomalias en la
coagulacion, caracterizada por elevaciones en los productos
de degradacién de fibrina, dimero Dy fibrindgeno, lo que
desencadena una situacioén criticay mortal.®'*? El dimero D,
es un biomarcador comunmente elevado en los pacientes
afectados por la enfermedad y se encuentra hasta en el 45
% de ellos. En el caso de presentarse valores superiores a
1000 ng/mL (Valor de referencia: <100 ng/ml) los pacientes
tienen casi 20 veces mas probabilidades de morir a causa
de su infeccion, que los que tienen valores mas bajos.3%

Rol del sistema inmune innato en la inmunotrombosis

La inmunotrombosis describe la participacién del
sistema inmunitario innato en la formaciéon de un trombo
a través de distintas interacciones celulares y moleculares,
desencadenadas por el reconocimiento de patégenos y
células danadas.®”

Unavez que el SARS-CoV-2, ingresa al cuerpoy rompe la
membrana epitelial alveolar, después de unirse al receptor
de la ACE2, el sistema inmunitario innato debe reconocerlo
como extrafno einiciar una respuesta inmune, para destruir o
eliminar al invasor. Los ARN virales posteriores, sirven como
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs), que
luego son detectados por receptores de reconocimiento
de patrones (PRR) tipo Toll. Esto, da como resultado la
activacién de las células epiteliales, iniciando una cascada
de quimioatraccion de células inmunitarias innatas; activando
las poblaciones locales de macréfagos, que se encargaran de

iniciar vias de transduccién de sefales, para culminar con la
produccion de citocinas y quimiocinas proinflamatorias.®®
Simultadneamente, se activa C3 del complemento al reconocer
los PAMPs del virus, siendo este el punto de convergencia de
la activacion de todas las vias del complemento, conduciendo
ala generacion de C3a, C5ay sC5b-9, esta ultima, conocida
como el complejo soluble terminal del complemento.®”
C3a activa las plaquetas, las cuales junto con C5a inducen la
formacion de trombina, que luego promueven la expresion
de factor tisular (TF) de neutrdfilos y NET, desencadenando
la inmunotrombosis.©®

Tormenta de citoquinas

La activacion desregulada de una variedad de
glébulos blancos, incluidos linfocitos B, linfocitos T, células
natural killer, macrofagos, células dendriticas, neutrofilos,
monocitos y células epiteliales o endoteliales, inducen
una liberaciéon exagerada de citoquinas, denominada
“Tormenta de citoquinas’, lo que desencadena un aumento
de las concentraciones plasmaticas de diversas interleucinas,
principalmente la IL-6.%°4" Estos mediadores inflamatorios,
pueden regular la funcién de los neutrdfilos y su infiltracién
alfoco inflamatorio. La tormenta de citoquinas promueve un
ciclo de sefalizacion entre los macréfagos y los neutréfilos
que pueden conducir al estado inflamatorio prolongado,
que se observa en los pacientes graves con Covid-19.4% La
infiltracién continua de neutrdfilos en el sitio de la infeccidn,
sudesgranulaciény liberacién de NET, produce citoquinas y
quimiocinas en exagerada cantidad, que podria contribuir
a la tormenta de citoquinas durante el desarrollo de la
enfermedad.”?

Activacion de plaquetas

Las plaquetas se adhieren a los vasos sanguineos
lesionados, se activan y expresan moléculas de adhesion,
conduciendo al reclutamiento de neutrdfilos. Las plaquetas
circulantes no se unen espontaneamente a los neutrofilos,
pero lo hacen en el contexto de unainfeccién bacteriana o
viral. Esta interaccion, depende de las integrinas y da lugar
alaformacion de NET."9 Las interacciones entre plaquetas 'y
neutréfilos estan mediadas por sus moléculas de superficie,
como la p-selectina (CD62P), que se une al ligando 1 de
la glicoproteina p-selectina (PSGL-1) en la superficie de
los neutréfilos, lo que induce la activacién plaquetaria.
Asimismo, la p-selectina plaquetaria prepara los neutrdfilos
para la NETosis. Esto, sugiere una retroalimentacion de
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trombosis microvascular, donde se forman complejos
plaquetas-neutrdfilos, activando la NETosis y provocando
la agregacion plaquetaria.®%39

Skendros et al.?® (2020) estimularon neutrdfilos aislados de
individuos sanos, con plasma rico en plaquetas de pacientes
con Covid-19, demostrando que tenian niveles aumentados de
ARNm deTF. Las NET formadas, mostraron una alta produccion
de trombina, lo que respalda el papel de las plaquetas en la
inmunotrombosis por Covid-19 mediada por NET.

Las NET impulsan la inmunotrombosis

Los neutrdfilos, después de la exposicidon al virus,
plaguetas activadas y citocinas, median un entorno
procoagulante, principalmente a través de la liberacién de
NET. Los componentes de las trampas promueven la expresion
génica de los factores de coagulacion, inducen la oclusion de
los vasos, tanto de manera dependiente como independiente
de fibrina, y también activan la cascada de la coagulacién a
través de la via intrinseca y extrinseca. Ademas, de su funcion
como andamiaje, muchos de los componentes de las NET
pueden inducir la activaciéon plaquetaria y la coagulacion
sanguinea, lo que desencadena la formacién de trombos.3>39

En casos de pacientes con Covid-19 grave, los principales
componentes de las NET involucrados en la induccién de la
coagulacién son: el ADN gendmico, histonas, NE, catepsina G
y MPQ.“3#4 En cuanto al ADN libre de neutrofilos, este entra
en el plasma para desencadenar la generacién de trombina,
al unirse al factor XII, que se ve potenciado por la disminucion
de los factores anticoagulantes y la fibrindlisis deficiente.
Induce, ademas, la formacion de trombinay la regulacion a
la baja de la trombomodulina.3536394345

Las histonas inducen la expresién de TF en células
endoteliales, macréfagos y monocitos, lo que activaria la
coagulacion através de los factores Vy X (FVy FX), encargados
de convertir el fibrinbgeno en fibrina, mediado por trombina.
2639 Asimismo, pueden unirse al Factor Von Willebrand,

fibrindgeno y fibrina, para reclutar plaquetas y eritrocitos.®®
La histona H3 disminuye la actividad de la trombomodulina,
la cual es un cofactor proteico fundamental para la activaciéon
dela proteina C, que es uno de los anticoagulantes naturales
reguladores de la hemostasia. Por lo tanto, se potenciaria aun
mas la generacion de trombina en plasma. Por otro lado, la
histona H4 se une a la protrombina y genera trombina por
auto activacion.®>4)

La NE, estd asociada con los procesos de inflamacién
y trombosis a través de la liberacion de citoquinas
proinflamatorias y la escisién proteolitica del inhibidor de la
via delfactor tisular (TFPI), lo que mejora la activacion del FX.“?
Alteran, ademas, el citoesqueleto de las células endoteliales,
desencadenando su descomposicion, induciendo el deterioro
y la apoptosis en las células epiteliales, lo que afecta la
integridad de la barrera alveolar; y se encargan de degradary
alterarlafuncién de anticoagulantes comolatrombomodulina.
(3549 | 3 catepsina G, inactiva proteoliticamente al TFPI,
lo que impide la eliminacion correcta del coagulo.3364%
Por ultimo, la MPO conduce a la apoptosis de las células
epiteliales mediante la liberacion de ROS.“? Sumado a que
los componentes de las NET, inducen que se exprese el TF.
Skendros et al.*® (2020) confirmaron que las trampas son
una fuente intrinseca de TF. Los investigadores, utilizaron
microscopia de inmunofluorescencia confocal en neutréfilos
recolectados de 4 pacientes con Covid-19 grave, evidenciando
la formacion espontanea de NET que expresan TF. Estos
antecedentes confirman el rol de las NET y su contribucién
al estado procoagulante.

En los pacientes con Covid-19 grave, las NET tienen un
rol fundamental en el estado de hipercoagulabilidad, que
contribuye a generar eventos tromboéticos, que afectan
tanto la circulacion arterial como la venosa, provocando
un sindrome coronario agudo, accidente cerebrovascular,
embolia pulmonar, trombosis venosa profunda y
microvascular®® (Figura 3).
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Modelo de inmunotrombosis vascular en pacientes COVID-19 grave. llustracion de elaboracién propia.

A) Invasion del virus SARS-CoV-2 a las células ef alveolares, activandolas junto con las poblaciones locales de macrdfagos. Los PAMPs del virus, son reconocidos por (3 del complemento y por los PRRs de los neutrdfilos, generando
su reclutamiento. B) Los macréfagos activados, neutrdfilos y el complemento, inducen la produccion y liberacién de citoquinas y quimiocinas en el espacio extracelular. Principalmente, la IL-6 desencadena un ciclo de sefializacion entre los
macrofagos y neutrdfilos, que pueden generar al estado inflamatorio prolongado, debido liberacién continua y exacerbada de interleucinas, produciéndose una "Tormenta de citoquinas". C) Los neutréfilos que reconocieron los PAMPs del virus,
se extravasan al espacio intravascular y comienzan a generar NET. Ademas, debido a la activacién del complemento se genera (3a, que al igual que las NET funcionan como activadores plaquetarios. A su vez, las plaquetas activas y la produccion
exagerada de citoquinas inducen la produccién de NET. D) Las NET extruidas, funcionan como andamiaje para que se empiece a formar el trombo, siendo soporte de eritrocitos y plaquetas agregadas. Simultaneamente, los componentes de las
trampas promueven la expresién de factores de coagulacién, activando la via intrinseca y extrinseca. E) Las células endoteliales activadas, exocitan factor Von Willebrand, lo que permite la adherencia de neutrdfilos y NET a la pared vascular.
La trombomodulina presente en las células endoteliales se desprende, favoreciendo el entorno procoagulante. La activacion de la cascada de la coagulacién culmina con la generacién de la malla de fibrina, que se entrelaza a glébulos rojos y
plaquetas agregadas. Finalmente, se genera microtrombosis del vaso.
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Zuo et al.®?¥ (2021), en un estudio de casos vy
controles de pacientes hospitalizados con Covid-19 que
desarrollaron trombosis, en comparacién con pacientes
del mismo sexo y edad sin trombosis clinica, demostraron
niveles significativamente mas altos de calprotectina, un
marcador de activacién de neutréfilos. De manera similar,
tres marcadores diferentes de NET (ADN libre de células,
complejos de mieloperoxidasa-ADN e histona H3 citrulinada)
también estaban marcadamente elevados en el grupo de
trombosis. Por otro lado, los autores demostraron que, habia
una correlacion positiva entre los picos de dimero D, con la
calprotectina, ADN libre y el recuento méaximo de neutrofilos.
Los niveles de calprotectinay ADN libre de células, también se
correlacionaron positivamente con los recuentos maximos de
plaquetas. De esta forma, se dilucida el papel de los neutrdfilos
hiperactivos y la liberacién de NET, en eventos trombéticos
morbidos, que aumentarian el riesgo de mortalidad.

Sindrome Post Covid-19 y NETosis

Posterior a la infecciéon aguda por SARS-CoV-2, algunos
pacientes padecen secuelas crénicas, durante semanas
o incluso meses. A esta condicion, se le ha denominado
Sindrome post Covid-19 (SPC).“9 La fisiopatologia esta
regida principalmente por fenémenos inmunopatoldgicos
o hiperinflamatorios, con manifestaciones clinicas generales
e inespecificas.“®

La activaciéon autoinmune persistente y el estado
proinflamatorio que se ha planteado en el SPC, se asociaa los
siguientes procesos: la propiedad del virus de hiperestimular
el sistema inmunitario, el mimetismo molecular entre las
proteinas virales y autoantigenos del huésped, y a la excesiva
de produccién de NET.#49 Al igual que en enfermedades
autoinmunes como LES, AR y vasculitis, en el que los
componentes de las NET funcionan como autoantigenos,
también ocurre en Covid-19, de manera que se generan
autoanticuerpos. Las NET son una fuente de antigenos
citrulinados y de factor activador de células B, por lo tanto, se
desencadena la activacion de linfocitos B autorreactivos, con
la consiguiente produccién de autoanticuerpos, destacando
los anticuerpos antinucleares (ANA), que se han evidenciado
en pacientes que tuvieron Covid-19 grave.*®

La fibrosis pulmonar es una afeccién respiratoria comun
posterior a la Covid-19, debido a la transicién epitelial-
mesenquimatosa.“® George et al.*" (2022) describieron en
una cohorte de pacientes, cambios morfoldgicos y funcionales

persistentes a nivel pulmonar, después de la recuperacion
del Covid-19 agudo, que relacionaron como un rasgo
caracteristico inmunitario asociado a neutrofilos regulados
al alza. Entre otros experimentos, estos autores, realizaron
pruebas in vitro con células epiteliales alveolares, a las cuales
les administraron NET exdgenas, dando como resultado la
aparicion de mediadores fibrogénicos y la alteracion de la
expresion de los genes involucrados en la transicion epitelial-
mesenquimatosa; destacando laimportancia funcional delas
NET, en la conduccién a cambios pulmonares intersticiales,
post enfermedad aguda.

La infeccién directa por SARS-CoV-2, junto con la
neuroinflamacion persistente por mediadores centrales o
periféricos y las anomalias cerebrovasculares, todas ellas
vinculadas a la produccion excesiva de NET, se encuentran
entre los mecanismos responsables del deterioro neurolégico
posterior a la enfermedad.“**? Por otro lado, junto con otros
eventos cancerigenos, la Covid-19 podria predisponer al
organismo al desarrollo del cdncer y acelerar su progresion.
Se ha demostrado que, las NET cambian el microambiente
tumoral, activan las células cancerosas y mejoran la progresion
tumoral y metdstasis.“3>359

Inhibidores de NET como modalidad terapéutica para

Covid-19

La manipulaciéon de los mecanismos de formacién de NET,
ha sido objetivo de investigacion para desarrollar tratamientos
e intervenciones terapéuticas o farmacologicas, para lograr
combuatir las actividades téxicas de ellas. La mayor parte de
las patologias relacionadas con las NET, estan asociadas con
el exceso y la falta de eliminacidn de estas.>4?

Dentro de las opciones terapéuticas mas estudiadas para
contrarrestar los efectos negativos de las NET, esta la ADNasa
humana recombinante (ADNasa rh), que permite degradar las
trampas."” Estudios, han demostrado la capacidad destructiva
dela ADNasa sobre la nucleoproteina del ADN y los complejos
inmunitarios, mostrando una reduccién de la NETosis, con
menos infiltraciéon de neutréfilos y disminuyendo la respuesta
inflamatoria. Esto, permite minimizar los efectos de las NET
en un proceso patologico, sin afectar la capacidad de los
neutrdéfilos no estimulados, para fagocitar y desgranular,
manteniendo asi la inmunidad innata. 263940

Se ha logrado dilucidar el efecto de la ADNasa en la
formacion de trampas en pacientes con sepsis. Se evidencié
que, el tratamiento temprano y simultdaneo con ADNasa | y
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antibidticos, dio como resultado una mejor supervivencia, una
reduccion de la bacteriemiay proteccion contra la disfunciéon
orgdnica en condiciones sépticas, lo que sugiere una posible
terapia de combinacién para controlar la NETosis.®?

