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Parasitoses intestinais oportunistas em pacientes
soropositivos para o HIV na regiao de Ribeirao Preto,

SP, Brasil

Fernando Rogério PAVAN, Madalena H. T. OKINO, Jandira Olimpia Francelino DA SILVA,

Divani Maria CAPUANO

Instituto Adolfo Lutz, Laboratério I de Ribeirdo Preto, Setor de Parasitologia.

Os parasitas intestinais Cryptosporidium sp e
Isospora belli tém sido apontados como agentes
etiologicos de diarréia em pacientes com AIDS. No en-
tanto, varios autores vém demonstrando uma redugao de
doengas oportunistas associadas a AIDS desde a introdu-
¢do da terapia antiretroviral combinada altamente eficaz
(HAART)'2. Os objetivos deste estudo foram determinar
a prevaléncia destes coccideos em pacientes soropositivos
para o HIV, atendidos nos Ambulatérios de DST/AIDS de
Ribeirao Preto e regido, e avaliar o comportamento da in-
fecgdo parasitaria apos a introducdo da HAART. Entre ju-
lho de 1990 a abril de 2005, foram examinadas fezes de
2878 pacientes (1812 homens e 1066 mulheres),
diarréicas ou nio, através do método do formol-éter®* com
posterior coloragdo das laminas pela técnica de Ziehl-
Neelsen modificada*. Constatou-se 156 (5,4%) casos de
criptosporidiose, 117 (4,1%) de isosporiase e 12 (0,4%)

de infecgdes mistas. Do total de pacientes investigados
(n = 2878), quando comparamos os periodos 1990-1996
e 1997-2005, pré e pos-utilizagdo da HAART, observa-se
uma redugdo 1716 para 1162. Em relacdo a freqiiéncia de
infecgOes parasitarias, houve uma diminuig2o na ocorrén-
cia de Cryptosporidium sp, de 6,4% para 4% e de infec-
¢oes mistas de 0,6% para 0,2%, com aumento de 3,7%
para 4,6% nas infec¢des por I belli (Figura 1). Nota-se
na Tabela 1 que comparando-se os periodos pré e pds-
HARRT, a elevagdo das infecgdes por 1. belli ocorreu ape-
nas no sexo feminino, de 1,8% para 5,1%. O Laboratdrio
de Saude Publica além de identificar a etiologia da diar-
réia em pacientes com AIDS, pode contribuir no esclare-
cimento de aspectos epidemiologicos dos agentes envol-
vidos na mesma, orientando tanto os clinicos na adogao
de terapias eficazes, como os 6rgdos de vigilancia na pro-
mogao de agdes preventivas.

*
NN NN NN

Cryptosporium sp
O Isospora belli

M Infec¢des mistas

prée-HAART

pos-HAART

Figura 1. Presenga de infecgao parasitaria entre pacientes soropositivos para o HIV, de acordo com os periodos pré e

p6s-HAART. Regiao de Ribeirdo Preto, SP, Brasil.
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Tabela 1.— Comparagdo entre os periodos pré e pos-HAART quanto a presenga de infecgdes parasitirias em
pacientes soropositivos para o HIV, segundo o sexo. Regido de Ribeirdo Preto, SP, Brasil.

Sexo
Masculino Feminino
Period Pré- HAART Pos-HAART Pré-HAART P6s-HAART

eriodo N =1117 N = 695 N =599 N =467

N % N % N % N %
Cryptosporidium sp 82 7,3 25 3,6 28 4,7 21 4,5
Isospora belli 53 4,7 29 4,2 11 1,8 24 5,1
Infecgdes Mistas 07 0,6 - - 03 05 02 0,4

REFERENCI AS . Dias, RM.D.S. et al. Cryptosporidiasis among patients

1.

Cimerman S. et al. Perfil das Enteroparasitoses
diagnosticadas em pacientes com infec¢do pelo virus
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latinoam., 57:111-19, 2002.

Guimaraes, M.D.C. Estudo temporal das doencas as-
sociadas a AIDS no Brasil, 1980-1999. Cad. Satude
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with Acquired Immunodeficiency Syndrome (AIDS)
in the county of Sdo Paulo, Brazil. Rev. Inst. Med.
trop. S. Paulo, 30(4): 310-12, 1988.

. De Hovitz, J.A. et al. Clinical manifestation and

theraphy of Isospora belli infection in patients with the
Acquired Immunodeficiency Syndrome. New
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A atuaciao da microscopia na identificacao da
radicula de malte — Estudo de caso

Regina Maria Morelli Silva RODRIGUES, Augusta Mendes da SILVA, Lais Fernanda

Callado de PAULI.

Instituto Adolfo Lutz, Divisdo de Bromatologia e Quimica, Se¢ao de Microscopia Alimentar

A cevada (Hordeum vulgare L.) foi uma das pri-
meiras plantas utilizadas para consumo humano, sendo
atualmente uma das espécies de maior distribuigdo geo-
grafica, assumindo a posigao de quinto grdo em ordem
de importancia econdmica e social no mundo'. O grio é
utilizado na industrializagdo de bebidas (cerveja e desti-
lados), composi¢ao de farinhas ou flocos para panifica-
¢do, produgdo de medicamentos, formulagdo de produtos
dietéticos e de sucedaneos de café. A cevada ¢ ainda em-
pregada na alimentagdo animal como forragem e na fa-
bricagdo de ragdes, que constitui o principal uso em es-
cala mundial (68% da produgdo)'.

No Brasil a cevada ¢ produzida em escala comer-
cial desde 1930*. Diferente dos demais paises, a maltea¢do
tem sido a principal aplicagcdo economica da cevada
(85%), ja que o pais produz apenas 30% da demanda da
industria cervejeira'. A produgdo esta concentrada na Re-
gido Sul, onde a cevada ¢ cultura de inverno importante
para o sistema de exploragdo agricola, devido a existén-
cia de industria local de malte a cevada passando a ter
igual importancia a cultura do trigo®.

Ha também registros de cultivo nos estados de
Goias e Minas Gerais. Atualmente, sdo mais de 140 mil
hectares, numa produgao 380 mil toneladas, destinadas a
trés maltarias instaladas no RS, PR ¢ SP'.

Para a industria de cervejas ¢ utilizada apenas a
cevada padrdo malte. Os grios que ndo atingiram o pa-
drdo sdo comercializados a pregos inferiores para a ali-
mentacao animal e correspondem a 8% da produgao da
cevada'“,

Em virtude da integragdo entre os segmentos do
agronegocio, a cultura de cevada esta em expansao, apre-
sentando competitividade para continuar crescendo de for-
ma sustentada, em tempos de globalizagdo e intensa com-
peti¢do por mercados'.

O consumo anual do malte pela industria cervejeira
brasileira esta estimado em um milhdo de toneladas, sen-
do que 70% dessa demanda provém de importagao'.

A malteag@o consiste na germinag¢ao do grao da
cevada sob condi¢des ambientais controladas, cujo obje-
tivo principal é a obtengdo de enzimas, que provocam

modifica¢des nas substancias armazenadas no grido sob
condi¢des ambientais controladas*. Dos residuos de cer-
vejaria sdo gerados alguns subprodutos que tém se torna-
do alternativas interessantes de alimentacdo animal, quan-
do os custos dos concentrados encontram-se elevados. Es-
tdo entre eles a cevada umida, a radicula de malte e o re-
siduo seco da fermentagdo, com boas caracteristicas nu-
tritivas, como fonte de proteina e energia’.

A radicula de malte, apesar de possuir boas carac-
teristicas nutritivas em sua composi¢ao quimica, tem pou-
ca oferta no mercado, e sua disponibilidade esta relacio-
nada a proximidade de inddstrias de malte?.

O presente estudo objetivou identificar se um pro-
duto, enviado para analise na Se¢do de Microscopia Ali-
mentar do IAL — Central, tratava-se de “radicula de mal-
te”. Juntamente com esta foram enviados outros quatro
produtos com as seguintes designagdes: cevada, malte ger-
minado, radicula de malte e bagago de cevada seco.

As interpretagdes foram atingidas através do
aprofundamento tedrico e pratico, envolvendo a anatomia
(fisiologia e morfologia) da cevada, com auxilio da
microscopia e da literatura disponivel.