Fischer et al.*® (2021) trataron a 5 pacientes graves
con Covid-19, donde todos requerian de oxigenoterapia
externa, al momento del tratamiento. Se les administrd
oxigeno nasal de alto flujo, antes de la terapia con ADNasa
rh. Posterior a ello, dentro de los 4 a 15 dias del tratamiento,
ninguno requirid ingreso en la unidad de cuidados intensivos
o ventilacion mecanica, y fueron desconectados de la
oxigenoterapia, recuperandose. Se logré, demostrar que este
farmaco podria ser utilizado como una opcion terapéutica
eficaz, contra la enfermedad ocasionada por el virus SARS-
CoV-2. Si bien, la ADNasa parece una opcion terapéutica
atractiva, su uso debe evaluarse de manera critica. En ultima
instancia, la ADNasa ayuda a los fagocitos a degradar las
NET al fragmentarlas y, en este proceso puede no eliminar
de manera befectiva las histonas o las proteasas de la
vasculatura, lo que deja a los pacientes expuestos al dafo
de tejidos y 6rganos.1549

Pruebas de identificacion de NET

Las metodologias comunmente utilizadas para
la deteccion de NETosis se han basado en tincién
inmunohistoquimica y microscopia de fluorescencia confocal,
mediante la identificacion de proteinas granulares extruidas
unidas a ADN y/o histonas, permitiendo evaluar el punto
final de la extrusion nuclear. Sin embargo, poseen bajo
rendimiento, son laboriosas, largas y pueden estar sesgadas
por el operador.'7*%*7 E| uso del ensayo inmunoabsorbente
ligado a enzimas (ELISA) permite cuantificar las NET extruidas,
enfocandose en la deteccion de la MPO y NE asociada al
ADN. Una limitacién de esta estrategia es el mayor riesgo de
falsos positivos, dado que la liberacién de ADN, también, se
produce después de otros procesos, como la necrosis.7>®

La citometria de flujo de imagenes multiespectrales
de alta velocidad resulta una técnica util para evaluar la

NETosis, de una manera rapida y automatizada. Ademas,
permite cuantificar las etapas del proceso que precedenala
lisis celular, permitiendo diferenciar entre células que sufren
NETosis vital versus suicida. Y permite identificar y cuantificar
de forma especifica la citrulinacion de la histona H4 como
marcador de NET y su relacién con otras alteraciones a nivel
nuclear y celular.®”>?

Fedorov et al.®®¢" (2023) emplearon el contador
hematoldgico de Sysmex y el autoanalizador de imagenes
CellaVision, para el estudio de NETosis. Los autores, plantearon
que las NET se encontrarian dentro del recuento de células
difuminadas o “smudge cells” (SC), una subcategoria de
glébulos blancos. Las SC corresponden cldsicamente a
linfocitos degenerados (LD), que se pueden presentar en
bajo porcentaje, pero que abundan en pacientes con leucemia
linfocitica crénica (LLC), en donde debido a la fragilidad de
sus linfocitos leucémicos, estos se destruyen al confeccionar
el frotis, denominandose células o sombras de Gumprecht.
Mediante el CellaVision, analizaron las SC de distintas
muestras, distinguiendo a los LD como restos celulares, que
no conservaban ningun componente estructural, y a las SC
similares a NET, que se presentan como restos sin membrana
plasmatica perceptible, sin citoplasma intacto, granulos
dispersos, nucleos descondensados y congestionados, y
proyecciones de cromatina polarizada que se asemejan a
redes de arafa. De esta forma, al tener el porcentaje de SC,
crearon un perfil de cada tipo celular. Para confirmar los
hallazgos, demostraron que las SC similares a NET no estan
presentes en muestras de sangre normales, y que muestran
positividad de NET a la Citometria de flujo y a tinciones
especificas de neutrdfilos. Ademas, las muestras con SC
similares a NET tienen una sefal fluorescente lateral fuerte
(SFL) en el recuento de blancos y el diagrama de dispersion
de glébulos rojos nucleados (WNR), lo que representa células
con alto contenido de 4cido nucleico. En comparacién con
los pacientes con porcentaje bajo de SC, aquellos con alto
porcentaje de SC tienen una incidencia mayor de infecciones
bacterianas y virales, como lo es Covid-19 (Figura 4).
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Distintos estadios de formacién de NET en pacientes con COVID-19. Imégenes obtenidas con CellaVision DM1200 (Tincién May Grunwald Giemsa aumento 100X).

A) Neutrdfilos con citoplasma desarticulado y con desgranulacién. En cuanto al niicleo, sus I6bulos tienden a separarse parcial o completamente, la carioteca es cada vez menos definida y la cromatina menos compacta. La descondensacion
del ADN se evidencia como zonas terminales del nticleo con coloracién mds clara, que aumentan la superficie celular. B) Citoplasma desarticulado, sin membrana plasmatica y con desgranulacion. El nicleo se presenta de forma irregular, sin
carioteca visible y cromatina laxa. Desde las partes en donde hay mayor descondensacion de ADN (zonas mas claras), las NET emergen como proyecciones en forma de redes alargadas al exterior de la célula. C) No se distingue citoplasma,
debido a la pérdida de la membrana plasmatica. El niicleo se presenta irregular y difuso debido a la descondensacién considerable del ADN, y las NET abarcan gran parte de la superficie celular.
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Resumo

A puberdade precoce (PP) é uma patologia que ha tempos é estudada, porém, ainda na atualidade, encontra-se grande dificuldade no seu diagnéstico e
manejo. Dessa forma, efetuou-se uma revisao da literatura, visando sanar duvidas recorrentes de métodos diagnésticos, bem como dados epidemioldgicos
e atualizagdes sobre documentos existentes nas plataformas digitais do Ministério da Saude, que podem auxiliar os profissionais de saide que recebem
pacientes com sinais e sintomas de PP. Este trabalho buscou expor os dados mais fidedignos e atualizados referentes a patologia, bases diagndsticas e
acompanhamento.

Palavras-chave: Diagnostico Laboratorial; Hormoénios; Diagnéstico Precoce

Abstract

Precocious puberty (PP) is a pathology that has been studied for a long time, however, even today, there is a major difficulty in its diagnosis and management.
Therefore, a review of the literature was conducted in order to answer recurring questions about the diagnostic methods, as well as epidemiological data
and updates on existing documents in the digital platforms of the Health Ministry, which can help health professionals who treat patients with signs and
symptoms of PP. This work aimed to expose the most reliable and updated data regarding the pathology, diagnostic bases and care.
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INTRODUCAO

A puberdade corresponde ao periodo transicional entre a
infancia e a vida adulta, caracterizada pelo aparecimento de
caracteres sexuais secundarios, aceleracdo do crescimento
e maturacao das gbnadas, o que promove, consequente-
mente, capacidade reprodutiva e alteragdes psicoldgicas
em ambos os sexos.?

Dois episddios fisiologicos independentes compdem o
desenvolvimento puberal: a adrenarca, que é o aumento de
andrégenos adrenais e de seus precursores, e a gonadarca,
em que ha a reativacdo do eixo gonadotrofico, também
denominado hipotalamico-hipofisario-gonadal (HHG)."”

A puberdade advém da elevacado de secrecao do hormo-
nio hipotalamico estimulador da secrecdo de gonadotrofinas
(GnRH), que, por sua vez, estimula a secrecao dos hormoénios
luteinizante (LH) e foliculo-estimulante (FSH), os quais irdo
estimular a secrecao dos esteroides sexuais e acarretarao a
gametogénese.?

A evolucao puberal se baseia nos critérios de Tanner,®
que possuem cinco divisoes e dois parametros de analise: o
desenvolvimento da genitélia (no caso das meninas, mamas)
e dos pelos pubianos.®* Para ser considerada precoce, a
puberdade deve ocorrer antes dos 8 anos de idade no sexo
feminino, e antes dos 9 anos de idade no sexo masculino.”

No eixo HHG, responsavel pela secrecao dos horménios
gonadotroéficos, ha fatores estimuladores e inibidores. A
estimulacao pode ser ocasionada por fatores nutricionais,
de origem metabdlica ou por estresse, que atuam no meca-
nismo de liberacdo do GnRH.®’ A puberdade apenas se tor-
nara precoce se o mecanismo de retrocontrole negativo da
unidade hipotalamica-hipofisaria ndo estiver ativo perante
os esteroides sexuais e frente a reducdo de influéncia dos
centros inibitérios.©

A puberdade precoce (PP) possui duas classificacoes
principais: a PP verdadeira ou a central (PPC),” a qual abrange
amaior parte dos casos (cerca de 80%), em que o desenvolvi-
mento das caracteristicas sexuais secundarias é consequéncia
da ativacdo preambular do eixo gonadotrofico.? E, de outra
forma, a pseudopuberdade ou PP periférica (PPP), a qual
provém da producao auténoma dos esteroides sexuais.”

A prevaléncia da PP é descrita na literatura como majorita-
riamente feminina. Estudos publicados no Brasil e com dados
nacionais estipularam que 95% das criancas diagnosticadas
com PP eram meninas.® Segundo a Portarian® 111, de 23 de
abril de 2010, do Ministério da Saude (MS), a frequéncia de
criancas meninas afetadas com PP é de 10 a 23 vezes maior

gue em meninos.? Demais estudos descrevem uma estimativa
de que a cada 100.000 meninas, 15 a 29 desenvolvam PP a
cada ano. Ha também o aumento da incidéncia de casos de
PP em uma populacao especifica, acreditando-se que fatores
como obesidade podem estar relacionados ao aumento da
secrecdo de hormonios de maneira prévia.”

Quando a secrecdo dos horménios sexuais ocorre de
maneira antecipada, induz a aceleracdo do crescimento e a
fusdo precoce das epifises dsseas, o que torna prévio o final
do crescimento. Este evento pode comprometer a estatura
final, uma vez que esta condicdo esta relacionada ao estirdo
da puberdade que ocorre durante o pico de maturacao
precoce, mas que estaciona apds o fim da puberdade.® Nos
casos de PPC pode haver, inclusive, iniciacdo da vida sexual
prematura.® Entretanto, em algumas criancas, mesmo tendo
iniciado a puberdade de forma antecipada, ela contém uma
evolucéo lenta e ndo compromete a altura na fase adulta.
@ Dessa maneira, a avaliacdo do progresso de 3 a 6 meses
pode contribuir na determinacao de necessidade ou ndo de
tratamento nos casos de puberdade em estagios iniciais.?

A portariade 2017, publicada pelo MS, apresenta, ainda,
uma atualizacdo na conduta terapéutica: normas sobre
assisténcia farmacéutica para essa patologia. O documento
adverte sobre os medicamentos disponiveis dentro do Sis-
tema Unico de Saude (SUS) para o tratamento da PP, mais
precisamente da PPC, bem como os anexos obrigatérios para
o requerimento de tais agentes terapéuticos, administragao,
prescricdo maxima, monitoramento, fatores de exclusao,
tempo de tratamento, se ha possibilidade de associacao
medicamentosa, além de expressar as especialidades médicas
responsaveis por requerer os exames e solicitar os farmacos
descritos no referido documento.®

A avaliacao e o encaminhamento de criangas suspeitas
de PP é um desafio para o sistema de saude, pois os sinto-
mas nao sao classicos e podem estar vinculados a outras
patologias por ndo serem patognomoénicos da doenca.®
Assim, este trabalho tem como objetivo colher na literatura
as formas mais atualizadas e fidedignas de diagnéstico e
acompanhamento da PP.

DIAGNOSTICO E ACOMPANHAMENTO

O diagnostico e a diferenciacdo da PP séo clinicos e
laboratoriais. Eles estdo baseados em anamnese, exame
fisico, testes radioldgicos e hormonais, citologia vaginal e
ecografia pélvica. Em criancas do sexo feminino, a avaliacao
é feita através do crescimento mamario e pelos pubianos,
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e em criancas do sexo masculino verifica-se o tamanho
dos genitais (volume testicular) e aparecimento de pelos
pubianos e axilares, sequindo os critérios de Tanner para
desenvolvimento puberal.”

Ha indicacgdes, inclusive, de que durante a anamnese
faz-se necessario atencao para as caracteristicas faciais dos
individuos portadores de PP."% Oleosidade da pele, presenca
de acne com vinculo de puberdade e odores axilares podem
ser indicios fisicos de maturacdo sexual e, dependendo da
idade, serdo precoces. A obesidade também estd relacionada
com a PP, seja no vinculo com a liberacdo hormonal, ou até
mesmo evidenciando a dificuldade na avaliagdo primdria
para afirmacao da presenca de telarca. Ha a necessidade do
exame fisico, como a palpacao, para evidenciar a presenca
da formacdo mamaria, ou apenas o aumento tecidual por
consequéncia do aumento de peso.®

Deve-se considerar suspeito o aparecimento dos caracte-
res sexuais secundarios antes dos 8 anos em meninas e antes
dos 9 em meninos. A manifestacdo inicial em meninas é o
surgimento do botdo mamario e em meninos o aumento do
volume testicular maior ouigual a4mL (Tanner Il paraambos
0s sex0s).? E necessario, também, monitorar a velocidade de
progressdo dos mesmos para os estagios subsequentes de
Tanner. Em média, o intervalo entre dois estagios puberais
é de um ano, sendo que intervalos inferiores a seis meses
devem ser considerados anormais e podem indicar que o
paciente esteja com puberdade patoldgica.?'1?

DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagnéstico laboratorial da PP, como visto, permite
diferenciar se ha alteracao hormonal e justificar a precocidade
de crescimento sexual. Dosam-se como conduta laboratorial
os esteroides sexuais (LH e FSH), o hormonio do crescimento
(GH) e a Somatomedina (IGF-1).*) Alguns autores defendem,
em seus estudos, a avaliacao dos hormdnios basais no diag-
noéstico preliminar da PP, justificando esse fato ao aumento
da sensibilidade analitica nas dosagens basais, o que poderia
evitar a exposicao da crianca ao teste de estimulo.®

A abordagem laboratorial, em presenca de um diag-
nostico de puberdade precoce, permitird caracterizar se o
processo tem origem central ou periférica. Esta caracterizacdo
da origem do processo que leva a puberdade assume enorme
importancia na conduta terapéutica e no prognédstico.?'

O diagnéstico diferencial entre as formas de puberdade
precoce baseia-se nas dosagens das gonadotrofinas em

condicao basal e/ou apés estimulos com GnRH. Como padrao
ouro, o teste com horménio estimulador de gonadotrofinas
consiste na administracao endovenosa de 100pug de GnRH
com coletas de LH e FSH nos tempos de 0, 15, 30, 45 e 60
minutos. Um pico de LH>9,6 Ul/Lem meninos e >6,9 Ul/Lem
meninas representa resposta puberal e, consequentemente,
confirma diagnéstico de PPC.