Segundo a literatura, o grao de cevada ¢ formado
pelo tegumento, endosperma e embrido, sendo na reali-
dade um fruto, e ndo uma semente como ¢ conhecido’.

O tegumento ¢ o revestimento do fruto, constitui-
do por camadas celulares originadas dos integumentos
ovulares. E resistente a agua, essencial a germinagio e a
produgdo de agucar, regulando a velocidade de hidratagao
da semente, além de promover a protecao das partes in-
ternas do grao®’.

O endosperma ¢ a area de armazenamento, tecido
de reserva de amido/malte, recoberto por uma camada de
aleurona, constituida de células que armazenam proteina
em abundancia. Ele nutre o embrido durante seu desen-
volvimento, podendo ou ndo ser completamente absorvi-
do’s.

O embrido tem fungdo reprodutiva e ¢ formado por
trés partes: cotilédone, epicotilo (escutelo) e radicula. O
cotilédone € o 6rgdo de armazenamento de reservas ali-
menticias e fornecedor de compostos organicos, susten-
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tando o crescimento do embrido durante a germinagdo. O
epicotilo e a radicula compdem o eixo embrionario, com
crescimento para duas dire¢des, para as raizes e para o
caule. O epicdtilo, situado na extremidade superior do eixo
embrionario ¢ revestido por uma bainha protetora,
coleoptilo, e da origem ao primdrdio foliar. A radicula,
envolvida pela coleorriza, é encontrada na extremidade
inferior do eixo, da qual se originam as raizes®>.

Na germinagdo, processo fisioldégico em que os
orgaos do embrido se desenvolvem em fungdo dos nutri-
entes armazenados, ocorre o rompimento das bainhas pro-
tetoras da radicula e do primoérdio foliar, coleorriza e
coleoptilo, respectivamente, para a libera¢do da raiz jo-
vem e o surgimento das primeiras folhas®.

As amostras foram codificadas conforme Tabela 1.

Tabela 1. Codificacdo dos produtos

Produto Codificagdo
“Radicula de malte” Amostra teste
Cevada P1 — padrio 1
Malte germinado P2 — padrio 2
Radicula de malte P3 — padrio 3
Bagaco de cevada P4 — padrio 4

Dessa forma, as amostras padroes foram analisa-
das, identificadas e caracterizadas como: P1- cevada:
constituida de graos inteiros e quebrados; P2- malte ger-
minado: graos de cevada em processo de germinacgao,
apresentando os primodrdios radiculares; P3- radicula de
malte: constituida por primoérdios radiculares, foliares e
fragmentos de tecidos da semente; P4- bagago de ceva-
da: identificado como sendo cascas (tegumento, designa-
do de pericarpo) com residuos da cevada.

Em relacdo as amostras padrdes foi possivel ob-
servar na amostra teste a presenca de estruturas que nao
contemplavam exclusivamente o padrdo P3 - radicula de
malte, apresentando além da radicula outras estruturas da

cevada como graos inteiros e quebrados, cascas ¢ peda-
¢os da inflorescéncia, sendo possivel constatar que a
amostra teste era constituida por grande quantidade de
bagago de cevada, e em pequena proporg¢do encontravam-
se a cevada, malte germinado e radicula de malte. Na ana-
lise da amostra teste também foi constatada a presenga de
matérias estranhas ndo encontradas nas amostras padroes,
como: insetos e larvas vivos e mortos, seus fragmentos,
dejegdes e acaros vivos e mortos.

Como resultado dessa investigagdo verifica-se a
contribui¢do da analise microscépica, pelo diagnostico de
identificacdo, na elucidagdo do problema apresentado e
na prevengdo de prejuizos nutricionais e econdmicos do
produto.
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Historico do Microscopio Eletronico (M.E.) EM-200
Phillips do Instituto Adolfo Lutz

Adelino POLI NETO!, Jonas J. KISIELIUS', Marli UEDA!, Aquila Maria Lourengo GO-
MES!, André CASTILHO!, Paulo Celso PARDI?
Instituto Adolfo Lutz, 2 Universidade Bandeirantes de Sao Paulo

Grande parte do progresso em Ciéncia Bioldgica,
nos ultimos cem anos, esta associada ao aperfeigoamento
no campo da microscopia. A descoberta e estudo de bac-
térias, fungos, protozoarios, identificagdo de células como
constituintes fundamentais de animais e vegetais e o es-
tudo das anormalidades estruturais de células e tecidos;
avancos no diagnoéstico de patologias, que enlutaram com
o mundo, evolugdes devidas a microscopia de luz e pos-
teriormente ao microscopio eletronico. Em 1955, quando
o Dr. Roberto de Almeida Moura, médico do laboratério
de Virus neurotropicos do Instituto Adolfo Lutz, isolou
e tipou pela primeira vez no Brasil em cultura de tecido
o virus da poliomelite (paralisia infantil), doenga ja co-
nhecida mas até entdo nao identificados os tipos existen-
tes, ndo imaginaria que seis anos apos seu feito, um mi-
croscopio eletronico seria adquirido pelo Instituto Adolfo
Lutz marcando uma nova era nos estudos dos virus
patogénicos.

O Microscépio EM-200 Philips do IAL foi adqui-
rido pelo Governo do Estado de Sdo Paulo em 1961, com
a finalidade de atender a todas as segdes do IAL nas pes-
quisas que necessitassem de estudos a nivel ultra-estru-
tural. Em pouco tempo, esta finalidade foi superada e
este microscopio passou a atender também outras insti-
tuigdes de pesquisas, hospitais e universidades do esta-
do e fora dele.

A Sec¢do de Microscopia Eletronica iniciou suas
atividades na mesma época e local em que o Servigo de
Virologia foi implantado no IAL; por isso a virologia exer-
ceu uma grande influéncia nos trabalhos da Segao. Con-
tribuiu entre inumeros outros, no estudo do virus da
poliomelite causadora da paralisa infantil e virus da
influenza (gripe Hong Kong) na década de 60; do virus
Rocio causador de uma grave epidemia de encefalite hu-

mana e também iniciou os estudos dos virus das
gastroenterites identificando os Rotavirus, Adenovirus e
os “small round virus particles - SRPV” na década de 70
e inicio de 80. Convém citar que envolvida nos trabalhos
realizados pelo IAL, a Secdo de Microscopia Eletronica
se destaca no diagnostico rapido de Virus e vem ampli-
ando o seu campo de atuagdo. H4 evidenciacdo de Virus
com o uso de uma solugdo de metais pesados, como
acetato de uranila ou fosfotungstato de sodio, conhecida
como contrastagdo negativa ¢ um dos métodos mais utili-
zados em ML.E. para tal tipo de diagnostico. Utilizando a
recém descrita técnica de coloracdo negativa (“negative
staining”), acima citada, o Dr. Dalton Ramalho Weigl, che-
fe da Seg@o no periodo de 1962 a 1987, foi o pioneiro na
utilizagao do ME no diagndstico de virus, onde teve um
papel importante durante a campanha da Erradicagdo da
Variola, nos anos 60 até final dos anos 70, realizando o
diagnostico diferencial entre os virus da variola e da va-
ricela. Esse diagnostico foi ampliado a muitos outros vi-
rus e continua sendo realizado pelo IAL até os dias de hoje
com um outro aparelho, o EM-400TT adquirido no ini-
cio da década de 80.

Caracteristicas do aparelho:

O EM-200 Philips é um microscépio eletronico de
transmissao, ou seja, o elétron atravessa a amostra a ser
examinada. Trata-se de um aparelho cujo projeto é dos
anos 50, com circuitos eletronicos a valvula e possui seis
lentes eletromagnéticas: duas lentes condensadoras, lente
objetiva, intermediaria, de difragdo e projetora. Os elétrons
podem ser acelerados com uma diferenga de potencial de
40 a 100 kV. Dependendo do potencial a resolugdo ma-
xima pode chegar, em condigdes ideais, a seis angstrons
(6x10—10 metros). O aumento maximo ¢ de 180.000x no
“écran” (anteparo) fluorescente.
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Elucidacao de surtos de doencas de veiculacao
hidrica ocorridos no Estado de Sao Paulo, no periodo

de 1999 a 2004

Harumi SAKUMA, Ruth Estela Gravato ROWLANDS, Christiane Asturiano RISTORI, Ana
Maria Ramalho de PAULA, Giselle Ibette Lopez LOPES, Miyoko JAKABI
Instituto Adolfo Lutz Central, Se¢dao de Microbiologia Alimentar

A qualidade da agua tem grande influéncia sobre
a saude da populagdo. As doengas de veiculacdo hidrica
sdo causadas principalmente por microrganismos
patogénicos de origem entérica tais como Salmonella,
Vibrio cholerae, Shigella, E. coli O157:H7, virus,
protozoarios e parasitas intestinais, transmitidos por via
fecal-oral.