Com excecdo do teste GnRH, os testes que dosam as
gonadotrofinas basais, por meio de anticorpos monoclonais,
também podem ser utilizados para determinacdo de PPC.
Sao exemplos a quimioluminescéncia (ICMA), a eletrolumi-
nescéncia (ECLIA) e o imunofluorométrico (IFMA).("* "

Um grupo de proteinas Kisspeptina também pode estar
relacionado ao desenvolvimento puberal precoce, o que
podera futuramente resultar em uma avaliacdo a nivel familiar
dos envolvidos no processo de diagnéstico puberal. A repro-
ducdo estd intimamente ligada a neuroanatomia funcional, o
que pode tornar compreensivel o vinculo de estudos acerca
do gene Kiss1 entre os envolvidos no processo, como pais
biolégicos e irmaos."?

DIAGNOSTICO POR EXAMES DE IMAGEM

Além do diagndstico laboratorial, hd também o diagnés-
tico por exames deimagem. Asimagens sao importantes na
determinacao da idade 6ssea (I0) da crianca, em que duas
radiografias realizadas com intervalo minimo de seis meses
devem ser examinadas pelo mesmo observador, utilizando
o método Tanner-Whitehouse (TW-20) para 20 nucleos das
maos e punhos, determinando avaliag¢éo da IO.

Salvo a idade 6ssea, é de suma relevancia a verificacao,
por meio de ultrassom, do Utero e ovarios femininos, a procura
de cistos e processos neoplasicos.

Ademais, deve-se fazer uma avaliagdo anatomica do SNC
—apos diagndstico de PPC - para deteccao de possiveis lesdes
expansivas no sistema nervoso, como hamartomas hipotala-
micos de pequenas dimensdes. A ressonancia magnética é
a forma adequada de exame nestes casos."" "

CONCLUSAO

Abordar uma doenga sem a presenca de sinais e sintomas
classicos é um desafio para o diagnéstico médico. Diagnos-
ticar PP pode ser uma tarefa um tanto complicada, visto
que sua fisiopatologia é complexa e o diagnostico depende
exclusivamente de um olhar clinico e apurado do médico.
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A abordagem multifatorial no tratamento e acompa-
nhamento da PP é essencial, pois engloba aspectos ndo
s6 organicos, como é o caso de alteragdes hormonais, mas
também psicologicos, fator que pode contribuir para o
surgimento da patologia. Dessa forma, as diretrizes e nor-
mas sobre a terapéutica sao de grande ajuda no manejo e
acompanhamento do paciente com PP.

Este trabalho, por sua vez, procurou retratar as informa-
¢6es mais relevantes e atualizadas sobre a fisiopatologia da
PP, 0 manejo do paciente com a doenca e seu acompanha-
mento, podendo, assim, auxiliar os profissionais da saude,
que frequentemente encontram dificuldades nesses aspectos
em sua pratica clinica, ou interessados sobre o assunto.

Por vezes, a suspeita diagndstica recai sobre a assisténcia, o
atendimento de base, as unidades basicas de satde. E necessé-
riaa amplitude de informacoes para que profissionais clinicos
tenham acesso ao manejo de diagndstico e encaminhamento.
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Resumo

Objetivo: Descrever a ocorréncia de infeccdo urindria comunitdria e a resisténcia aos antibidticos em pacientes atendidos num laboratério particular na
cidade de Belém. Métodos: Realizou-se um estudo epidemiolégico descritivo de 2.686 pacientes, no periodo de marco de 2019 a marco de 2020, em que
as informagoes foram organizadas e tabuladas no programa software Microsoft Office Excel 2013, de acordo com idade, sexo, bactérias e antibidticos
resistentes. Resultados: Em relacao ao sexo, as mulheres apresentaram 93,1% dos casos. A faixa etaria de maior incidéncia estd em pacientes de 18 a 49
anos, a marcar 53,2%. O patégeno de maior ocorréncia foi a Escherichia coli, com 59,35%. No caso de resisténcia bacteriana, a cefalotina liderou com
20,33%. Conclusdo: As mulheres lideram o nimero de casos, que sao ocasionados por diversos fatores, entre eles as questées anatémicas. Uma das faixas
etarias mais atingidas com infeccao urinaria é a de jovens e adultos. Os bacilos Gram-negativos entéricos sdo os patégenos com a maior incidéncia de
casos de infec¢ao urinaria comunitaria. A cefalosporina de primeira geragao cefalotina é o farmaco com maior ocorréncia de resisténcia bacteriana.

Palavras-chave: Farmacorresisténcia Bacteriana; Antibacterianos; Bactérias.

Abstract

Objective: To describe the occurrence of community urinary tract infection and antibiotic resistance in patients treated in a private laboratory in the
city of Belém. Methods: A descriptive epidemiological study of 2686 patients was carried out from March 2019 to March 2020, in that the information
was organized and tabulated in the Microsoft office excel 2013 software program, according to age, gender, resistant bacteria and antibiotics. Results:
Regarding gender, women presented 93.1% of cases. The age group with the highest incidence is in patients between 18 and 49 years old, with 53.2%.
The most common pathogen was Escherichia coli with 59.35%. In the case of bacterial resistance, cephalothin led with 20.33%. Conclusion: Women lead
the number of cases, which are caused by several factors, including anatomical issues. One of the age groups most affected by urinary tract infections
is young people and adults. Enteric Gram-negative bacilli are the pathogens with the highest incidence of cases of community urinary tract infection.
First-generation cephalosporin cephalothin is the drug with the highest occurrence of bacterial resistance.
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INTRODUCAO

Ainfeccao do trato urinario (ITU) é uma patologia extre-
mamente comum que atinge pacientes de todas as idades,
sendo mais frequente em pacientes do sexo feminino." Esta
patologia pode afetar a regido da bexiga (cistite), a uretra
(uretrite) e até um ou ambos os rins, causando a pielonefrite.
A ITU caracteriza-se como uma enfermidade de ocorréncia
constante, devido a anatomia do sistema urinario feminino,
pois a uretra feminina possui um comprimento inferior
a 5cm, facilitando a contaminacdo por microrganismos
intestinais. Nesse sentido, a cistite pode se manifestar de
maneira assintomatica ou sintomatica.” Logo, é importante
que o diagnéstico seja feito de maneira precoce, pois evita
complicagdes futuras como lesdes renais.

A ITU pode ser classificada como complicada ou nao
complicada. A cistite é considerada ndo complicada e a pie-
lonefrite complicada, pois apresenta modificagdes funcionais
e estruturais no sistema urinario, os microrganismos ficam
concentrados no trato urindrio inferior e sao frequentemente
relacionadas com a presenca de calculos renais.®

O diagndstico de ITU é feito a partir da analise do sedi-
mento urindrio, que indica o crescimento bacteriano na urina
a partir da quantificacdo da leucocituria (piécitos), a apontar
pelo menos 105 unidades formadoras de col6nia (100.000
UFC/ml) na urina colhida a partir do jato médio e de maneira
asséptica. A urocultura é feita de acordo com a quantidade
de pidcitos, para identificacdo do agente etioldgico presente
na amostra. O antibiograma sera feito para a escolha do
antibiotico mais adequado ao tratamento.”

Os agentes etiolégicos mais comuns na infeccao uri-
naria sdo os da familia Enterobacteriaceae, sendo a bactéria
Gram-negativa Escherichia colindo patogénica, responsavel
por 75% dos casos de infeccdo do trato urinario, seguido
de outros Gram-negativos como Klebsiella sp., Enterobacter
sp., Acinetobacter sp., Proteus sp., Pseudomonas sp. Entre os
cocos Gram-positivos podemos destacar as infeccoes por
Staphylococcus saprophyticus.'?

No decorrer dos anos, com a evolugao da medicina que
ampliou as possibilidades de tratamento, além do avanco
cientifico e tecnoldgico que possibilitou o desenvolvimento
de farmacos capazes de tratar infeccdes bacterianas, obser-
vou-se reducdo da mortalidade por estas doencas. No entanto,
ao mesmo tempo em que ocorreu a diminuicdo drastica da
mortalidade, iniciou-se a resisténcia aos antibiéticos, com
o uso indevido de antimicrobianos pela populagéo, ocasio-
nando um problema de saude publica. Desta maneira, é de

suma importancia que ocorra o monitoramento de resistén-
cia e sensibilidade bacteriana para evitar o surgimento de
bactérias multirresistentes.**

Nesse sentido, o objetivo deste trabalho é descrever a
ocorréncia de infeccao urinaria em pacientes atendidos em
um laboratério particular em Belém do Pard em relagdo a sexo,
idade e agente etioldgico e descrever o perfil de resisténcia
aos antibidticos.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado no periodo de marco de 2019 a
marco de 2020, na Clinica e Laboratdrio Abrahim, estabele-
cimento localizado no bairro de Canudos em Belém do Para.
Foram analisadas 2.686 amostras de pacientes com urocultura
positiva e antibiograma. Os dados foram coletados a partir do
sistema de banco de dados da Clinica e Laboratério Abrahim.

Os dados foram organizados e tabulados pelo programa
de computador Microsoft Office Excel (2013), de acordo com
idade, sexo, bactérias isoladas e antibiéticos com o perfil de
resisténcia no antibiograma.

ETICA

Por se tratar de pesquisa envolvendo aplicagao de tes-
tes e tratamentos clinicos nos individuos, tal procedimento
pressupode a utilizacdo do consentimento livre e esclarecido
conforme explicitado no capitulo IV da Resolucdo CNS 466/12
(BRASIL, 2012) O projeto foi submetido a um Comité de Etica
em Pesquisa com Seres Humanos, através da Plataforma Brasil.

RESULTADOS

Foram analisadas 2.686 amostras coletadas do banco
de dados da Clinica e Laboratorio Abrahim em Belém, nos
periodos de mar¢o de 2019 a margo de 2020. Dessas amos-
tras, 2.500 (93,1%) foram de pacientes do sexo feminino e
186 (6,9%) foram do sexo masculino (Tabela 1).

Distribuicdo de pacientes atendidos na Clinica e Laboratdrio Abrahim durante o
periodo de mar¢o-2019 a marco de 2020, por sexo.

Sexo N %
Feminino 2.500 93,1
Masculino 186 6,9
Total 2.686 100

RBAC. 2023;55(4):270-275

271



Infeccdo urinéria em pacientes de Belém | Passos LCX, Brito MTFM

Em relacao a faixa etaria, os pacientes foram organizados
em trés grupos: de 18 a 29 anos, de 30 a 49 anos e 50 ou mais
anos, de acordo com a Tabela 2.

Pacientes de 18 a 29 anos foram contabilizados em 1.428
(53,2%), ja os pacientes de 30 a 49 anos contabilizaram 745
(27,7%) e de 50 ou mais a contagem foi de 513 (19,1%). A faixa
etaria com o maior nimero de ocorréncia da patologia foia de
18a29anos, aindicar 1.428 (53,2%) dos casos identificados.

Distribuicdo de pacientes atendidos na Clinica e Laboratdrio Abrahim durante o
periodo de margo-2019 a margo-2020, por faixa etdria.

Idade N %

18229 1428 53,2
30249 745 27,1
50 ou mais 513 19,1
Total 2.686 100

Os agentes etioldgicos mais frequentemente isolados
nas culturas bacterianas foram os bacilos Gram-negativos
entéricos, em que a Escherichia coli se mostrou positiva em
1.594 culturas (59,35%), Enterobacter sp. em 755 (28,1%),
Edwardsiella sp.em 39 (1,45%), Proteus mirabilis em 31(1,15%)
Salmonella sp. em 21(0,8%), Proteus vulgaris em 8(0,3%) e
Klebsiella sp. em 1(0,03), conforme demonstrado na Tabela
3. Dentre os cocos Gram-positivos, o maior nimero de cul-
turas positivas revelou Staphylococcus saprophyticus, com
152 (5,65%) exames positivos seguidos por Staphylococcus
epidermidis, com 85 (3,17%).

Ocorréncia de acordo com os agentes etioldgicos.

Bactérias N %

Enterobacter sp. 755 28,1
Escherichia coli 1.594 59,35
Staphylococcus saprophyticus 152 5,65
Staphylococcus epidermidis 85 317
Proteus mirabilis 31 1,15
Proteus vulgaris 8 0,3

Salmonella sp 21 0,8

Edwardsiella sp 39 1,45
Klebsiella sp. 1 0,03
Total 2.686 100

Quanto ao perfil de resisténcia bacteriana no exame de
antibiograma, a cefalotina lidera o grupo com 776 (20,33%)
exames, seguida da tetraciclina com 646 (16,9%), acido nali-
dixico com 600 (15,71%), nitrofurantoina com 388 (10,16%),
amoxilina com 385 (10,1%), norfloxacin com 273 (7,15%),
penicilina G com 138 (3,6%), ciprofloxacin com 37 (3,6%),
oxacilina com 124 (3,24%), gentamicina com 71 (1,9%),
ceftazidima com 71 (1,9%), Eritromicina com 48 (1,25%),
clindamicina com 50 (1,3%), amicacina com 49 (1,3%), van-
comicina com 30 (0,8%), cefepima com 21 (0,5%) e imipenem
com 10 (0,26%) de acordo com a Tabela 4.

Relacdo de resisténcia aos antibicticos

Antibidtico N %
Acido Nalidixico 600 15,71
Amicacina 49 13
Amoxilina 385 10,1
Cefalotina 776 20,33
Cefepima 21 0,5
Ceftazidima Ul 1,9
Ciprofloxacin 37 36
Clindamicina 50 13
Eritromicina 48 1,25
Gentamicina 7 19
Imipenen 10 0,26
Nitrofurantoina 388 10,16
Norfloxacin 273 7,15
Oxacilina 124 3,24
Penicilina G 138 3,6
Tetraciclina 646 16,9
Vancomicina 30 08
Total 3717 100
DISCUSSAO

Este estudo indicou que o maior indice de infecc¢do uri-
naria encontrado na populacdo selecionada foi de mulheres.
Dias et al. (2003)® aponta que a infeccdo urinaria acomete
ambos os sexos, especialmente mulheres na idade sexual-
mente ativa. As mulheres estdo predispostas a adquirir
infeccdo urinaria devido a anatomia feminina, uma vez que
afrequéncia de atividade sexual, o uso de espermicidas e as
questoes de higiene sao considerados fatores de risco, pois
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facilitam a contaminacao perianal em relacdo aos homens,
principalmente devido a anatomia masculina, como a posi-
¢ao da uretra e a falta de contato perianal, dificultando,
assim, a proliferacdo de microrganismos."”) Esses fatores de
predisposicao refletem nas taxas de infeccdo nas mulheres,
gue apontam ser oito vezes maior do que nos homens, visto
que 20% a 48% das mulheres apresentam pelo menos um
caso de infeccao urinaria na vida.®?

Em relacao a faixa etaria, existem estudos que apontam
que a idade dos pacientes varia de 1,3 anos a 91 anos, em
que a maior concentracdo é encontrada na faixa etaria de
12 a 33 anos;? ja outros estudos apresentam que o maior
numero de casos da patologia esta entre a faixa etaria de 13
a 40 anos de idade."?

Contudo, como foi possivel detectar a partir da coleta
de dados, no estudo deste trabalho, pode-se observar que
0 grupo com o maior nimero de casos foi o da faixa etéria
de 18 a 29 anos, com 53,2% dos casos, seguido pelo grupo
com a faixa etdria de 30 a 49 anos (27,7%), a indicar que o
grupo mais atingido pelos casos de infeccao urindria sdo os
jovens e adultos entre 18 a 49 anos de idade.

Os bacilos Gram-negativos sdo os maiores causadores
de ITU, em especial a Escherichia coli, seguida por Klebsiella
sp., Enterobacter sp., Acinetobacter sp., Proteus sp., Pseudo-
monas sp. Entre os cocos Gram-positivos, o Staphylococcus
saprophyticus tem sido considerado a segunda maior causa
de infeccdo urinaria.™?

Os germes habitantes do trato intestinal, bacilos Gram-
-negativos, sdo responsaveis por 85% das infeccdes do
trato urindrio, tendo a Escherichia coli como a mais comum,
seguida dos géneros Proteus sp., Klebsiella sp. e Enterobacter
sp. J& em relacdo aos cocos Gram-positivos temos os géne-
ros Enterococcus faecalis sp., algumas espécies do género
Staphylococcus sp.'?

Os bacilos Gram-negativos foram responséveis pelo maior
numero de ocorréncias de infeccdo urinaria neste estudo,
sendo a Escherichia colia maior causadora, com 59,35% dos
casos, seguido de Enterobacter sp. com 28,1%. Em relacdo
aos cocos Gram-positivos, o género staphylococcus sp. apa-
rece com o Staphylococcus saprophyticuse e Staphylococcus
epidermidis, como os maiores causadores de ITU com 5,65%
e 3,17%, respectivamente.

O tratamento com antibiéticos pode ser iniciado de
maneira empirica, devido ao tempo de espera do resultado
de um antibiograma (3 a 4 dias para ser liberado), portanto
sdo levados em consideracdo o patégeno causador mais

provavel, o padrao da regiao de resisténcia aos antibiéticos
e o histérico do paciente em relagcdo ao uso de antibioticos.
Alguns farmacos sao considerados de primeira escolha para
o tratamento de infeccdo urinaria comunitaria em adultos,
como norfloxacin, cefalotina, sulfametoxazol/trimetropima
(SMZ-TMP), 4cido nalidixico.®

Escherichia coli, Klebsiella sp. e Proteus sp. apresentam
o maior indice de resisténcia aos antibidticos. Os farmacos
que mais apresentam resisténcia a esses microrganismos sao
sulflametoxazol-trimetoprim com média de 46,6%, seguido
pela cefalotina (46,7%), acido nalidixico (27,6%) e nitrofu-
rantoina (22,3%).”

Tanto as quinolonas como os 4cidos nalidixico, ciprofloxa-
cina, norfloxacin, séo utilizados no tratamento de cistite ndo
complicada, pois possuem um amplo espectro de atividade
e sdo extremamente ativas contra as Enterobacteriaceae. Seu
mecanismo de acdo envolve a inibicdo da sintese do DNA
bacteriano, bloqueando a DNA-girase, e com isso o meca-
nismo de resisténcia da bactéria é inibido.""”

As cefalosporinas sdo recomendadas em caso de resistén-
ciaas quinolonas, como a cefalotina, e os seus mecanismos de
acao sdo analogos aos da penicilina, uma vez que se ligam aos
receptores de penicilina (PLPs), que atuam como receptores
de farmacos nas bactérias, bloqueiam a transpeptidacao do
peptideoglicano, inibindo a sintese da parede celular da bac-
téria, e ativam as enzimas autoliticas, responsaveis por causar
lesoes celulares e, consequentemente, a morte bacteriana.™

Neste estudo foi identificado que a cefalotina é o antibio-
tico com maior ocorréncia de resisténcia bacteriana (20,33%),
seguido de tetraciclina (16,9%) e acido nalidixico (15,71%). E
interessante analisar os farmacos cefalotina e acido nalidixico,
pois sdo considerados medicamentos de primeira escolha
no tratamento de infec¢do urinaria comunitaria em adultos,
portanto evidencia o emprego frequente desses antibidticos,
consequentemente ocasionando o aumento do percentual
de resisténcia aos antibidticos.

A resisténcia bacteriana é considerada uma evolucao
genética natural do microrganismo em seu ambiente.”
Existem bactérias que podem se duplicar em até 20 minu-
tos, favorecendo assim a multiplicacdo de varias geracoes
em curto periodo. O emprego de iniUmeros antibidticos
durante essas evoluc¢des favorece o aparecimento de bac-
térias resistentes.®¥

Ha resisténcias que sao adquiridas pelo uso indevido
de antibidticos, uma vez que a bactéria que era sensivel ao
medicamento torna-se, posteriormente, resistente.
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Ja outras bactérias se tornam resistentes devido a alguns
mecanismos, como é o caso das bactérias Gram-negativas,
em especial a Escherichia coli, pois produzem bombas de
resisténcia a multiplos farmacos (MDR). Esta bomba permite
que a célula expulse o farmaco para fora da célula, impedindo
a danificacdo e morte celular. Os genes responsaveis pela
codificacao dessas bombas estao localizados nos plasmi-
deos que as bactérias recebem durante a conjugacdo. As
bactérias que recebem esses plasmideos sao resistentes a
diversos farmacos."®

Logo, aautomedicacéo e o uso inadequado de antibidti-
cos sao fatores que favorecem a resisténcia aos antibiéticos.
Portanto o profissional farmacéutico é essencial no momento
da dispensacéo, sendo uma das fases mais importantes da
educacdo em saude, um momento em que o profissional
entra em contato com o paciente, podendo auxilia-lo na
terapia medicamentosa e assim evitar problemas futuros
em relacao a resisténcia das bactérias.

CONCLUSOES

Este estudo concluiu que o grupo com o maior nimero
de casos de infeccao urinaria foi o feminino, com 93,1% dos
casos. A faixa etdria com a maior ocorréncia é o grupo de 18
a 49 anos, com 53,2% dos casos. Os bacilos Gram-negativos
sdo os patdégenos com a maior incidéncia, como a Escherichia
coli, responsaveis por 59,35% dos casos, seguida pela Ente-
robacter sp. com 28,1%. No perfil de resisténcia, a cefalotina
apresenta 20,33%, ja a tetraciclina, com 16,9% e, por fim, o
acido nalidixico, com 15,71%.

O conhecimento da ocorréncia e resisténcia aos antibio-
ticos em infeccao urindria é importante para sensibilizar a
populacao emrelagao ao cuidado com a sua saude, pois é uma
patologia comum, que afeta todos os sexos e todas as idades.
Existem grupos que sdo mais suscetiveis a adquirir infeccao,
a exemplo as mulheres, por motivos anatomicos, fisioldgicos.

Também ha bactérias com mecanismos naturais de resis-
téncia aos antibioticos, outras bactérias tornam-se resistentes
pelo uso inadequado da populagao, uma vez que as bactérias
que eram sensiveis se tornam resistentes depois do uso pro-
longado. Portanto, é importante que a populacdo entenda os
riscos do tratamento com antibidticos e da importancia de
o tratamento ser feito da maneira correta. O farmacéutico é
essencial na dispensacao e na promocéo do uso racional de
medicamentos, auxiliando no tratamento, e buscando, assim,
diminuir os riscos de resisténcia aos antibioticos.
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Resumo

Objetivo: O presente estudo teve por finalidade verificar a ocorréncia de sangue oculto nas fezes de participantes de grupos de idosos de Florianépolis/
SC. Métodos: Foram realizadas coletas de amostras fecais em 61 idosos do Asilo Irmao Joaquim, do Centro Social Urbano/Conselho Comunitario do
Saco dos Limdes, e do NETI da UFSC, em Floriandpolis/SC, na faixa etdria de 60 a 101 anos. A pesquisa de sangue oculto nas fezes foi conduzida com
o método imunocromatogréfico (Teste Rapido OnSite FOB®). Resultados: Das 61 amostras analisadas, 5 (8,20%) foram positivas para sangue oculto e
diversas causas foram relatadas. Um dos casos positivos foi relacionado a pélipos intestinais, relatado pelo paciente e tratado anteriormente. Dois casos
de sangue oculto positivo estao sob investigacdo para encontro da causa. Um dos pacientes residente no asilo e com sangue oculto positivo apresentava
emagrecimento rapido e fecaloma. Outro caso, a paciente utilizava o medicamento Xarelto®, com relato de que observou sangue nas fezes apds inicio do
tratamento. Conclusdo: Os resultados obtidos até o momento permitiram evidenciar aimportancia da pesquisa de sangue oculto como teste de triagem
na investigacao de doencas relacionadas ao trato gastrointestinal.

Palavras-chave: |[doso; Sangue Oculto; Diagnéstico.

Abstract

Objective: The present paper aimed to verify the occult blood in feces of participants from elderly groups in Florianépolis/SC. Methods: Fecal samples
were performed collections in 61 elderly from Asylum Irm&o Joaquim, from Urban Social Center from Saco dos Limdes, and from NETI from UFSC, in
Floriandpolis/SC, from 60 to 101 years old. The fecal occult blood test was conducted with the immunochromatographic (Fast Test OnSite FOB®). Results:
From 61 samples analyzed, 5 (8,20%) were positive for occult blood and many causes were reported. One of the positive cases was related to intestinal
polyps, related by the patient and previously treated. Two cases of positive hidden blood are under investigation to find out the cause. One of the patients
residing in the Asylum and with positive occult blood presented a fast weight loss and faecaloma. Another case the patient used the medicine Xarelto®,
with report that observed blood in feces after the beginning of the treatment. Conclusion: The results obtained until the moment allowed emphasizing
the importance of the hidden blood research as a sorting test in the investigation of diseases related to the gastrointestinal tract.

Keywords: Occult Blood; Health of the Elderly; Diagnosis.
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INTRODUCAO

A populacao idosa no Brasil e no mundo aumentou sig-
nificativamente nos tltimos anos. De acordo com o Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) a populacdo idosa
brasileira aumentou 4,8 milhdes desde 2012, superando a
marca dos 30,2 milhées em 2017.00

Com o envelhecimento apds os 60 anos, as pessoas
comecgam a ter perda gradativa da visao, da audicao e dos
movimentos. Alguns idosos podem ter doencgas cardiacas,
acidente vascular cerebral, doencas respiratérias, cancer e
deméncia. Os danos moleculares e celulares aumentam o risco
de adquirir doengas em razao da diminuicao da capacidade
das defesas imunolégicas do individuo.? Casos de cancer tor-
naram-se um importante problema de saude publica, devido
ao aumento da expectativa de vida da populacao brasileira.

O cancer de célon e reto é a terceira neoplasia mais
comumente diagnosticada e a quarta principal causa de morte
por cancer no mundo.®* Segundo o Instituto Nacional do
Cancer, observa-se uma variacdo geogréfica, com altas taxas
nos paises mais desenvolvidos em comparagdo aos menos
desenvolvidos.® Para o Brasil, estimou-se 17.380 casos novos
de cancer de célon e reto em homens e 18.980 em mulheres
para cada ano do biénio 2018-2019, significando um risco
de 16,83 casos novos a cada 100 mil homens e 17,90 para
cada 100 mil mulheres.®

O carcinoma colorretal é uma doenca influenciada por
fatores genéticos, ambientais e relacionados aos habitos
de vida do individuo. Na maioria dos pacientes os sintomas
surgem em uma fase mais avancada da doenca, podendo
ocorrer altas taxas de morbidade e mortalidade.®®

Os grupos de alto risco sdo individuos com histéria pes-
soal de pdlipos adenomatosos ou de neoplasia colorretal,
cancer de mama, endométrio e ovarios, doenca inflamatéria
intestinal, histérico familiar de cancer intestinal ou de poélipos
adenomatosos, a predisposicao genética ao desenvolvimento
de doencas crdnicas do intestino, idade igual ou superior
a 50 anos e neoplasias hereditarias.“* Os fatores de risco
ligados aos habitos alimentares incluem bebida alcodlica,
alto consumo de carne vermelha e alimentos processados.
Assim, os fatores protetores sdo o consumo de alimentos
que contém fibra dietética, como frutas, hortalicas (legumes
e verduras) e cereais integrais, somados a atividade fisica.®

A colonoscopia representa um importante exame pre-
ventivo e de diagnéstico preciso, pois além de diagnosticar
o cancer colorretal pode detectar e identificar os pdlipos,
0s quais podem ser os precursores da doenca. Entretanto,

como é um exame de alto custo e invasivo, sao necessarios
métodos de triagem para a realizagdo de colonoscopias.®

A pesquisa de sangue oculto nas fezes (PSOF) é um
exame Util de triagem para rastreamento de leses do trato
gastrointestinal que cursam sem sangramento clinicamente
visivel, importante no diagnostico precoce que favorece a
intervencao clinica.’ As causas mais comuns para o sangra-
mento que resulta na positividade do exame sdo Ulceras (gas-
tricas, duodenais e medicamentosas), neoplasias gastricas,
de célon e reto, diverticulite, colites e algumas parasitoses.
No rastreamento do cancer de célon e reto, a PSOF positiva
implica realizacdo de colonoscopia.”

A PSOF se fundamenta na deteccdo da hemoglobina
nas fezes, e entre os métodos que utilizam a colorimetria, o
mais usado pelos laboratérios é o reativo de Meyer e guaiaco.
Contudo, as técnicas colorimétricas requerem do paciente
aintroducao de dietas prolongadas, por 3 a 4 dias, antes de
realizar o teste.”

O testeimunoldgico ou imunocromatografico qualitativo
para determinacéo rdpida de sangue oculto nas fezes utiliza
uma combinacao de anticorpo monoclonal marcado ou anti-
corpo policlonal anti-hemoglobina humana. Foi desenvolvido
em 1995, detectando niveis baixos de hemoglobina (0,05 pl/
ml).” O teste dispensa a necessidade de dieta alimentar antes
da coleta, visto que é especifico para a hemoglobina humana.
© Nao deve ser realizado durante o periodo menstrual, e
nem em pacientes com queixas de hematoquezia ou com
hematuria, pois nesses casos pode-se ter resultados falsos
positivos.” Os testes imunocromatograficos rapidos para
deteccao de neoplasia do célon proximal tem sensibilidade
de 98,2% e especificidade de 95,3%.®

O presente estudo teve por finalidade verificar a ocorrén-
cia de sangue oculto nas fezes em idosos que frequentam o
Nucleo de Estudos da Terceira Idade da Universidade Federal
de Santa Catarina, grupos de idosos do Centro Social Urbano/
Conselho Comunitario do Saco dos Limdes, e idosos residentes
no Asilo Irmao Joaquim, localizados em Floriandpolis, SC.