No periodo de junho de 1999 a dezembro de 2004,
a Segdo de Microbiologia Alimentar do IAL recebeu 181
amostras de agua para elucidagdo de casos ou surtos de
doengas de veiculagdo hidrica, sendo 81 de abastecimen-
to publico, 49 minerais, 28 de pogos, 8 de fontes ¢ 15 de
origem ndo especificada.

No presente trabalho foram pesquisadas
as bactérias: Salmonella spp., Aeromonas spp.,
Plesiomonas shigelloides, E. coli O157:H7 e Shigella spp.,
segundo metodologia descrita no Compendium of Methods
for the Microbiological Examination of Foods (APHA,
2001) e as dos grupos coliformes totais e termotolerantes,
de acordo com o Standard Methods for the Examination
of Water and Wastewater (APHA, 1998). As amostras de
dgua foram filtradas em aliquotas de 100 mL para
contagem de coliformes totais. Aeromonas spp. e
Plesiomonas shigelloides foram pesquisadas em no mini-
mo 500 mL e as demais bactérias em no minimo 1.000
mL de amostra.

A maioria das amostras analisadas (96,7%) nao vi-
eram acompanhadas de ficha de investiga¢ao do caso/sur-
to com respectivo histoérico. Do total das 181 amostras de
agua, em 12 (6,6%) foram isoladas bactérias. As
Aeromonas spp. foram isoladas em 11 amostras principal-
mente de fontes alternativas, Plesiomonas shigelloides em
1 amostra e em 2 amostras detectou-se a presenca de
Salmonella (Tabela 1).

A presenga de Salmonella spp. em amostras de
agua para o consumo humano representa um risco a sau-
de. A contaminagdo por Salmonella em agua de abasteci-
mento publico pode ter ocorrido no local do surto, consi-
derando que este patdgeno nao sobreviveria aos tratamen-
tos aplicados nos sistemas de rede publica.

As espécies de Aeromonas, por outro lado, sdo ubi-
quas de ambientes aquaticos e podem apresentar variagao
sazonal, com uma populagdo maior nos meses quentes.
Fatores como a presenca de biofilmes, baixa concentra-
¢do de cloro residual livre e temperatura elevada (>14°C)
favorecem a proliferagdo de Aeromonas nos sistemas de
distribuigao.

Plesiomonas shigelloides pode ser isolada de agua
e peixes de agua doce, moluscos e de diversos animais.
Supde-se que a maioria das infec¢gdes humanas por este
microrganismo ocorram por meio de veiculagdo hidrica.
A bactéria pode estar presente em agua ndo potavel utili-
zada para consumo humano ou lavagem de alimentos que
serdo consumidos crus e em agua para recreagao.

Embora espécies de Aeromonas e Plesiomonas
shigelloides tenham sido detectadas em amostras de agua
envolvidas nos surtos, até o momento ndo ha dados
na literatura que possam considera-las como causas de-
finitivas de doencgas, uma vez que estas bactérias sdo en-
contradas em fezes humanas de individuos com e sem
diarréia.

Os resultados obtidos no presente estudo demons-
tram a importancia da pesquisa de bactérias patogénicas
em casos de toxi-infecgdo, ja que nem todas as amostras
que tiveram o agente isolado, foram positivas para os
coliformes termotolerantes, que sdo indicadores da pre-
senca de microrganismos patogénicos em agua.
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Tabela 1. Bactérias isoladas dos casos/surtos elucidados, por origem da agua

Origem Coliformes Coliformes Sintomas
da agua Bactérias isoladas totais termotolerantes relatados
(UFC/100 mL)
Abastecimento publico A. hydrophila <1 e
Abastecimento publico A. caviae >80 + e
Abastecimento publico S. Infantis >80 + Colica abdominal,
nausea e diarréia
Fonte A. caviae, Pshigelloides >80 + e
Fonte Aeromonas spp. >80 + Infecgao intestinal
ocasional
Mineral Aeromonas spp. >80 NR e
Pogo A. caviae >80 + Febre, diarréia
e vomito
Pogo A. caviae, S. Panama >80 I
Pogo Aeromonas spp. >80 _ Gastrenterite
Pogo A. caviae <1 Diarréia
Pogo A. caviae >80 _ Diarréia
Desconhecida A. hydrophila >80 NR e

<1 — auséncia
>80 - incontavel
NR - nao realizado
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Pesquisa de Escherichia coli produtora da toxina
Shiga (STEC) em amostras de carne crua moida
comercializadas no municipio de Sao Paulo

Christiane Asturiano RISTORI', Ruth Estela Gravato ROWLANDS', Miyoko JAKABI',
Tania Aparecida Tardelli GOMES?, Beatriz Ernestina Cabilio GUTH?, Kinue IRINO?
Instituto Adolfo Lutz, Divisao de Bromatologia e Quimica, Se¢do de Microbiologia Alimentar
*Universidade Federal de Sao Paulo, Escola Paulista de Medicina, Departamento de

Microbiologia, Imunologia e Parasitologia

SInstituto Adolfo Lutz, Divisdo de Biologia Médica, Segao de Bacteriologia

Escherichia coli produtoras da toxina Shiga (STEC)
sdo causas freqiientes de um amplo espectro de doengas,
variando desde uma diarréia branda até colite hemorragica
severa, podendo evoluir para complicagdes extra-intestinais
graves como a Sindrome Hemolitica Urémica (SHU) e a
Purpura Trombocitopénica Trombotica (PTT).

Embora E. coli O157:H7 seja o patdgeno mais co-
nhecido desta categoria, mais de 400 diferentes sorotipos
de STEC, designados de STEC ndo-O157" ja foram asso-
ciados com a infec¢do no homem. Estes microrganismos
sdo encontrados no trato intestinal de diferentes espécies
de animais domésticos e selvagens, sendo os ruminantes
os principais reservatorios. O consumo de alimentos con-
taminados, contato direto/indireto com animais ¢ a disse-
minagdo pessoa-pessoa constituem as principais vias de
transmissao das STEC.

Surtos de Doengas Transmitidas por Alimentos,
causados pela STEC, tém sido relatados em todo o mun-
do. No Brasil, ja foram descritos casos esporadicos de di-
arréia e de SHU ocasionados pelas STEC?®.

As baixas concentragdoes de STEC, cocg¢do ou
processamento tecnologico, bem como a flora competiti-
va dos alimentos sdo fatores que dificultam a detecgao
desses microrganismos. A utilizagdo da técnica de sepa-
ragdo imunomagnética e de meios de enriquecimento se-
letivo podem aumentar a sensibilidade de deteccdo des-
ses patdgenos em alimentos.

Na técnica de separagdo imunomagnética, as cé-
lulas alvo sdo capturadas em particulas magnéticas
revestidas com anticorpos especificos anti-LPS. Apods la-
vagens sucessivas no campo magnético, o imunocomplexo

(bactéria/particulas magnéticas) ¢ separado de outros mi-
crorganismos ¢ debris, sendo em seguida semeado em pla-
cas com agar seletivo.

O objetivo deste estudo foi pesquisar cepas de
STEC em amostras de carne crua moida comercializadas
no municipio de Sao Paulo. Foram analisadas 100 amos-
tras, adquiridas no periodo de maio a agosto de 2004, em
diferentes pontos comerciais do municipio de Sao Paulo.
As amostras foram processadas segundo metodologia des-
crita no “Compendium of methods for the microbiological
examination of foods™ e simultaneamente submetidas a
técnica da separagdo imunomagnética, para o enriqueci-
mento de O157, utilizando o kit IMS-O157 (Denka Seiken
Co. LTD, Japan). Os dois procedimentos seguiram isola-
mento em placas de agar MacConkey Sorbitol incubadas
a 35°C/24h. De cada placa, 5 a 10 colonias de E. coli
(sorbitol positivas/negativas), foram repicadas em meio de
identificagdo presuntiva de enterobactérias - IAL. As ce-
pas sorbitol negativas foram submetidas ao teste de
aglutinagdo em lamina, utilizando anti-soro O157.

Todas as cepas com identificagdo presuntiva
de E. coli foram submetidas a técnica de hibridizac¢do de
coldnia utilizando sondas especificas stx/, stx2 e eae se-
gundo Gongalves et al., 1997.°

No presente estudo ndo houve detecgdo de STEC
nas amostras analisadas. Entretanto, considerando que o
gado bovino ¢ apontado como o principal reservatorio de
STEC e que no Brasil, ha relatos do isolamento destas ce-
pas em carne crua moida®, bovinos’ e de casos clinicos de
diarréia e SHU?3, é de fundamental importincia o
monitoramento deste patdogeno nesta classe de produto.
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Elucidacao de surtos de Doencas Transmitidas por
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julho de 2002 a dezembro de 2004
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As Doengas Transmitidas por Alimentos (DTAs)
representam um crescente problema de Saude Publica. A
maioria dos casos ndo sdo notificados e a real dimensao
do problema ainda ¢ desconhecida, dificultando a identi-
ficagdo e implementagdo de solugdes adequadas. A ana-
lise bacteriologica de alimentos envolvidos em surtos ¢ de
fundamental importancia na determinagao dos agentes e/
ou seus metabolitos e das espécies envolvidas para subsi-
diar as medidas sanitarias de controle destas doengas.

Este estudo teve como objetivo a elucidacao dos
surtos de DTAs ocorridos no Estado de Sdo Paulo, no pe-
riodo de julho de 2002 a dezembro de 2004.

As analises bacteriologicas seguiram metodologias
descritas no Compedium of Methods for the
Microbiological Examination of Foods (APHA, 2001) e
foram realizadas pelos Laboratoérios de Microbiologia Ali-
mentar do Instituto Adolfo Lutz Central e Laboratorios
Regionais de: Campinas, Sorocaba, Santos, Ribeirao Preto,
Sdo José do Rio Preto, Bauru, Marilia, Taubaté, Presidente
Prudente, Aragatuba e Santo André. Foram analisadas
amostras de alimentos, de 459 surtos, enviadas pelas Vi-
gilancias Sanitdrias, Epidemioldgicas e por particulares.
Os alimentos pertenciam as seguintes categorias: pratos
prontos para o consumo, produtos de confeitaria, leite e
derivados, gelados e outros. As bactérias isoladas em nu-
mero igual ou superior a 10* UFC/g dos alimentos foram
consideradas como responsaveis pelos surtos, com exce-
¢ao da Salmonella em que a presenga em 25 g do alimento
era suficiente para se considerar o patdogeno como agen-
te causal.

Do total de 459 surtos, 133 (29%) foram elucidados
sendo isolados os seguintes patogenos: S. aureus (45%),
B. cereus (24%), Clostridio sulfito redutor (14%),

Cl. perfringens (1%) e Salmonella spp. (16%). Dos surtos
elucidados, em 17 foram isolados mais de um agente, sen-
do que em trés surtos foram isolados Clostridio sulfito re-
dutor € B. cereus, em cinco Clostridio sulfito redutor e
S. aureus, em sete B. cereus e S. aureus, em um surto
Salmonella e B. cereus e, um surto Salmonella € S. aureus.

O S. aureus foi o agente isolado com maior freqiién-
cia, como relatado nos levantamentos de anos anteriores.
A presenga desse microrganismo em alimentos indica con-
taminagdo pos-cocgao € armazenamento inadequado.

Dentre os sorovares isolados de Salmonella,
S. Enteritidis foi o mais freqiliente, sendo que seu aumen-
to vem ocorrendo desde 1993 no Estado de Sao Paulo.

Os pratos prontos para o consumo e os produtos
de confeitaria, categorias mais envolvidas nos surtos (TA-
BELA 1), requerem maior manipulagdo durante seu pre-
paro e, freqiientemente sdo armazenados em temperatu-
ras inadequadas, favorecendo a multiplicagdo e¢/ou produ-
¢do de toxinas pelos microrganismos.

O numero de surtos nao elucidados permanece ele-
vado, revelando a importancia do inquérito epidemio-
logico e pesquisa de outros microrganismos. Além disso,
nem sempre o alimento veiculador de patdgeno ¢ envia-
do para analise laboratorial.

O controle das DTAs deve ser baseado no conhe-
cimento de sua incidéncia e em informagdes sobre os pe-
rigos biologicos de origem alimentar. A elucidagao do
patdgeno e do alimento envolvido no surto depende, por-
tanto, da atuagdo integrada entre Vigilancia
Epidemioldgica, Sanitaria e dos Laboratorios de Satude
Publica. A auséncia de dados epidemioldgicos e
laboratoriais dificulta a adogdo de medidas corretivas e
preventivas adequadas.
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Tabela 1. Microrganismos isolados dos surtos por classe de alimentos, no periodo de julho/2002 a dezembro/2004.

Produtos Pratos Leite e Gelados Outros TOTAL

confeitaria prontos  derivados
S. aureus 18 29 2 3 1 53
B. cereus 4 20 2 26
Clostridio sulfito redutor 14 14
CL. perfringens 2 2
Salmonella spp. 1 1 2
S. Enteritidis 7 10 1 1 19
S. aureus e B. cereus 4 3 7
S. Enteritidis e S. aureus 1 1
Salmonella spp. e B. cereus 1 1
B. cereus e Clostridio 3 3
S. aureus e Clostridio 3 2 5

TOTAL 39 84 4 4 2 133
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Sorologias reagentes para sarampo no periodo de
1997 a 2005 na area de abrangéncia do IAL de

Ribeirao Preto-SP, Brasil

Suely Maia GERACE, Lilia Adriana CARNEIRO, Lia Carmen M. S. ZERBINI, Natalia Tais
SARDELLA, Madalena H. T. OKINO, Carlos Alberto N. PEREIRA, Juvenal O. CAMPOS,
Angela L. C. BRACSHI, Angé¢lica M. S. PEREIRA, Eloisa F. Del TEDESCO

Instituto Adolfo Lutz — Laboratorio I de Ribeirdo Preto, laboratério de Imunologia

O sarampo ¢ uma doenga de notificagdo compul-
soria no Brasil desde 1968, apresentando distribui¢ao uni-
versal e variagio sazonal. E freqiiente na infancia, afetan-
do igualmente ambos os sexos, sendo uma das principais
causas de morbi-mortalidade entre as criangas menores de
cinco anos, principalmente as desnutridas e as que vivem
em paises subdesenvolvidos'. A incidéncia, a evolugéo cli-
nica e a letalidade sao influenciadas pelas condi¢des s6-
cio-economicas, estado nutricional e imunitario do doen-
te; favorecidas pela aglomeragao em lugares publicos e em
pequenas residéncias com grupos familiares maiores que
sua capacidade’.

O objetivo deste trabalho foi avaliar as sorologias
para sarampo realizadas no Instituto Adolfo Lutz de Ri-
beirdo Preto, no periodo de 1997 a 2005. Nos casos sus-
peitos de sarampo foi colhida uma amostra de sangue de
cada paciente a partir do inicio dos sintomas até o vigési-
mo oitavo dia. As amostras foram provenientes de muni-
cipios da area de abrangéncia da Direcdo Regional de Sau-
de (DIRs), “Ribeirdo Preto, Barretos, Franca e
Araraquara”. Para o diagnostico de Sarampo utilizou-se

a técnica de ELISA para deteccdo de anticorpos da clas-
se IgM. Foram também realizadas sorologias para saram-
po de casos suspeitos de rubéola, com resultado ndo
reagente, conforme preconizado pela Secretaria da Sat-
de e Instituto Adolfo Lutz.