MATERIAIS E METODOS

O estudo incluiu 61 idosos na faixa etéria de 60 a
101 anos, com 27 participantes do Nucleo de Estudos da
Terceira Idade (NETI) da UFSC, 23 do grupo de idosos do
Centro Social Urbano/Conselho Comunitario de Saco dos
Limobes, e 11 internos do Asilo Irmao Joaquim, localizados no
municipio de Florianépolis/SC. O periodo para a realizagdo
deste estudo foi de agosto de 2018 a junho de 2019. Cada
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participante teve as orientacdes impressas para a coleta
de fezes, e um kit contendo frasco coletor etiquetado
para preenchimento de nome, sexo e idade, e espatula de
madeira. Foi analisada uma amostra de fezes frescas de
cada participante da pesquisa no Laboratério Didatico de
Parasitologia Clinica da UFSC.

Foi realizada uma reunido com os participantes, e pas-
sadas informacdes sobre os objetivos e a metodologia da
pesquisa, orientacdes sobre a coleta, armazenamento e
transporte da amostra fecal. Também foram abordadas
informacdes sobre o encaminhamento dos resultados dos
exames realizados. Cada voluntario recebeu um questiona-
rio, respondido sem identificacdo, o qual foi devolvido aos
responsdveis pelo projeto. Todos os idosos participantes
do estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE).

As amostras fecais foram analisadas pelo teste imuno-
cromatografico para sangue oculto, de acordo com técnica
preconizada nas bulas dos kits Teste Rapido OnSite FOB
(CTK Biotech)® e kit FOB Test Biocon (Diagnéstica Industria
e Comércio Ltda)."” Os testes tém sensibilidade de 97,7%
e especificidade de 99,3%. Os resultados foram analisados
pelo programa MedCalc Statistical Software versao 19.0.3.1"

ETICA
O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em

Pesquisa da Universidade Federal de Santa Catarina (n.
91366318.4.0000.0121).

RESULTADOS

Do total de 140 idosos, sendo 51 do NETI/UFSC, 56 do
Centro Social Urbano/Conselho Comunitario de Saco dos
Limbes e 33 do Asilo Irmédo Joaquim, o estudo envolveu
61(43,57 %) participantes. Houve baixa adesao de idosos do
Asilo Irmé&o Joaquim pelo fato de muitos idosos residentes
nao conseguirem fazer a coleta de fezes sozinhos, necessi-
tando de ajuda das enfermeiras, e outros pelo fato de que
quando recebiam o frasco coletor ndo conseguiam evacuar.
Alguns idosos ndo aderiram a pesquisa por vontade prépria.
Todos os exames com resultados positivos e negativos foram
entregues para os participantes da pesquisa.

A Tabela 1T mostra o numero de participantes, correla-
cionando a realizacdo de exame de sangue oculto nas fezes
e colonoscopia.

De acordo com a Tabela 1, a maioria dos participantes
da pesquisa nunca havia realizado exame de sangue oculto
nas fezes. Também pode ser observado que 32 participantes
ja realizaram exame de colonoscopia.

Das 61 amostras analisadas, 5 (8,20%) foram positivas para
sangue oculto e diversas causas foram relatadas. Na Figura
1 apresenta-se a ocorréncia de sangue oculto nas fezes dos
idosos participantes da pesquisa, relacionando com a idade.
Verificou-se a presenca de sangue em duas participantes (40%)
do Centro Social Urbano/Conselho Comunitério de Saco dos
Limoes, uma do NETI (20%) e dois casos (40%) no Asilo Irmao
Joaquim. A Figura 2 mostra um resultado positivo para pesquisa
de sangue oculto nas fezes pelo teste imunocromatografico.

Ndmero de participantes correlacionando a realizacao de exame de sangue oculto nas fezes e colonoscopia.

REALIZACAO DE EXAMES MEDICOS NETI SACO DOS LIMOES ASILO IRMAO JOAQUIM TOTAL
Jd realizou exame de sangue oculto?
Sim 12 11 0 23
Néo 15 12 il 38
Hé quanto tempo fez exame de sangue oculto?
Menos de 3 meses 4 2 0 6
Mais de 6 meses 2 1 0 3
Mais de 1ano 2 8 0 10
Mais de 2 anos 15 0 0 15
Néo informou 4 12 n 27
Ja fez colonoscopia?
Sim n 20 1 32
Néo 16 3 10 29
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60-70ANOS ®71-89ANOS  m90-101ANOS

ASILO IRMAO
JOAQUIM

20% 20%

SACO DOS

LIMOES 40%

NETI 20%

Porcentagem da presenca de sangue oculto nos idosos, por faixa etdria e local.

TR T
% A 9,‘1"4%.{' ;

Resultado positivo para pesquisa de sangue oculto nas fezes pelo teste
imunocromatografico.

Fonte: Cortesia de Kelly Kroth.

DISCUSSAO

A pesquisa de sangue oculto nas fezes é um exame util
de triagem para lesées do trato gastrointestinal como Ulceras
(gastricas, duodenais e medicamentosas), neoplasias gastricas
ou de colon, diverticulite, colites e algumas parasitoses.*” As
neoplasias de carcinoma colorretal sao causas importantes
de morbidade e mortalidade em idosos nos dias atuais, con-
figurando-se como a terceira causa mais comum de cancer
no mundo e a segunda causa em paises desenvolvidos.®

Atualmente existem poucos artigos que tratam de pes-
quisa de sangue oculto por testes imunocromatograficos
em estudo com idosos, porém se apresenta como uma
ferramenta diagnéstica de facil execucao, boa sensibilidade
e especificidade e pode ser utilizada para a triagem de

neoplasias intestinais, sendo assim muito aplicado ao estudo
com idosos, que se apresentam como grupo de risco para
neoplasias colorretais, como também mais vulnerabilidade
para o desenvolvimento de outras doencas gastrointestinais.

O método imunocromatogréfico para pesquisa de sangue
oculto nas fezes permite uma maior adesao de pacientes
ao exame (ndo necessita dieta), confiabilidade e conformi-
dade ao rastreio do cancer colorretal, como também evita
interferéncia de compostos que afetam demais a técnica de
pesquisa de sangue oculto.®

Como se pode observar na Tabela 1, com as respostas
obtidas pelo questionario aplicado aos participantes, a maioria
dos pacientes nunca realizou exame de pesquisa de sangue
oculto nas fezes (38 idosos). Comparando-se com a realizacao
de exames de colonoscopia teve-se uma pequena diferenca,
em que 32 pacientes realizaram exame e 29 nao realizaram,
nao apresentando diferenca significativa.

No presente estudo, 61 amostras foram analisadas, 5
foram positivas para a presenca de sangue oculto, sendo
duas pacientes do Asilo Irmao Joaquim, duas do Centro
Comunitério Urbano Social Saco dos Limbes e uma do NETI
da Universidade Federal de Santa Catarina, como apresen-
tado na Figura 1. Dois casos ocorreram em pacientes na faixa
etaria de 60 a 70 anos, e dois na faixa de 71 a 89 anos, sendo
apenas 1 caso entre 90 e 101 anos. Este achado do trabalho
vai de encontro ao relatado por Altemburg” de que a faixa
etdria de maior risco de cancer de colorretal sdo individuos
acima de 50 anos.

E relevante ressaltar que o resultado positivo da pesquisa
de sangue nas fezes nao significa necessariamente que o
paciente esta com cancer; porém pode indicar que hd um pro-
blema, ou seja, uma inflamacéo, ou ulcera ou lesdo na parede
do estdmago devido a medicamentos, mas que também
pode ser o cancer e é preciso investigar o sangramento.*”)

Dos casos positivos, dois estdo sob investigacao das
causas da presenca de sangue nas fezes. Uma das pacientes
do Asilo Irmao Joaquim, com histérico de fecaloma, tem dia-
betes mellitus, hipertensao arterial e perda de peso recente. A
mesma esta aguardando resultados de exames para realizacao
de colonoscopia e avaliagdo do sangramento.

Outro caso positivo, de outra paciente do Asilo Irméo
Joaquim, apresenta DPOC (doenca pulmonar obstrutiva
crénica) e possui o habito de auxiliar com as maos a passa-
gem das fezes pelo canal anal, podendo provocar com isso
lesdo e sangramentos.

A pesquisa de sangue oculto nas fezes foi realizada com
idosos na faixa etaria de 90 a 101 anos, porque a enfermeira
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do asilo solicitou que a pesquisa fosse feita em todos os
idosos participantes. Os exames com resultados positivos
e negativos foram entregues para a enfermeira do asilo e
a equipe médica.

Um caso de idoso com sangue oculto positivo foi do Saco
dos Limdes. Paciente relatou ter tido pdlipos intestinais no
passado e realizou tratamento, porém a partir da triagem de
sangue oculto realizado no presente estudo evidenciou-se
a perda de sangue, que podera ter a mesma causa ou outra
patologia associada.

No grupo de idosos do NETI UFSC, uma amostra foi
positiva para triagem de sangue oculto. Realizou-se contato
com a paciente que relatou utilizar o medicamento Xarelto®
com indicacao para arritmia cardiaca. Esse medicamento foi
utilizado por trés meses pela paciente, que percebeu os san-
gramentos assim que iniciou o tratamento, bem como verifi-
cou a presenca de hematomas (manchas roxas) no corpo. Seu
hemograma durante o tratamento apresentou hematécrito
de 34,1% e hemoglobina de 12,3%. Em retorno ao médico,
a paciente relatou os hematomas e sangue nas fezes, e o
tratamento foi substituido. Desde entéo, a paciente passou
a usar Clopidogrel e sulfato ferroso. Foram realizadas duas
coletas de amostras fecais dessa paciente, uma quando ainda
tomava Xarelto®, e as fezes apresentavam-se bem formadas,
enegrecidas e na borda do frasco coletor foram observadas
goticulas de sangue (Figura 2). J4 a segunda amostra da
paciente, realizada apds substituicdo do Xarelto®, as fezes
estavam formadas, enegrecidas, mas nesse caso foi devido
ao tratamento com sulfato ferroso, ndo sendo encontrado
positividade para pesquisa de sangue oculto nas fezes. Seu
hematacrito apds tratamento foi de 37%. A paciente chegou
a fazer colonoscopia devido ao sangramento, ndo apresen-
tando nenhuma alteracao (pdlipo ou lesao). A paciente ndo
utiliza medicamentos anti-inflamatérios.

O anticoagulante oral Rivaroxabana (Xarelto®) inibe dire-
tamente o fator XA, tendo como principal vantagem a forma
de administracdo via oral, com baixo peso molecular, rapida
absorcéo einicio de acdo em 2 a4 horas. A biodisponibilidade
do farmaco é aumentada com a utilizacdo de alimentos (66%
sem alimento, 100% com alimento). Em idosos, a meia-vida
do farmaco é de 11 a 13 horas. Sangramentos moderados,
compostos por hemorragias digestivas altas ou mais baixas,
podem ser controlados com a retirada do medicamento,?
como no caso relatado nesse trabalho.

Outros estudos utilizaram a pesquisa de sangue oculto
como método de triagem para outras neoplasias, doencgas
gastrointestinais e parasitoses. Por exemplo, o trabalho de

Menezes et al., que encontraram 68 pacientes positivos
(5,46%), em 1.246 amostras, que estavam correlacionados a
parasitoses, doencas gastrointestinais e neoplasias colorre-
tais. Em estudo realizado por Jatobd et al. (2008)"* na Santa
Casa de Sao Paulo, encontrou-se a ocorréncia de 41,67%
(25 casos), sendo esse percentual superior ao encontrado
no presente estudo. Jatoba et al."¥ relacionam o resultado
positivo de sangue oculto nas fezes a pélipos, diverticulos,
alteracao vascular e tumor.

CONCLUSAO

No presente trabalho, o método de pesquisa de sangue
oculto nas fezes pelo teste imunocromatogréafico mostrou-se
adequado para triagem em idosos por ser um exame nao
invasivo, de facil execucao, baixo custo e com boa sensibi-
lidade e especificidade, possibilitando uma triagem mais
rdpida de pacientes que apresentaram alguma alteracao
com consequente sangramento intestinal.

Por ser um teste barato, pode serimplantado no rastrea-
mento de neoplasias como cancer colorretal, permitindo
maior adesao a essa técnica por ndo necessitar de dieta para
sua realizacgao.
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Resumo

Devido a pandemia do coronavirus, a restricdo na circulacao de pessoas, conhecida como lockdown induziu muitos trabalhadores ao home office. No
entanto, para os trabalhadores da drea de saiide, um dos grupos mais expostos a doenca, essa alternativa ndo estava disponivel. O objetivo geral deste
estudo foi avaliar a percepgao da biosseguranca pelos profissionais do laboratério clinico de um Hospital Universitario durante a pandemia, e seu impacto
na vida diaria. Como ferramenta de estudo foi aplicado um questionario aos trabalhadores lotados nas dreas: administrativa, de limpeza e higienizagao,
coleta, recepcdo e realizacdo de exames. O questiondrio abordou tematicas como: disponibilidade de equipamentos de protecdo individual (EPI),
treinamentos e também uma autoavaliagao do trabalhador sobre o impacto da pandemia em sua satide geral. As respostas dos 43 participantes indicaram
oportunidades de melhoria em processos como afastamento de individuos com perfil de risco, divulgacdo dos servicos de suporte emocional e outros
apoios oferecidos pela instituicdo. Foi relatada a caréncia no fornecimento de jalecos descartaveis e orientacao sobre danos dermatolégicos causados
por EPI. De modo geral, os servidores ndo se sentiram valorizados pelo empregador e vivenciaram um conjunto de sentimentos negativos decorrentes
de suas ocupagdes no contexto pandémico. Por outro lado, foram observadas flexibilizacdo da carga-horéria de trabalho, oferta de local de descanso e
atendimento médico, sensacao de valorizagao pela sociedade, prazer e orgulho em exercer as atividades profissionais, e especialmente por contribuir
com a saude coletiva neste momento histoérico critico. Por fim, considerou-se uma percepcéo positiva pelos trabalhadores sobre a biosseguranca.

Palavras-chave: Covid-19. Pandemias. Laboratérios Clinicos. Saude Ocupacional. Contencao de Riscos Bioldgicos.

Abstract

Due to the coronavirus pandemic, the restriction on the movement of people, known as lockdown, induced many workers to "work from home". However,
among healthcare workers, one of the groups most exposed to the disease, this alternative was not available. This study aimed to evaluate the perception
of biosafety by clinical laboratory professionals of a University Hospital during the pandemic, and its impact on daily life. As a study tool, a questionnaire
was applied to workers of the following areas: administrative, cleaning and hygiene, sample collection, reception, and technical. The questionnaire
covered topics such as: availability of personal protective equipment (PPE), training and also a workers self-assessment on the impact of the pandemic
on their general health. The responses from 43 participants indicated opportunities for improvement in processes such as removing individuals with a
risk profile, disseminating emotional support services, and other support offered by the institution. A lack of supply of disposable gowns and guidance
on dermatological damage caused by PPE was reported. In general, employees did not feel valued by their employer and experienced a set of negative
feelings resulting from their occupations in the pandemic context. On the other hand, flexibilization of working hours, provision of resting place and
medical care, feeling of being valued by society, pleasure and pride in carrying out professional activities, and especially for contributing to collective
health at this critical historical moment were observed. Finally, a positive perception by workers regarding biosafety was considered.

Keywords: Covid-19. Pandemics. Laboratories, Clinical. Community Health Workers. Containment of Biohazards.
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INTRODUCAO

A Covid 19 (Corona Virus Disease 2019) é uma doenca
infecciosa causada pelo coronavirus (SARS-CoV-2), e que
a partir de 2019 mudou completamente o modo de vida
das pessoas e impactou significativamente a economia, os
governos e a rotina em todo o mundo.””

Os principais meios de contaminacéo pelo coronavirus se
dao através da transmissao entre pessoas, seja por inalacao
ou deposicao de aerossdéis ou goticulas respiratérias nas
superficies mucosas. Outras rotas previstas sdo o contato e
a manipulacdo de materiais contaminados pelo virus.? Na
maioria dos paises houve a instituicdo de medida de restricdo
na circulacao de pessoas, conhecida como lockdown, e embora
muitos trabalhadores tenham permanecido em casa, para
alguns segmentos essa alternativa ndo estava disponivel.
Entre esses segmentos destacam-se os trabalhadores de
estabelecimentos de saude que, devido a sua atuacao, con-
figuram-se como um dos grupos mais expostos a doenca.®

Segundo Mhango et al.,”a transmissédo da doenca entre
trabalhadores da saude esta associada a superlotacao, ausén-
ciadeinstalagdes deisolamento e contaminacao do ambiente.
Outros autores pontuam como desafios para esses profissio-
nais situacoes semelhantes, a saber: condi¢des de trabalho
precarias, higiene inadequada dos ambientes, jornadas
extenuantes, falta de treinamento e, inclusive, insuficiéncia
ou indisponibilidade de equipamentos de protecdo.” Todos
esses fatores configuram-se como risco, podendo gerar efeitos
sobre a saude do trabalhador e representar uma ameaca a
integridade fisica e mental.®’ A respeito da heterogenei-
dade dos trabalhadores da satide, é importante destacar os
profissionais fora dos holofotes da midia, incluindo nessa
condicao os profissionais da limpeza e higienizacao, segu-
ranca, recepcao, os responsdveis pelos exames laboratoriais,
entre outros. Profissionais esses que, por vezes esquecidos
pela sociedade, desempenham um papel fundamental e
estratégico no enfrentamento da pandemia.”

Alguns documentos governamentais tém norteado as
praticas para enfrentamento da doencga, como o Plano Nacio-
nal de Operacionalizacdo da Vacinacao contra a Covid-19 do
Ministério da Saude do Brasil® e o Interim Operational Consi-
derations for Public Health Management of Health care Workers
Exposed to or with Suspected or Confirmed Covid-19: non-U.S
do CDC (Centro de Controle e Prevencao de Doencas).” Essas
orientacdes definem trabalhadores da saide como todos
aqueles alocados em uma instituicao de saude, incluindo
tanto os profissionais de apoio associados aos servicos de

higienizacao, seguranca e recepc¢ao, quanto profissionais de
saude ligados diretamente a assisténcia ao paciente, como
também aqueles responsaveis pelos exames laboratoriais
e outros servicos de apoio ao diagndstico. Apesar dessas
consideragdes, a saude e biosseguranca desses servidores
durante a pandemia praticamente nao sao abordadas na
literatura. Em sua grande parte, as pesquisas dizem respeito
aos profissionais de saude médicos, enfermeiros e eventual-
mente fisioterapeutas, que de fato atuam em uma posicéo
critica e delicada no contexto pandémico. No entanto, sao
necessdrias pesquisas relacionadas aos demais trabalhadores
que também estao expostos a riscos reconhecidos pelas
autoridades de satde.™®

No que diz respeito ao ambito laboratorial, para Loh et
al."™ esse é um dos servicos de linha de frente mais impor-
tantes no combate a pandemia, por fornecer resultados de
exames que sdo fundamentais para o diagnéstico e manejo de
pacientes com Covid-19. O contato constante com pacientes
e com amostras bioldgicas potencialmente infectadas asso-
ciado arotina de expediente que envolve dispensar volumes
através de pipetas, usar agitadores, realizar centrifugacao,
além da necessidade de lidar manualmente com amostras
em uma bancada aberta, dentre outros procedimentos,
suscitam o risco de exposicao a aerossois, que embora seja
uma fonte secundaria € um importante potencial de contagio
da sindrome respiratéria aguda grave pelo SARS-CoV-2. Nos
locais onde ha coleta e fluxo de pacientes esse risco pode se
tornar ainda maior devido ao alto potencial de exposicao.'?

Assim, com a lotacdo das unidades de satude e conse-
quente aumento no fluxo de pessoas e no volume de amostras
associado a crescente urgéncia de resultados, é imposta consi-
deravel pressao sobre o laboratério, que precisa, entdo, adotar
precaucdes aprimoradas de biosseguranga sem prejudicar a
eficiéncia das andlises. Dentro desse ambiente temos diversos
tipos de profissionais atuando em frentes distintas desde a
coleta, processamento e andlise de amostras, até a manu-
tencao da estrutura laboratorial, higienizacdo e seguranca.
Sendo esses trabalhadores expostos de diferentes formas ao
coronavirus. Além de todo o risco que enfrentam diariamente,
ainda ha um lapso de estudos relacionados a percepcao, a
exposicao e aos danos fisicos e mentais associados aos traba-
Ihadores de laboratérios, especialmente quando comparado
a outras categorias da 4rea da saude. Além disso, também
ha escassez de estudos comparando a exposicdo ao risco de
diferentes classes profissionais no ambiente laboratorial. Deste
modo, este estudo foi idealizado com objetivo evidenciar
a realidade dos servidores do ambiente laboratorial com a
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expectativa de que acoes especificas e efetivas de suporte a
esses trabalhadores sejam criadas no futuro.

METODOLOGIA

Trata-se de uma pesquisa de campo do tipo exploratéria
realizada de modo qualitativo-retrospectivo e aprovada pelo
Comité de Etica sob n°e CAAE 47895221.0.0000.0121.

Para esta pesquisa, foi considerado como populacdo o
universo dos trabalhadores lotados na Unidade de Laborat6-
rio de Analises Clinicas (ULAC) de um Hospital Universitario.
Incluem-se nesse grupo aqueles operantes nos servicos de
limpeza e higienizacao, coleta, recepcao, equipe adminis-
trativa, bem como todos aqueles que atuam na supervisdo
e execugao dos exames laboratoriais, sejam eles técnicos,
farmacéuticos, bidlogos ou biomédicos. Vale ressaltar que
os servicos de higienizacdo e recepcao séo realizados por
empresas terceirizadas. O cdlculo amostral foi realizado
com base no universo de 98 colaboradores da ULAC, com
heterogeneidade de 50%, margem de erro de 5% e com um
nivel de confianca de 95%, totalizando um nimero amostral
minimo de 79 respostas, conforme descrito por Agranonik
e Hirakata."? Ao final de aproximadamente trés meses de
entrevistas alcancou-se um “n” amostral de 43 respostas,
representando uma margem de erro de 11%.

Critérios de inclusao

Foram admitidos na pesquisa os trabalhadores alfabe-
tizados, maiores de 18 anos, atuantes na rotina da ULAC,
envolvidos nos setores de: higienizacao, recepcao, setor
administrativo, coleta e servigo laboratorial, ativos no periodo
da entrevista e que tivessem lido e concordado com os ter-
mos do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Critérios de exclusao

Trabalhadores eventuais que tenham atuado na ULACde
forma nao regular (p. ex.: equipe de informatica, manutencao,
estagidrios etc.). Pessoas admitidas em periodo inferior a 2
semanas a contar da data da entrevista, aqueles que nao
tenham frequentado pessoalmente o ambiente da ULAC nos
ultimos 12 meses a contar da data da entrevista, mesmo que
atuantes por meio de home-office.

Ferramenta de Estudo
O estudo foi realizado utilizando-se um questiona-
rio, adaptado da FIOCRUZ,"® composto por 34 perguntas,

agrupadas em informacdes pessoais, gerais, sobre o labo-
ratorio e especificas sobre as praticas de trabalho organiza-
das, e aplicadas tanto de forma eletronica, pela plataforma
Formularios Google, quanto fisica, por meio de documento
impresso, no periodo entre julho a outubro de 2021.

RESULTADOS

Dos 43 individuos que aderiram a pesquisa 33 eram do
sexo feminino e 10 do sexo masculino, com faixa etaria de
23 a 59 anos, com média 40 anos e desvio padrao de 9,42
anos. Com relacdo a autoidentificacdo étnica, 76,7% dos
entrevistados se declararam como brancos, 16,3% pardos,
4,7% amarelos e 2,3% pretos.

Entre os 43 colaboradores, a maioria atuava nas areas
de realizacdo de exames laboratoriais (49%), coleta (16%)
e higienizagao (5%), conforme a Figura 1. O restante (30%)
atuava nas areas de atendimento/recepc¢ao, administracao/
chefia, triagem/processamento e esterilizacdo de materiais.
Alguns atuavam em mais de uma area. Entre os que atuavam
na realizacao de exames laboratoriais a maioria era de pro-
fissionais de nivel superior (59,4%) seguido dos profissionais
de nivel técnico (40,6%).

No que diz respeito ao grau de escolaridade dos traba-
Ihadores do laboratério, 69,8% tinham pés-graduacao, 2,3%
nivel superior, 9,3% nivel superior incompleto, 16,3% nivel
médio/ técnico e 2,3% nivel médio incompleto (Figura 2).

Distribuicao dos trabalhadores

mColeta mHigienizagido Realizagao de exames laboratoriais ~ m Outros

49%

Atuacdo dos entrevistados no hospital.
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Grau de escolaridade dos entrevistados do laboratdrio.

Quanto aos regimes de trabalho, 58,1% dos servidores
pertenciam ao regime RJU (Regime Juridico Unico), 30,3%
EBSERH/CLT (Empresa Brasileira de Servicos Hospitalares/
Consolidagao das Leis do Trabalho) e 11,6% eram terceirizados.

Dentre os entrevistados, a maior parte (88,4%) trabalhava
em regime de dedicacgédo exclusiva, ou seja, apenas na ULAC,
enquanto 11,6% exerciam atividades em outros locais. A
respeito da carga horaria de trabalho semanal, 86,1% traba-
lhavam de 21 a 40 horas semanais, 11,6% de 41 a 60 horas
semanais e 2,3% atuavam por mais de 60 horas semanais.

Sobre 0 nimero de coabitantes na moradia dos entre-
vistados, 38,1% residiam acompanhados de 1 pessoa, 31%
com 2 pessoas, 19% com 3 pessoas, 2,4% com 4 pessoas e
9,5% moravam sozinhos (Figura 3).
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Nidmero dos habitantes por moradia dos entrevistados.

Com relacéo a forma de deslocamento para o trabalho,
72,1% relataram uso de carro, 11,6% Onibus, 4,6% motocicleta,
4,7% bicicleta, 4,7% a pé e 2,3% carro e 6nibus (Figura 4).

A maioria dos participantes (73,8%) relatou nao ter
problema de saide antes da pandemia. A Figura 5 apresenta
as condi¢oes de salde antes da pandemia e relatadas pelos
trabalhadores.
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Meios de transporte utilizados para deslocamento ao trabalho.

Condigoes de saude antes da pandemia

® Hipertensao e depressao
m Depresséao tratada com

medicamentos
® Doenca cardiovascular e

gravidez
= Doenga pulmonar
u Doenga autoimune

= Nenhuma condigéo

= Gravidez

Condigdes de salide apresentadas antes da pandemia pelos entrevistados.

Dentre aqueles que apresentaram algum problema de
salide anterior a pandemia, 36,4% foram afastados do tra-
balho, 54,5% afirmam que nao foram afastados e 9,1% néo
responderam quanto ao afastamento. Até o momento da
pesquisa, 41,9 % dos entrevistados acreditavam ter contraido
a Covid-19 enquanto 58,1% acreditavam ndo ter contraido
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a doenca. O grupo que mais se contaminou (100%) foi o
que atuava na coleta. A Covid-19 foi confirmada por exame
diagndstico laboratorial entre os que contrairam a doenca.

Sobre o ambiente e préticas de trabalho, os trabalhadores
relataram exposicao aos seguintes tipos de risco: risco biolo-
gico (93%), risco ergondmico (81,4%), risco quimico (72,1%),
risco fisico (72,1%) e risco de acidentes (32,6%) (Figura 6). Dos
entrevistados, 36 individuos afirmaram manusear amostras
bioldgicas diretamente e sete afirmaram néo ter contato
com esse tipo de amostras. Daqueles 36 que manuseavam
amostras, 16 responderam que haviam contraido Covid-19.
Por outro lado, dos sete que relataram nao manusear amos-
tras, dois se infectaram por SARS-CoV-2.

Riscos de exposigao
100

dermatite de contato, 25,6% relataram agravo de doencas de
pele preexistentes, 14% dermatite irritativa, 4,7% infeccdes
secundarias, enquanto 30,2% disseram nao ter apresentado
nenhum destes problemas (Figura 10).

No que diz respeito aos treinamentos oferecidos para
enfrentamento da pandemia pelo hospital e laboratério,
76,7% dos participantes apontaram ter recebido algum tipo
de treinamento enquanto 23,3% afirmaram néo ter recebido.
Entre os que receberam o treinamento, 50% disseram que
o treinamento foi suficiente para a atuacdo, 19% afirmaram
que o treinamento ndo foi suficiente, 7,1% disseram que
o treinamento foi indiferente, para a pratica (Figura 11). A
maioria dos participantes (76,2%) afirmou que se sentia
segura para exercer suas atividades e 23,8% disseram ndo
se sentir seguros.
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Riscos de exposicdo relatados pelos entrevistados.

N° de Entrevistados (%)

Ergonémico Fisico De acidentes

Quanto adisponibilizagdo de equipamentos de protecao
individual (EPI), foi relatado o fornecimento de: mascara
cirargica (97,7%), mascara N95 (93%), avental (44,2%), luvas
(90,7%), face shield (62,8%), 6culos de protecédo (93%), touca
descartavel (86%), propé (7%) e botas (2,3%) (Figura 7). Para
69,8% dos participantes todos os itens necessarios foram
fornecidos em quantidade adequada, enquanto para 27,9%
apenas alguns dos itens foram fornecidos em quantidade
adequada e para 2,3% apesar de terem recebido todos os
EPI necessarios, a quantidade ofertada foi insuficiente (Figura
8). Com relacdo a qualidade dos EPIs fornecidos, a Figura 9
mostra a classificacdo dada pelos participantes. A Figura 10
apresenta possiveis problemas decorrentes do uso desses
EPI ou da higienizacdo mais frequente das maos, 60,5% dos
entrevistados relataram xerose cutanea nas maos, 27,9%

EPIs recebidos
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Equipamentos de prote¢do individual recebidos pelos entrevistados.

Tipo e quantidade de EPIs fornecidos

® Todos na quantia adequada
m Alguns na quantia adequada

© Todos mas em quantia
insuficiente

0%m Alguns em quantia
insuficiente

= Nenhum

0%

Tipo e quantidade de EPIs fornecidos pelo hospital para os entrevistados.
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Qualidade dos EPIs fornecidos
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Problemas dermatoldgicos desenvolvidos pelo uso de EPIs e higienizacao das maos.