Do total de 2.651 amostras suspeitas de sarampo,
582 (22,7%) foram reagentes (Tabela 1), enquanto que das
5.314 amostras suspeitas de rubéola, 140 (2,6%) foram
reagentes (Tabela 2). Em 1997 ocorreu uma epidemia de
sarampo em praticamente todo pais, sobretudo no Estado
de Sao Paulo e algumas cidades do nordeste, com mais
de 53 mil casos confirmados'. A partir de 1998 essa situ-
acao voltou a ser controlada, sendo que o sarampo foi pra-
ticamente erradicado em virtude das intensificagdes das
campanhas de vacinas realizadas.
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Tabela—1 Resultados de Sorologias para Sarampo realizadas no I.Al.-Ribeirdo Preto de 1997 a 2005

ANO AMOSTRAS REAGENTES AMOSTRAS NAO REAGENTES  TOTAL DE AMOSTRAS
N % N % N

1997 526 34 1018 66 1544
1998 42 13 274 87 316
1999 02 1,6 121 98,4 123
2000 00 00 137 100 137
2001 02 1,2 164 98,8 166
2002 00 00 99 100 99
2003 02 2,2 88 97,8 90
2004 02 2,7 70 97,3 72
2005 06 5,7 98 94,3 104

TOTAL 582 22 2.069 78 2.651
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Tabela—2 Resultados de Sorologias para Rubéola realizadas no I.Al.-Ribeirdo Preto de 1997 a 2005

ANO AMOSTRAS REAGENTES AMOSTRAS NAO REAGENTES  TOTAL DE AMOSTRAS
N % N % N

1997 105 09 983 91 1.088
1998 09 1,3 670 98,7 679
1999 05 0,8 610 98,2 615
2000 07 1,2 598 98,8 605
2001 08 01 788 99 796
2002 02 0,5 416 99,5 418
2003 01 0,5 228 99,5 229
2004 03 0,6 538 99,4 541
2005 00 00 343 100 343

TOTAL 140 2,6 5174 97,4 5.314
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Coliformes, turbidez e cloro: parametros de
importancia epidemiologica na analise de aguas
de abastecimento publico na regiao do

Vale do Paraiba/SP
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dos SANTOS, Heloisa Maria Fileni MENDES, Paula Cristina Siqueira Leite MONTEIRO,

Andreia Rezende LEITE

Instituto Adolfo Lutz — Laboratorio I de Taubaté

A questdo da potabilidade da agua ¢ de importan-
cia fundamental para prevenir as doengas de veiculagdo
hidrica e a Portaria n® 518 de 25/03/2004 do Ministério
da Saude?, determina valores para turbidez e cloro a fim
de garantir a qualidade microbioldgica da agua. Por ou-
tro lado, o melhor método de assegurar a qualidade da
agua para consumo humano, consiste na ado¢do de me-
didas de protecdo no sentido de evitar a sua contamina-
¢ao por dejetos humanos ou animais, que por sua vez, sao
veiculos ricos em organimos patogénicos de diferentes
natureza que podem causar uma gama variavel de agra-
vos ao homem?® >,

O objetivo do trabalho foi de avaliar os resultados
laboratoriais de analise de dgua de abastecimento publi-
co, correlacionando a presenga de coliformes totais e/ou
Escherichia coli com pardmetros fisico-quimicos de
turbidez e teor de cloro residual livre (CRL).

O estudo foi realizado com dados obtidos do

PROAGUA no ano de 2004, referentes aos resultados de
analises bacterioldgicas quanto ao nimero mais provavel
de coliformes totais e/ ou Escherichia coli (COLI) e ana-
lises fisico-quimicas, quanto ao indice de turbidez (T), e
os resultados da dosagem do teor de cloro residual livre
(CRL) fornecidos pelos orgaos de Vigilancia Sanitaria
Municipais. Os ensaios bacteriologicos e fisico-quimicos
foram realizados no Instituto Adolfo Lutz-Laboratério I
de Taubaté, os quais, seguiram, respectivamente, as téc-
nicas descritas no Standart Methods for Examination of
Water and Wastewater'e os Métodos fisico-quimicos para
andlise de alimentos®*.

Verificou-se que 208/1439 (14,5%) das amostras
analisadas estavam em desacordo com a legislagdo ¢ des-
tas, considerando-se os parametros individualmente
29,8%; 12,5%; 43,3% foram reprovadas quanto aos
parametros COLI, T e CRL, respectivamente (Figura 1).
Quanto ao indice de CRL, os resultados evidenciaram que
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Figura 1. Percentuais de 208 amostras de 4gua em desacordo com a legislagido segun-
do os resultados dos ensaios: coliformes totais e/ou Escherichia coli (COLI); cloro re-
sidual livre (CRL) e turbidez (T) e/ ou associagoes.
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1198/1439 (83,2%) das amostras de agua analisadas es-
tavam de acordo com a legisla¢do; 115/1439 (7,9%) das
amostras avaliadas, apresentaram concentragdes inferio-
res a 0,2 mg/L, estando em desacordo com a legislacao.
Ressalta-se que em 83 (5,7%) das amostras ndo havia in-
formagao, quanto a dosagem de cloro (Figura 2).

O presente estudo evidencia que alguns sistemas
de abastecimento se encontram vulneraveis quanto ao teor

de CRL, que ¢ fundamental para um processo eficiente
de desinfecgao. Por outro lado, a turbidez é causada por
particulas em suspensdo que podem abrigar microrganis-
mos patogé€nicos, os quais nao serdao eliminados no mo-
mento da desinfeccdo. Infere-se portanto, a necessidade
de melhor planejamento de agdes pelos 6rgaos publicos
responsaveis pela vigilancia e monitoramento da qualidade
da agua, visando a preservagdo da satde da populacio.
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Figura 2. Distribuicao do percentual de 1439 amostras de dgua segundo a
dosagem dos teores de CRL residual, fornecidos pelas Vigilancia Sanitaria

Municipais.
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Implementac¢iao de banco de dados na Se¢ao de Virus
Enteéricos, Instituto Adolfo Lutz, Saio Paulo
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O desenvolvimento de novas tecnologias, nas ul-
timas décadas, vem afetando todos os setores da ativi-
dade humana, proporcionando maior agilidade de comu-
nicagdo, reduzindo esforgos nas rotinas diarias,
implementando a precisdo dos resultados obtidos e, so-
bretudo, ampliando as possibilidades de acesso a infor-
macgdo em todo mundo. Os estudos ¢ forum de discus-
sdo na area da ciéncia da informagdo tém levado a con-
siderar, sob uma nova optica, a questdo da manutengdo
de acervos e o acesso a informacao, surgindo, como con-
seqiliéncia, propostas de bibliotecas eletrdnicas ou ban-
co de dados digitais, entre outras, e que ja pressupde todo
o trabalho prévio de automacao de catdlogos e acesso
“on-line” a bancos de dados?.

O Instituto Adolfo Lutz (IAL), integrante do sis-
tema de vigilancia epidemiologica e sanitaria, tem como
finalidade contribuir para a promogao da satde da popu-
lacdo, através da geracdo e divulgagao do conhecimento,
producdo de bens e servigos nas areas de laboratdrio de
Saude Publica, atuando como referéncia nessa area'. O
Laboratorio de Virus Entéricos (LVE) atua na elaboragao
do diagnostico laboratorial dos virus associados as me-
ningites assépticas, miocardites, conjuntivites, paralisias,
exantemas e gastroenterites, desempenhando papel de re-
feréncia macro regional na elucidacao de epidemias e sur-
tos dentro de programas e projetos de vigilancia ou
monitoragao das doengas de notificagdo compulsoéria es-
tadual e nacional.

O trabalho de cadastramento de amostras clinicas,
de pacientes atendidos na rede publica e encaminhados ao
LVE, ¢ uma das atividades do laboratorio. O cadastro pro-
porciona o registro de diversas informagdes, tais como:
nome do paciente, sexo, idade, suspeita clinica, data do
inicio de sintomas, data de coleta, entre outros dados im-
portantes para o diagnostico laboratorial.

O desenvolvimento tecnoldgico exige novas for-
mas de armazenar documentos, redefinindo os
paradigmas atuais sobre informagdes, comunicagdo e o
proprio ambito de trabalho dos profissionais da area.

Frente a essa problematica, surge a necessidade de re-
pensar os modelos éticos, legais, estéticos, culturais, pro-
fissionais e outros, estabelecidos pelo suporte impresso?.
O presente trabalho teve como objetivos estruturar e
implementar um Banco de Dados no LVE, facilitando a
interpretagdo e difusdo das informagdes e, colocando-o
a disposigao de 6rgdos publicos interessados. Adicional-
mente, a auséncia de um banco de dados informatizado
e de um processo automatizado para pesquisa de infor-
magodes também motivou o projeto. A implementagdo
desse projeto facilitou a pesquisa, interpretagao e difu-
sdo de todos os dados produzidos e ou coletados, relati-
vos as doengas causadas por virus entéricos. Segundo
Silva-da-Rocha?, a existéncia de uma base de dados for-
nece ainda, informagdes de forma agil e abrangente para
elaboracdo de trabalhos cientificos futuros.

O Banco de Dados implantado no LVE foi confec-
cionado em formato MS-Access. Esta linguagem permi-
tiu o rdpido desenvolvimento do trabalho, além de pro-
porcionar praticidade na manutengdo do mesmo. Possui
modulos Tabelas, para armazenamento dos dados, onde
se pode encontrar desde nome, sexo e idade do paciente,
até data do inicio dos sintomas, data das coletas de amos-
tras e demais dados relevantes. Utilizando os mddulos
Consulta aliados aos mddulos Relatdrios ¢ possivel gerar
relatorios para os mais variados fins, tornando possivel a
montagem personalizada de cada consulta. E interessan-
te ressaltar que devido a natureza da linguagem utilizada
na montagem, o Banco de Dados pode ser remodelado fa-
cilmente sempre que necessario, evitando maiores com-
plicagdes. Os registros podem ser encontrados pelo nome
do paciente ou pelo nimero dado pelo laboratorio para
codificar as amostras (registro do laboratorio). O modulo
de impressdo dos resultados possibilita de maneira sim-
ples e rapida a emissdo de laudos, referentes a: rotavirus,
adenovirus, isolamentos e sorologia para enterovirus. Para
garantir a confidencialidade das informagdes dos pacien-
tes, os laudos sdo lacrados e enviados a Se¢do de Recep-
¢do e Coleta do IAL.
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O desenvolvimento e estabelecimento de um ban-
co de dados promoverdo um modelo de integragdo entre
areas distintas, gerando um produto de qualidade ¢ abrindo
perspectivas de pesquisa multidisciplinar. Cabe destacar
que o projeto, além de cumprir o objetivo de registrar e
armazenar diversas informagodes ira proporcionar maior
qualidade a pesquisa. Os avangos tecnoldgicos trazem be-
neficios incalculaveis ao acesso a informacdo, mas exi-
gem capacitagdo profissional e decisdes acertadas para o
sucesso das iniciativas levadas a efeito. Cada vez mais,
torna-se imprescindivel o trabalho cooperativo e compar-
tilhado, no estabelecimento de programas e projetos
interinstitucionais, na planificagdo e manuteng¢do de ba-
ses de dados, na participacdo em redes e sistemas de in-
formag@o e no aperfeicoamento dos profissionais envol-
vidos nessas atividades.

A utilizagdo de um Banco de Dados permanente e
vinculado ao relato de impressdo de resultados, reduz
significantemente a incidéncia de erros ocorridos duran-
te a re-digitagdo dos dados pessoais do paciente. E inte-
ressante ressaltar que o relatério de resultados ¢ elabora-
do de forma personalizada pelo LVE, reduzindo a ocor-
réncia de falsificagdo, garantindo a originalidade. A par-

tir do registro sistematico de sua produgao intelectual pelo
banco de dados, o LVE passou a contar com dados valio-
sos para processos de avaliagdo institucional e para a di-
vulgagdo de suas atividades de ensino, pesquisa bem como
um possivel instrumento de planejamento para a
implementagao de politicas publicas associadas a Vigilan-
cia Epidemioldgica.
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Bioflavonoides e Quercetina: procedimento analitico
por cromatografia em camada delgada para

determinac¢iao de aflatoxinas
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Myrna SABINO

Instituto Adolfo Lutz, Divisdo de Bromatologia e Quimica, Se¢ao de Quimica Biologica

As aflatoxinas sdo metabolitos secundarios toxicos
produzidos por fungos do género Aspergillus, principalmen-
te as espécies flavus, parasiticus e, eventualmente o nomius.
Aspergillus flavus e parasiticus sdo os fungos economica-
mente mais importantes em areas tropicais e subtropicais
como o Brasil, pois as melhores condigdes para a prolife-
ragdo dos fungos e, consequentemente para a produgio das
aflatoxinas sdo encontradas em areas com temperaturas
entre 25 a 30°C e umidade relativa entre 83-85% °.

A descoberta das aflatoxinas e suas propriedades
carcinogénicas alertaram para inimeras conseqiiéncias
tanto econdmicas quanto para a saide humana e animal,
ocasionadas pela ocorréncia natural dessas toxinas nos ali-
mentos e ra¢des. A partir desta descoberta, foram reali-
zadas extensivas investigacdes no desenvolvimento de
métodos analiticos para detectar e determinar micotoxinas
em produtos agricolas e fluidos biologicos. Pelo fato des-
sas substancias ocorrerem em matrizes complexas, em ni-
veis de ng/g, as etapas de extragdo, remocdo de interfe-
rentes, bem como a separagao desses analitos de substan-
cias analogas e sua identificagdo, tornaram-se procedimen-
tos importantes numa técnica analitica. Diferentes matri-
zes requerem diferentes métodos e procedimentos para
extragdo, limpeza, separagdo, quantificagdo e confirma-
¢do do analito que sdo descritos na literatura.

Geralmente, as micotoxinas sdo extraidas por di-
ferentes misturas de agua com solventes organicos, tais
como o cloroféormio, metanol, acetonitrila e acetona. A
limpeza pode ser realizada por extragdo em fase solida,
parti¢do liquido-liquido e precipitagdo. As técnicas tradi-
cionais de cromatografia, como a cromatografia em ca-
mada delgada (CCD), a cromatografia gasosa (CG) ¢ a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) sdo muito
utilizadas para a separagdo e quantificagdo’.

O desenvolvimento de métodos imunoquimicos,
também conhecidos como métodos baseados em
imunoafinidade, utilizam anticorpos micotoxinas especi-
ficas para a extragao e limpeza da toxina dos extratos das

amostras. Os mais utilizados sdo o “enzyme-linked
immunosorbent assay” (ELISA) e a coluna de
imunoafinidade?.

Varios tipos de matrizes sdo encaminhadas para a
secao de Quimica Biologica para a avaliagdo da presenca
ou ndo das aflatoxinas. Por se tratar de um contaminante
natural, esta toxina pode estar presente em diversos pro-
dutos, sendo que para alguns deles, existem poucas infor-
magdes disponiveis quanto ao procedimento analitico, ha-
vendo a necessidade de adequar uma metodologia para a
detecgao e quantificagdao desta micotoxina e também ava-
liar sua eficiéncia.

Dentre estas matrizes podemos citar os
bioflavonoides e a quercetina recentemente analisados nes-
te laboratdrio. Os bioflavondides sdo compostos naturais
encontrados numa variedade de alimentos de origem ve-
getal, como por exemplo frutas e chds (principalmente em
erva mate). Estudos demonstram apresentar atividades
antioxidantes, sendo capazes de reduzir a ocorréncia de
doengas cardiovasculares e cancer’.

A metodologia empregada consistiu na extragao
com agua e cloroférmio, seguida de agitagao e filtracao.
Para a quercetina (Figura 1), a separacao e determinagao
foi realizada por CCD-bidimencional e quantificagio vi-
sual. Para os bioflavonoides (Figura 2) foi introduzido uma
etapa adicional de limpeza e extragdo por coluna de
imunoafinidade, seguido de separagdo por CCD-
bidimencional e quantificagao visual. Para ambos, a con-
firmacdo da aflatoxina foi utilizada a rea¢do com o Aci-
do Trifluoroacético (TFA).