Qualidade dos treinamentos
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Qualidade dos treinamentos oferecidos para enfrentamento da pandemia pelo
hospital e laboratdrio.

Em uma escala de 0 a 10 sobre os cuidados dos pro-
prios servidores para prevenir a Covid-19 no ambiente de
trabalho, 65,1% se autoavaliaram entre oito e nove, 16,3%
se classificaram com nota dez, 11,6% nota sete, 4,7% nota
seis e 2,3% nota dois.

As situagoes decorrentes da pandemia mais comumente
enfrentadas pelos servidores foram: afastamento de familiares
ou amigos (por frequentar o ambiente hospitalar) (72,1%),
irritabilidade (55,8%), insonia (53,5%), medo de se contami-
nar e morrer (44,2%), alteracao no apetite (34,9%), aumento
no consumo de medicac¢des, alcool ou bebidas energéticas
(32,5%), perda de confianca em si, na equipe ou no trabalho
realizado (23,3%), dificuldade de experimentar felicidade
(18,6%), medo de perder seus meios de sustento (ndo poder
trabalhar ou ser demitido) (14%), depressao (11,6%), entre
outros: luto (2,3%), interrupcao da pratica de atividades fisicas
(2,3%), sensacao de descuido pela direcédo do hospital quanto
a saude do trabalhador (2,3%) e medo de perder familiares
(2,3%). Por outro lado, para 9,3% dos entrevistados essas
situacdes ndo se aplicavam as suas realidades. Para 81,4% dos
individuos, estes efeitos foram percebidos desde o inicio da
pandemia, 7% ja apresentavam algum destes efeitos antes
mesmo da pandemia e 2,3% sentiram os efeitos apenas
nos ultimos 6 meses. Para 56,8% o trabalho foi o principal
responsavel pelo agravamento dessas condi¢des anteriores.

Quanto a sensacao dos trabalhadores a respeito da pro-
priaimagem perante a sociedade, 23,3% relataram se sentir
mais valorizados e reconhecidos pela sociedade, enquanto
9,3% afirmaram o oposto; 4,7% se diziam mais integrados/
participativos na equipe, mas o mesmo percentual (4,7%)
afirmou o contrario; 9,3% dos entrevistados disseram se sentir
mais acolhidos pela chefia/gestéo, ja para 4,7% dos entrevis-
tados a sensacéo foi de menos respeito e valorizacdo pela
chefia/gestao; e para 41,9% nada mudou. Além das op¢des
disponibilizadas, outros trabalhadores (2,3%) afirmaram que
houve umareducéo da consideracéo e prestigio por parte da
sociedade com relagdo aos trabalhadores da saude durante
a pandemia. Outros participantes (2,3%) fizeram algumas
criticas a gestao e a falta de suporte da instituico.

Quando questionados sobre os servicos de apoio/suporte
oferecidos pela instituicdo, os trabalhadores elencaram os
seguintes: testagem de Covid-19 (83,7%), afastamento em
caso de suspeita de Covid-19 (67,4%), afastamento em casos
de Covid-19 em familiares (34,9%), suporte psicoldgico
(32,6%), atendimento médico (25,6%), flexibilizacdo da carga
horaria (25,6%), e estrutura de descanso (7%). Por outro lado,
nenhum servidor relatou ter recebido adicional salarial e 9,3%
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relataram néo ter recebido nenhum suporte. Com relacdo ao
suporte emocional e a quem esses servidores se dirigiram em
caso de necessidade, as respostas foram: amigos/familiares
(73,8%), apoio com profissionais da saude (38,1%), colegas
de trabalho (23,8%), apoio espiritual (16,7%), chefia (2,4%)
e nao procurou suporte (16,7%).

Sobre as consideracdes e comentdrios deixados pelos
servidores a respeito do trabalho durante a pandemia, de 20
comentarios, 3 apresentaram carater positivo relacionado a
sensacao de orgulho pelo exercicio da profissao, 3 apresen-
taram cardter neutro e 14, de caréter negativo. Dentre os
comentdrios negativos, 8 foram relativos ao empregador, 2
aos EPI, 2 aos treinamentos e 2 a problemas entre as cate-
gorias profissionais.

DISCUSSAO

Neste estudo verificamos diferentes percep¢des entre os
trabalhadores de um laboratério de anélises clinicas sobre
biosseguranca e os efeitos da pandemia no processo de
trabalho. A partir dos resultados foi possivel realizar algumas
reflexdes e paralelos com estudos semelhantes, voltados as
outras categorias da saude.

Sobre as caracteristicas dos participantes, ndo foram
identificados trabalhadores com idade acima de 60 anos,
que era considerada como grupo de risco pelas entidades
de saude," para a qual se preconizava o trabalho remoto.
O retrato étnico identificado no laboratério em questdo
reproduz, de certa forma, o observado na Regido Sul do
Brasil, onde o hospital se localiza. Dados do ano 2000 apon-
tam que no estado de Santa Catarina 83,4% das pessoas se
declararam brancas, seguidos de 11,5% pardos, 3,7% pretos
e 0,3% indigenas."™

A maior parcela dos colaboradores entrevistados apre-
sentou um Unico vinculo empregaticio com carga horéria
de trabalho semanal predominante entre 21 e 40 horas, o
que difere da realidade observada em pesquisas com outras
categorias de profissionais da satide."® A menor carga horaria
pode ter exercido acao protetora aos profissionais. O estudo
de Magalhaes e Glina"® relatou que os casos de sindrome de
Burnout e de exaustao emocional, em médicos, estavam asso-
ciados a carga horaria de trabalho semanal entre 61 e 90 horas.
Outra pesquisa demonstrou que mulheres que trabalhavam
mais de 50 horas semanais apresentavam o dobro de cortisol
comparado aquelas com carga horaria regular de trabalho,
0 que poderia estar associado as doencas cardiovasculares,

diabetes tipo 2, prejuizos na funcao cognitiva e reducao da
imunidade."” Considerando o papel critico daimunidade em
meio a pandemia, entende-se que uma carga horaria reduzida
de trabalho pode ter colaborado para que os servidores nao
desenvolvessem as consequéncias acima citadas.

Apenas 36,4% dos colaboradores pertencentes a algum
grupo de risco foram afastados. As causas para esse fato ndo
foram investigadas, especula-se um lapso na comunicacao e
na execucao das orientagées do Ministério da Saude. Essas
orientacdes indicavam que os trabalhadores dos servigos
de saude em situagdes como gestacdo, lactacdo, imunos-
supressao, doencas cronicas graves, cardiopatias, doencas
pulmonares, dentre outras, fossem realocados para area de
menor risco ou para execucao de trabalho remoto.'

Uma pesquisa publicada por Metlay et al."® revelou
que o numero de individuos infectados por coronavirus
no ambiente doméstico foi inversamente proporcional ao
numero de pessoas com quem residem, de modo que lares
compostos por duas pessoas tinham mais risco de contrair
a Covid-19 que aqueles coabitados por mais pessoas. Neste
estudo, ndao observamos relacao linear entre o nimero de
coabitantes e o numero de trabalhadores infectados pela
Covid-19. Além disso, o pequeno numero amostral ndo
permitiu a realizacdo de andlise estatistica para identificar
associagao entre as variaveis.

Foi identificado que a maioria dos entrevistados indi-
cou carro como forma de transporte principal, o que pode
ter sido um fator protetor com relacdo a contaminacao.
Concomitantemente, as politicas de restricao de ocupacao
(maxima de 50%) e distanciamento, implementadas no trans-
porte publico municipal no inicio da pandemia,™ também
podem ter contribuido na prevencédo de contaminacao por
SARS-CoV-2 dos trabalhadores que utilizavam 6nibus, que
foi a segunda forma de transporte mais comum. Destacam-
-se, neste contexto, as recomendacdes emitidas em abril de
2021 pelo CDC que incentivavam formas de locomogao que
minimizassem o contato entre individuos, como o andar de
bicicleta, caminhar, se deslocar de carro sozinho ou apenas
com membros da familia.??

Conforme norma técnica da Agéncia Nacional de Vigi-
lancia Sanitaria do Brasil n° 04/2020,?" nos procedimentos
em que ocorre formacdo de aerossol de amostra é necessario
ajustar as precaucdes adotadas, inclusive com relagdo aos
EPI de forma que nao protejam apenas contra goticulas, mas
também contra aerossois. Estudos apontaram uma proporgao
menor de profissionais que receberam EPI quando comparado
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aos resultados da nossa pesquisa. No entanto, é preciso con-
siderar que os dados dos outros estudos foram coletados no
primeiro semestre da pandemia, época em que ocorria um
forte desabastecimento global de EPI.?*? Em nosso estudo
verificamos uma ampla disponibilidade de mascaras N95, o
que ndo foi observado com a oferta dos aventais, como pode
ser observado nos seguintes depoimentos:
“Até o momento continuamos trabalhando
usando jaleco pessoal (trazido de casa) que ndo
protege totalmente o funciondrio. E esse mesmo
jaleco que tem contato com camas, macas e
pacientes é levado para ser lavado em casa. O
hospital deveria fornecer roupa que fosse colo-
cada noinicio das atividades e recolhida no fim da
jornada de trabalho. Evitando que o empregado
exponha suas roupas a contaminagéo.”

Também em relacdo aos estudos de Lotta et al.?2242%)
foi observada maior proporcao de profissionais do nosso
estudo satisfeitos com a qualidade dos EPI fornecidos, 44%
versus 30%. A qualidade dos EPI pode afetar a adesdo ao uso
e evitar danos ao usudario.®®

Aproximadamente 70% dos servidores do laboratério
relataram problemas dermatoldgicos desencadeados pelo
uso de EPI e pela pratica de antissepsia, sendo esse percen-
tual bem semelhante ao verificado na literatura. Um estudo
realizado por pesquisadores chineses, com uma populacao
de 330 profissionais de saude, demonstrou que 71% dos
entrevistados relataram autopercepcao de danos na barreira
da pele.?®Yan et al.?® apontaram que o uso prolongado de
mascaras e 6culos de protecdo pode ter agravado a acne
existente. Além disso, outros disturbios de pele como der-
matite facial sazonal, dermatite seborreica e rosacea também
podem ser agravadas pelo uso desses EPI.

Comrelagao ao nivel de treinamento, o resultado apresen-
tado foi muito satisfatério em contraste ao cendrio nacional.
Uma pesquisa realizada em 2020 indicou que 89,3% dos pro-
fissionais de saude entrevistados afirmaram nao ter recebido
treinamento para enfrentamento da pandemia,?*? enquanto
que para os trabalhadores da ULAC esse percentual foi de
23,3%. No entanto, algumas declaragdes pontuais exempli-
ficam as dificuldades enfrentadas, por exemplo:

“O acesso dinformacao foi truncado e desafiador
e quando tinhamos informagdes, eram vagas e
insuficientes.”

“..melhorias no treinamento.”

“O inicio mesmo foi uma fase incerta, porque
fomos orientados a apenas usar mdscaraem caso
de contato com paciente suspeito, mas era pos-
sivel trabalhar no laboratério sem mdscara, nGo
existia distanciamento, e, além disso, o hospital
néo fornecia mdscaras em quantidade suficiente
para todos... As diretrizes mudaram e todos que
atendessem as unidades Covid deveriam usar a
mdscara N95, mas o hospital nao fornecia mds-
caras N95 suficientes, pois estavam em falta no
mercado nacional. No segundo ou terceiro més
apos o inicio da pandemia, por volta de maio/20,
tivemos um treinamento para uso de EPI. Onde
nos ensinaram como se paramentar e despara-
mentar corretamente, mas até entdo jd estdvamos
trabalhando hd algum tempo sem saber.”

“Infelizmente ainda que estejamos trabalhando
em um Hospital Universitdrio, muitas demandas
de cuidados com os servidores e colaborado-
res em geral precisam ser revistas para melhor
desempenho das fungées.”

Pesquisas apontam que a maior parte dos profissionais
de saude experimentou sentimentos negativos durante a
pandemia.?*? Foi relatado que a presséo gerada pelo trabalho,
associada a esses sentimentos, pode ser responsavel por danos
aatencao, problemas em tomada de decisdes além de efeitos
duradouros no bem-estar geral.© Esses dados corroboram os
90,7% de participantes que relataram ao menos um disturbio
de salde e 64,1% que indicaram o trabalho como responsavel.
O suporte as condicdes de saude associadas a pandemia foi
acessado de diferentes formas. Especulamos o desconheci-
mento da existéncia das op¢des disponibilizadas pela insti-
tuicdo. Notou-se que a maioria dos entrevistados recorreu a
familia e amigos durante as necessidades emocionais.
Neste sentido, os trabalhadores se sentiram valorizados
pela sociedade, mas ndo pelo empregador, como pode ser
observado nos seguintes depoimentos:
“Ao mesmo tempo em que a sociedade valoriza
0 nosso trabalho como profissionais de satide
durante a pandemia, aempresa reduz o valorda
insalubridade paga aos funciondrios.”

“Aos olhos da instituicdo, profissionais que sofrem
risco bioldégico sdo apenas os que tém contato
com pacientes potencialmente com Covid. Jd os
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que diariamente manipulam amostras com alto
risco de contaminacao (secrecéo traqueal, escarro,
lavado brénquico etc.) ndo sdo lembrados ou
reconhecidos. Temos que levar jaleco para lavar
em casa, por exemplo. Além de néo ter nenhum
incentivo financeiro ou emocional, ainda temos
queimplorar por minimas condicées de trabalho.”
“Por parte da empresa e do governo hd muita
desvalorizagdo dos profissionais.”

“Decepg¢do com o desrespeito e desvalorizagGo
da EBSERH em relagéo a todos os funciondrios.”

Além disso, foram identificados sentimento de satisfacao

e prazer na atividade profissional como exemplificado pelos
seguintes depoimentos:

“Fico feliz de saber que fazemos um trabalho

essencial que faz diferenca na vida dos pacientes.”

"Apesar do custo psicoldgico, social e emocional,
além dofisico, a possibilidade de contribuircom o
servico, com a seguranca dos colegas de trabalho
ecom arecuperagdo dos pacientes me propiciou
satisfacdo e sensacdo de dever cumprido.”

Por outro lado, a situacdo pandémica colocou os profis-
sionais em situacdo de impasse especialmente para maes de
menores que ndo possuiam opcdes para a supervisao dos filhos:

“A pandemia criou uma situag¢do complicada para
mades (filhos pequenos) que trabalham presencial.
Ndo ter escolas — as op¢oes eram ter uma pessoa
cuidando em casa (ou seja, risco no isolamento)
ou deixar com avés (risco no isolamento), pois
trabalho essencial ndo permite trabalho remoto.”

Ainda, alguns profissionais relataram aprendizagem com

a crise sanitéria que vivenciaram, como ilustrado a seguir:
“Estou aproveitando as boas oportunidades que
apandemia ofereceu para melhoria no trabalho.”

“A pandemia ndo me afetou muito, pois minha
rotina permaneceu igual. E penso que o risco de
contrair doencas no laboratério, mesmo com cui-
dados, sempre existe. Questées como ansiedade
eestresse sd@o constantes em trabalho hospitalar,
com pandemia ou sem.”

De forma geral, buscamos analisar a percepcao dos
profissionais de laboratério sobre a atuacdo na pandemia da
Covid-19.Em comparacgao aos estudos realizados noinicio da
pandemia, parece que a sensacao de preparo foi diretamente
associada com as condicdes de trabalho, como disponibili-
dade de EPI, treinamento, apoio do empregador/gestor etc.

Como limitagdes deste estudo podemos citar o pequeno
numero de participantes que inviabilizou a associacao esta-
tistica entre fatores causais e a infeccao pelo SARS-CoV-2 e
a comparacao da percepcao dos profissionais que atuam
nos diferentes locais do laboratério. O momento em que a
pesquisa foi realizada também pode ter influenciado nos
resultados, pois ja havia decorrido mais de um ano da pan-
demia da Covid-19. Ainda, as diferentes formas de aplicacao
do questionario (eletronico e fisico) podem ter influenciado
a forma de responder, por exemplo, as questdes abertas.
Contudo, foi possivel compreender o que a equipe, de forma
abrangente, viveu na pandemia.

Os resultados mostraram, portanto, que durante a pande-
mia foram necessarios métodos para apoiar os profissionais de
laboratério para o desempenho bem-sucedido das fungdes.
Profissionais comprometidos e em condicdes de trabalho
adequadas, mas sem o apoio do empregador/gestor, pode
resultar em uma subutilizagao do potencial desses trabalha-
dores, adoecimento e, também, a possivel deterioracao da
qualidade dos cuidados prestados a populacao.

CONSIDERACOES FINAIS

De forma geral, os resultados deste estudo apontaram
desafios dos profissionais de satide atuantes em laboratérios
no enfrentamento da pandemia da Covid-19.

Segundo a percepc¢ado dos trabalhadores da ULAC sobre
a biosseguranca durante a pandemia da Covid-19, foram
verificadas oportunidades de melhoria em varios processos,
como no afastamento das atividades de individuos com peffil
de risco e na promocao dos servicos de suporte emocional.
Por outro lado, também foram observadas as facilidades ofe-
recidas pela instituicao, como: flexibilizagdo da carga horaria
de trabalho, oferta de local de descanso e de atendimento
médico. Também foi verificada caréncia no fornecimento
de jalecos descartaveis, e ainda problemas na divulgagao
de orientacdes quanto aos cuidados dermatolégicos com
o uso de EPI. De modo geral, os servidores ndo se sentiram
valorizados pelo empregador e vivenciaram um conjunto de
sentimentos negativos decorrentes da responsabilidade e do
risco de suas ocupacdes no contexto pandémico. No entanto,

RBAC. 2023,55(4):282-291

290



Percepcbes sobre a biosseguranca | Novais JI, Martinello F

foi observada sensacao de valorizacdo do profissional pela
sociedade, prazer e orgulho em exercer as atividades profis-
sionais, especialmente por contribuir com a saude coletiva
em um momento histérico tao critico. Desta forma, pode
ser considerada uma percepcao positiva dos trabalhadores
arespeito da biosseguranca e concluido que os profissionais

do laboratério de analises clinicas nao se sentem invisiveis
perante a sociedade.

Por fim, este estudo auxiliou na compreensao da per-

cepcao pelos profissionais e dos processos instituidos no
ambito da saude no contexto da pandemia da Covid-19, que
ainda carece de andlises cientificas mais profundas no Brasil.
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conter:titulo (até 200 caracteres entre letras e espaco), titulo corrido (até 40 caracteres
entre letras e espaco), resumo/ abstract com contexto e relato contendo descricéo,
discussédo e concluséo (até 200 palavras), introducao, apresentacéo e relato do caso,
discussao, conclusédo e referéncias bibliograficas (até 25 referéncias). O texto nao
devera exceder 3000 palavras, excluindo-se tabelas, quadros, figuras e referéncias.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Conflicts of Interests
Funding Sources
Ackouledgements

Conflito de interesse
Suporte Financeiro
Agradecimentos

Referéncias References

TITULO COMPLETO: Devers ser breve e indicativo da exata finalidade do traba-
lho. Recomenda-se iniciar pelo termo que representa o aspecto mais relevante da
pesquisa com os demais termos em ordem decrescente de importancia. O titulo ndo
devera conter nenhuma abreviatura e os nomes das espécies ou palavras em latim
deverdo vir em letras minusculas (excetuando-se, quando for o caso, a primeira letra
da palavra) e em itélico.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

CONFLITOS DE INTERESSE: Devera ser informada, de maneira explicita, por todos
os autores, a existéncia ou ndo de conflitos de interesse que podem derivar do trabalho.
Nao havendo conflitos de interesse, devera ser escrito “Nao ha conflitos de interesse”.

SUPORTE FINANCEIRO: Deverao ser informados todos os tipos de apoio, fomento
ou financiamento obtidos para a realizacao do projeto de pesquisa.

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

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

Devera ser evitado um nimero excessivo de tabelas.

FIGURAS: Todas as ilustracdes que nao se enquadram no conceito de tabela sao
consideradas figuras, portanto: quadros, gréficos, desenhos, imagens e fotografias.
Deverao ter um titulo breve e descritivo, disposto em sua parte inferior. Deverao ainda
sernumeradas com algarismos arabicos, consecutivamente, na ordem de aparecimento
no texto e citadas como figuras. As figuras deverao ter boa resolugao (minimo de
300 dpi), ser gravadas em formato “jpg’, “tif” ou “png” e medir no minimo 12 x 17cm
e no maximo 20 x 25cm. As escalas deverdo ser indicadas por uma linha ou barra na
figura e referenciadas, se necessario, na legenda. Os graficos deverdo ser preparados
nos programas Microsoft Word ou MS-Excell em formato “doc’, “docx” ou “xls” e ndo
como imagem. Imagens produzidas em software estatistico devem ser convertidas
para formato MS-Excell, caso néo seja possivel converter para formato“tif". llustracoes
coloridas somente poderao ser aceitas se os autores assumirem os custos. Os dados
apresentados nas figuras ndo deverao repetir aqueles ja descritos nas tabelas. Os locais
aproximados onde as ilustracdes serdo colocadas deverdo ser determinados no texto.
As figuras deverao ser enviadas em arquivos separados. Nao deverao ser enviados um
numero excessivo de figuras.

REFERENCIAS: As referéncias, em todas as categorias de trabalho cientifico,
deveréo ser normalizadas de acordo com o estilo Vancouver publicado em Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals [Normas para Uni-
formizagdo de Manuscritos Submetidos as Revistas Biomédica] pelo International
Committee of Medical Journal Editors [ICMJE] (http://www.icmje.org) e que pode ser
consultado em www.scielo.br/pdf/rcbc/v35n6/v35n6a14.pdf (Verséo em Portugués)
ou em www.icmje.org/urm_full.pdf (Versdo em Inglés). A abreviacao dos titulos dos
periédicos deverd seguir o recomendado em List of Journals Indexed in Index
Medicus [National Library For Medicine] (http://www.nIm.gov/tsd/serials/lji.html) ou
no Portal de Revistas Cientificas em Ciéncias da Satude [Biblioteca Virtual em Saude]
(http://portal.revistas.bvs.br/index.php?lang=pt). Sugere-se incluir aquelas referéncias
estritamente pertinentes a problematica abordada e evitar a inclusdo de nimero
excessivo de referéncias numa mesma citacao. A lista das referéncias devera ser
numerada de acordo com a ordem em que os autores foram citados no texto e
nao em ordem alfabética. Deverdo ser listados somente os trabalhos consultados
e citados no texto. Citagdes de “resumo’, “dados nado publicados’, “comunicacbes
pessoais” ou “no prelo” poderdo ser adequadamente mencionados no texto, mas
ndo serdo aceitos como referéncias bibliogréficas. A exatidao das referéncias sera de
responsabilidade exclusiva dos autores.

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

TEXTO: Devera ser utilizado em todo o manuscrito o Sistema de Chamada Numé-
rico. Neste sistema, as citagdes dos documentos deverdo ter numeragao Unica e conse-
cutiva, indicada pelo niimero da referéncia em expoente e entre parénteses. Os autores
serdo numerados por ordem de sua citagdo no texto, independentemente da ordem
alfabética. As referéncias citadas em legendas de tabelas e figuras deverao manter a
sequéncia com as referéncias citadas no texto. O mesmo trabalho mencionado mais
de uma vez devera manter, sempre que aparecer, o primeiro nimero a ele atribuido.

Observagées Gerais:

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

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

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

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

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

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

Alguns exemplos de citagées:

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

« Mais de dois autores: Giannopoulos et al.®? também observaram maior prevalén-
cia de NIC 1 em mulheres na faixa etaria de 20 a 30 anos enquanto NIC 3 foi mais
frequente em mulheres com mais de 50 anos.

« Autores corporativos: De acordo com a Sociedade Brasileira de Diabetes,"” os
sinais e sintomas de hiperglicemia incluem: polidipsia, politria, perda de peso, fome

entre os sobre-

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

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

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

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

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

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

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

Observagdes Gerais:

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

« Quando a autoria do documento for de uma organizacao, a referéncia devera ser
iniciada diretamente pelo nome da entidade. Se houver mais de uma entidade com
subordinagdo entre elas, estas deverdo entrar em ordem decrescente de hierarquia
e serem separadas por pontos. Se as entidades ndo apresentarem subordinacéo,
estas deverao ser separadas por ponto e virgula;

«  Quando o documento consultado ndo possuir autoria, a referéncia devera ser
iniciada por seu titulo;

« Quando o documento consultado for tese, dissertacdo ou monografia devera
ser empregada a seguinte correspondéncia entre tipo e grau: tese: doutorado,
tese: livre-docéncia, tese: PhD, dissertacao: mestrado, monografia: especializacao,
monografia: graduagéo;

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

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

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

TITULO DE PERIODICOS/ REVISTAS E ANO: Os titulos de periédicos/ revistas
consultados deverao ser referenciados abreviados e finalizados com ponto. Importante
considerar que todos os pontos da abreviatura do titulo deveréo ser eliminados, com
excecao do ultimo, empregado para separar o titulo do ano. Um espaco devera ser
dado entre o ponto colocado ao final do titulo e 0 ano. A separagao entre ano e volume
devera ser feita com a utilizagdo de ponto e virgula.

MES, VOLUME, NUMERO E PAGINAS: O estilo Vancouver recomenda que os meses
sejam referenciados em inglés e de forma abreviada, independente da lingua do texto:
Jan, Feb, Mar, Apr, May, Jun, Jul, Aug, Sep, Oct, Nov, Dec. No entanto, a RBAC aceita a
abreviacdo em portugués daqueles manuscritos nesse idioma. Quando o periédico
apresentar paginagdo continua ao longo de um volume, o més e o niimero poderdo
ser omitidos. Ano, volume, nimero e paginas deverao ser escritos sem qualquer espaco
entre eles. Quando as paginas do artigo consultado exibirem nimeros coincidentes,
deveréo ser eliminados os nimeros iguais (445-449, utilizar: 445-9).

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

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

Alguns exemplos de referéncias:

Periédicos:

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

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

« Até seis autores: Okita Y, Narita Y, Miyakita Y, Ohno M, Nagai S, Shibui S. Manage-
ment of cytomegalovirus infection in a patient with malignant glioma treated with
temozolomide and steroids. Intern Med. 2012;51(20):2967-71.

« Mais de seis autores: Espinel-Ingroff A, Aller Al, Canton E, Castainidn-Olivares LR,
Chowdhary A, Cordoba S, et al. Cryptococcus neoformans-Cryptococcus gattii
Species Complex: an International Study of Wild-Type Susceptibility Endpoint Distri-
butions and Epidemiological CutoffValues for Fluconazole, Itraconazole, Posacon-
azole, and Voriconazole. Antimicrob Agents Chemother. 2012 Nov;56(11):5898-906.
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Autores pessoais e corporativos: Darragh TM, Colgan TJ, Cox JT, Heller DS, Henry
MR, Luff RD, et al; Members of LAST Project Work Groups. The Lower Anogenital
Squamous Terminology Standardization Project for HPV-Associated Lesions:
background and consensus recommendations from the College of American
Pathologists and the American Society for Colposcopy and Cervical Pathology. J
Low Genit Tract Dis. 2012;16(3):205-42.

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

Numero com suplemento: Komrokji RS, Verstovsek S, Padron E, List AF. Advances
in the management of myelofibrosis. Cancer Control. 2012; 19(4 Suppl):4-15.
Editorial comindicagao de autoria: Tamaoki J, Saito H. Diagnosis, evaluation and
monitoring of asthma [editorial]. Allergol Int. 2012;61(3):351-2.

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

Artigo/ Editorial sem indicacdo de autoria: Improved and Emerging Gel-
free Separation and Detection Methods for Proteomics [editorial]. Proteomics.
2012;12(19-20):2902-3.

Carta ao editor: Dettenkofer M, Conrad A. Hand hygiene prevents MRSA trans-
mission [letter]. Dtsch Arztebl Int. 2010;107(8):139.

Artigo com DOI: Newman TB, Pletcher MJ, Hulley SB. Overly aggressive new
guidelines for lipid screening in children: evidence of a broken process. Pediatrics.
2012 Aug;130(2):349-52. doi: 10.1542/peds.2012-0481.

Autor corporativo: Centers for Disease Control and Prevention (CDC). Multistate
outbreak of fungal infection associated with injection of methylprednisolone
acetate solution from a single compounding pharmacy - United States, 2012.
MMWR Morb Mortal Wkly Rep. 2012 Oct 19;61:839-42.

Livros:

Um autor/ mais de um autor: Stockham SL, Scott MA. Fundamentos da Patologia
Clinica Veterinaria. 2. ed. Rio de Janeiro: Guanabara-Koogan; 2011.

Autor de obra e de capitulo: Rey L. Bases da parasitologia médica. 2. Ed. Rio de
Janeiro: Guanabara Koogan; 2002.

Capitulo: Rodrigues RMMS, Nogueira MD. Fiscalizagdo de alimentos por andlise
microscépica. In: Almeida-Muradian LB, Camargo Penteado MV.Vigilancia Sanitaria:
tdpicos sobre legislagdo e analise de alimentos. Rio de Janeiro: Guanabara-Koogan;
2007. p. 72-80.

Reponsabilidade intelectual destacada: Diniz D, Sugai A. Guilhem D. Squinca
F, organizadores. Etica em pesquisa: temas globais. Brasilia: Editora UNB; 2008.
Teses, Dissertagoes e Monografias:

Autor e indicacdo de grau: Maranhédo FCA. Anélise da expressao génica no der-
matdfito Trichophyton rubrum mimetizando a infeccao in vitro: pH e diferentes
fontes de carbono regulando genes. Sdo Paulo. Tese [Doutorado em Genétical
- Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da USP; 2008.

Eventos Cientificos:

Anais com indicagao de titulo: Anais do 5° Congresso Brasileiro de Micologia;
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