O limite de detecg¢do (LD) foi de 0,5 ng/g para
aflatoxina B, B,, G, e G, , considerando a concentragdo
minima visualizada em CCD. Foi realizada uma recupe-
racdo para o nivel de 2 ng/g para cada aflatoxina. Para a
quercetina, a recuperacao média foi de 80,0%, 103,0%,
82,0% e 84,5% e para os Bioflavonoides, a recuperagio
foi de 85,0%, 60,0%, 62,5% e 73,5% para as aflatoxinas
B,, B,, G, e G,, respectivamente.
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Quercetina

Bioflavonoides

-extracao:
Pesar 5 g amostra
Adicionar: 10 mL de agua aquecida
50 mL de cloroférmio
Agitar por 30 minutos no shaker
Filtrar em papel de filtro qualitativo
Recolher toda a fase cloroformica e secar até residuo para
CCD

separac¢io e determinacio:
CCD bidimensional (10x10 cm)
1* fase movel: cloroférmio/acetona (90:10)
2% fase movel: tolueno/acetato de etila/acido
foérmico (60:30:10)
Eluir o extrato com 200 pL de cloroférmio
Cromatografar 40 uL.

-confirmacéo:solugio de acido trifluoroacético (TFA) em
hexano (1+3)

Figura 1. Representagdo esquematica do procedimento
analitico para determinagdo de Aflatoxinas B,, B,, G, e
G, em Quercetina

-extragao:
Pesar 5 g amostra
Adicionar: 10 mL de agua aquecida

50 mL de cloroférmio
Agitar por 30 minutos no shaker
Filtrar em papel de filtro qualitativo
Recolher toda a fase cloroformica e secar até residuo
Ressuspender com 5 mL de metanol
Adicionar 25 mL de tampao PBS
Centrifugar e filtrar, caso ocorra turvagao
Passar pela coluna de imunoafinidade
Lavar a coluna com agua (10 mL x2)
Eluir com 2 mL de metanol
Secar até residuo para CCD

separac¢io e determinaciio:
CCD bidimensional (10x10 cm)
1* fase movel: cloroférmio/acetona (90:10)
2% fase movel: tolueno/acetato de etila/acido
formico (60:30:10)
Eluir o extrato com 100 pL de cloroférmio
Cromatografar 30 uL

-confirmacio:
solugdo de acido trifluoroacético (TFA) em hexano (1+3)

Figura 2. Representacdo esquematica do procedimento
analitico para determinagdo de Aflatoxinas B,, B,, G, e
G, em Bioflavondides
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Mascara mortuaria desinfeccao e conservacao

Adelino POLI NETO', Dulcilena de MATOS', Aquila Maria Lourengo GOMES', Antonio
Roberto de Souza PEREIRA!, Paulo Celso PARDI?, Esen Pereira CERQUEIRAS

nstituto Adolfo Lutz
2Universidade Bandeirante

SMuseu de Anatomia Humana Prof. Alfonso Bovero — USP

No acervo do Museu do Instituto Adolfo Lutz de
Sdo Paulo contamos com um molde positivo confeccio-
nado em cera como sendo a provavel Mascara Mortuaria
do Cientista Adolfo Lutz (1855 — 1940). Nosso objetivo
¢ informar a experiéncia na desinfecc¢do e conservagdo da
Mascara Mortuaria do acervo. A mesma encontra-se acon-
dicionada em caixa de vidro vedada com silicone, tendo
como suporte interno uma base de madeira previamente
desinfectada e recoberta por tinta a 6leo; como preenchi-
mento interno, algodao hidréfobo e como forramento, te-
cido tipo tule. Em novembro de 2005, a mascara mortuaria
apresentou uma contaminagao flingica maci¢a em sua su-
perficie externa. Como providéncia primeiramente solici-
tamos analises qualitativas do material para Secdo de
Micologia do TAL, obtendo-se os seguintes resultados:
Fungos isolados na regido da “Orbita Ocular” esquerda,
0 Aspergillus crysogenum; na regiao da “Maxila”,
Aspergillus crysogenum e Penicillium spp; no apoio de
madeira, A4.crysogenum, Aspergillus niger e Penicillium
spp; no algodao hidrofobo, Aspergillus spp e no tecido de
forro, Penicillium spp. Como fungicida aplicamos primei-
ramente trés banhos de formaldeido 10%, em seguida apli-

camos dois banhos de fenol 5,3% e posteriormente para
conservagao aplicamos solugdo de sorbato de potassio
10% p/p cuja formula molecular ¢ C6H7KO?2 indicado na
literatura como fungicida. Esta operagao foi executada na
mascara ¢ na face interna da caixa de vidro. Até a pre-
sente data ndo evidenciamos crescimento dos fungos iso-
lados, e nem de Paecilomyces spp, citado nas literaturas
especializadas. Portanto, os procedimentos aplicados mos-
traram ser eficientes para conservagao deste tipo de pega
para exposi¢des em museus.
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Avaliacao Fisico Quimica das Soluc¢oes Alternativas
da Regiao de Abrangéncia do Instituto Adolfo Lutz
Laboratorio I Santo André (Proagua — 2002 a 2005)
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Instituto Adolfo Lutz, Laboratorio I de Santo André, Se¢ao de Bromatologia e Quimica,

Area de Fisico Quimica

Solugdes alternativas de abastecimento de agua
para consumo humano s3o todas modalidades distintas do
sistema publico de dgua, incluindo entre outras, fontes,
pocos comunitarios, distribuigdo por veiculo transporta-
dor, instalagdes condominiais horizontal e vertical'.

A Portaria n° 36/GM de 19 de janeiro de 1990 do
Ministério da Satude, contemplava as normas ¢ o padrao
de potabilidade da agua destinada ao consumo humano
apenas para o sistema publico de abastecimento de agua’.
Porém com o crescimento desordenado das cidades, de-
ficiéncia no saneamento basico e intensa urbanizagao, a
utilizagdo das solugdes alternativas tem aumentado cons-
tantemente.

Com a preocupagao em ofertar agua de qualidade
adequada em ambito nacional, a fiscalizagdo das solugodes
alternativas foi incluida na Portaria n° 1469/GM de 29 de
dezembro de 2000 do Ministério da Saude, e mantido o
monitoramento sobre procedimentos e responsabilidades
inerentes ao controle e a vigilancia da qualidade da agua
na atual Portaria n° 518/GM de 25 de margo de 2004 do
Ministério da Satude®. O Proagua (Programa de Vigilancia
da Qualidade da Agua para Consumo Humano) do Estado
de Sao Paulo em ag@o conjunta com as VISAS municipais
e o Instituto Adolfo Lutz realiza analises de vigilancia dos
parametros basicos de rotina. O monitoramento tem inicio
no ato da coleta com as andlises em campo de cloro resi-
dual livre, pH e temperatura, realizadas por profissionais
das VISA municipais (coletores) devidamente capacitados.
As amostras sdo enviadas ao laboratério onde s3o proces-
sadas as analises fisico quimicas dos parametros cor,
turbidez e fldor e a analise bacteriologica.

O objetivo deste trabalho foi avaliar no ambito
laboratorial a qualidade fisico quimica da adgua de po-
¢os e minas na Regido do Grande ABC no periodo de
2002 a 2005.

Foram coletadas no periodo 6.360 amostras de
agua, sendo 851 (13,4%) de solugdes alternativas. As
amostras foram enviadas ao laboratério logo apds a cole-
ta, em frascos de polietileno com capacidade de 250 mL
devidamente identificadas pelas VISAs municipais, acom-
panhadas por fichas contendo as informagdes correspon-
dentes aos pontos de coleta e os resultados das analises
realizadas em campo (temperatura, pH e cloro). Os
parametros fisico quimicos de cor, turbidez e fluor foram
analisados segundo as Normas Analiticas do Instituto
Adolfo Lutz (1985)“.

Das 851 amostras analisadas 590 (69,3%) foram
de pogos ¢ 261 (30,7%) de minas (Figura 1). Os pogos
avaliados revelaram 133 resultados insatisfatérios sendo
o parametro cor o de maior condenagdo 74 (55%), segui-
do pelo fluor 34 (26%), cor/turbidez 24 (18%) e turbidez
1 (1%) (Figura 2). As minas apresentaram 21 amostras
condenadas sendo que 16 (76%) para o parametro cor ¢
5 (24%) para cor e turbidez.

Com este estudo, observou-se que 0s pogos € mi-
nas estdo sendo monitorados constantemente pelas Vigi-
lancias Municipais, resultado da grande procura por par-
te da populagdo. As amostras condenadas por cor e
turbidez podem indicar a presenca de substancias metali-
cas como o ferro ou manganés, matérias humicas e algas,
influenciando apenas no aspecto estético de aceitagdo ou
rejeicao da dgua e indicando pouco significado sanitario.
Porém amostras com ions fluoreto acima do limite esta-
belecido pela Portaria n® 518/GM de 25 de margo de 2004
do Ministério da Saude presente naturalmente, indicam
formagédo rochosa rica deste mineral, sendo necessaria a
constante desfluoretagdo destes pontos de consumo para
que no futuro a populagdo ndo venha a ter a fluorose.
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Figura 1. Numero de amostras de solugdes alternativas coletadas no perio-
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Figura 2. Distribui¢ao percentual das amostras insatisfatorias de pogos ana-

lisadas no periodo de 2002 a 2005.
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Contagem de linfocitos T - CD4+ / CD8+ realizadas
no Laboratorio Regional de Rio Claro, em amostras
de pacientes portadores do virus HIV

José Antonio Pistarin BERRA & Liliana Brancacio BACETTI
Laboratorio Regional de Rio Claro do Instituto Adolfo Lutz — Rio Claro-SP

Os linfocitos desempenham importante fungio no
sistema imunoldgico humano e sdo classificados em trés
populagdes: os Linfocitos T, os linfécitos B e o linfocito
Natural Killer (NK).

Os linfocitos T, por sua vez, sdo classificados de
acordo com seus receptores de membrana (Cluster of
Differentiation) em duas sub-populagdes funcionalmente
distintas: linfocitos T CD4+ (Helper/Indutor) e linfocitos
T CDS8 (Supressor/ citotoxico) °.

Na infecgao pelo virus HIV, o linfocito T CD4 + é
o principal alvo e local de replicagao, resultando na des-
truigdo destes que, juntamente com outras alteragdes do
sistema imunologico, leva a imunodeficiéncia e, em sua
forma mais grave a Sindrome da Imunodeficiéncia Ad-
quirida (AIDS).

A quantificag@o dos linfocitos T CD4+/CD8+ ¢ uti-
lizada para monitorar a evolugdo clinica de individuos
infectados pelo HIV, orientar o inicio do tratamento com
anti-retrovirais em novos pacientes, trocar medicamen-
tos e adotar medidas preventivas relacionadas com as in-
fecgdes oportunistas em pacientes que ndo estdo respon-
dendo ao tratamento®**

A terapia anti-retroviral ¢ recomendado para todos
os pacientes sintomaticos infectados pelo virus HIV, in-
dependente da contagem de linfocitos T CD4+/CD8+; e
para os assintomaticos que apresentam contagem abaixo
de 200 células/mm?. Para pacientes assintomaticos com
contagem entre 200 ¢ 350 células/mm?® , recomenda-se
avaliar a necessidade do inicio da terapia®*

Em 1997, o Ministério da Saude, através do Pro-
grama Nacional de DST e Aids, iniciou a implantagdo da
Rede Nacional de Laboratérios, para contagem de
linfocitos T CD4+/ CD8+ e determinagdo da carga
viral®,

A Portaria 1.015, de 27 de maio de 2004, do Mi-
nistério da Saude, estabelece que: “a contagem de

linfocitos T CD4+ seja realizada, em cada paciente com
HIV/Aids em acompanhamento terapéutico, com uma fre-
qiiéncia média de trés exames / ano, bem como para au-
xiliar o diagnéstico da infecg@o pelo HIV em criangas com
até 24 meses de idade™".

Em pacientes que apresentam contagem entre 200
e 350 células / mm? , a monitoriza¢do clinico-laboratorial
e a reavaliacdo da necessidade do inicio da terapia anti-
retroviral devem ser mais freqiientes, pois a diminuigado
do numero de linfocitos T-CD4+ para menos de 200/mm’®
pode estar associada a aumento acentuado na incidéncia
de infecgdes oportunistas e a resposta terapéutica menos
duradoura’.

O Instituto Adolfo Lutz - Laboratério Regional de
Rio Claro, realiza a contagem de linfocitos T-CD4+ /
CD8+ desde o ano 2000, atendendo a demanda dos mu-
nicipios pertencentes a Diregdo Regional de Saude de
Piracicaba (DIR - XV - Piracicaba).

A metodologia utilizada para contagem de
linfocitos T-CD4+ / CD8+, ¢ a Citometria de Fluxo, que
utiliza anticorpos monoclonais marcados com
fluorocromos (substancias fluorescentes), dirigidas con-
tra os antigenos de superficie CD4+, CD8+ e CD3+.

No periodo de 24/03/2005 a 25/04/2006, foram re-
alizadas 3.706 contagens de linfécitos T CD4+ / CD8+
(Tabela 1) em 1.918 pacientes portadores do virus HIV.
A média de exames/paciente/ano realizada no IAL Rio
Claro foi de 1,93, valor este inferior ao recomendado pela
Portaria 1.015/2004, que preconiza uma freqiiéncia mé-
dia de 3 exames/ paciente/ ano. ~ Consideramos impor-
tante uma avaliagdo destes dados pelos servigos de saude
dos municipios, tendo em vista a importancia da
quantificagdo de linfocitos T CD4+ na avaliagdo do ini-
cio da terapia anti-retroviral, da monitorizagdo da evolu-
¢do clinica da doenga e do controle de possiveis falhas
terapéuticas.
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Tabela 1. Contagem de linfécitos T-CD4*/ CD8" realizados no Laboratdrio Regional de Rio Claro — IAL, no periodo de
24/03/2005 a 24/04/2006.

N° de Pacientes

N° de Exames Média de exames

pacientes / ano

Ambulatdrio de DST/Aids de Leme 133 321 2,41
Ambulatorio de DST/Aids de Araras 342 680 1.098
Ambulatorio de DST/Aids de Limeira 272 479 1,76
Ambulatério de DST/Aids de Pirassununga 102 347 3,40
SAE — Rio Claro 328 687 2,09
CEDIC — Piracicaba 670 1058 1,58
Penitenciaria I 24 34 1,41
Penitenciaria I1 47 100 2,10
TOTAL 1.918 3.706 1,93
REFERENCIAS ponivel em: http://www.aids.gov.br/assistencia/
Textom.html. Acesso em: 8/8/2006
1. Brasil. Leis, decretos, etc. Portaria n° 1.015, 27 de 4. Brasil. Ministério da Satde. Programa Nacional DST e
maio de 2004. Diario Oficial da Unido, 31 de maio Aids. Rede Nacional de Laboratorios de CD4*/CD8*
de 2004, Segao 1. p.57. . Diagnéstico e Acompanhamento. Disponivel em:
2. Brasil. Ministério da Saude. Recomendacdes para http://www.aids.gov.br/data/
terapia anti-retroviral em adultos e adolescentes LUMIS47A3618FPTBRIE.htm. Acesso em: 8/8/2006.
infectados pelo HIV, Brasilia, 2006, 85p. Disponi- 5. CRIESP. Central de Radioimunoensaio de Sdo Paulo.
vel em: http:// www.aids.gov.br/data/pages/ CD4/CDS. Disponivel em: http://criesp.com.br/Criesp/
LUMISFB7DS5720PTBRIE.htm . [Acesso em: 10/ eventos/html conteudo-eventos-informativo-
08/2006] cd4cd8.html. Acesso em 15/08/2006.
3. Brasil. Ministério da Satde. Contagem de células T 6. Department of Health and Human Services.

CD4" e testes de carga viral: Principais
marcadores laboratoriais para indicacio e
monitorizacdo do tratamento anti-retroviral. Dis-

Guidelines for the use of antiretroviral agents in
HIV-I-infected adults and adolescents. Abril 7, 2005.
Disponivel em: http://aidsinfo.nih.gov/ContentFiles/
AdultandadolescentGL.pdf. Acesso em: 14/08/2006.
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Avaliacao laboratorial da Tuberculose Pulmonar em
amostras analisadas pelo Laboratorio Regional de

Rio Claro — 2004 / 2005

Dalva Cristina Girello AILY, Liliana Brancacio BACETTI, Daniela Folli MARRACH, Maria
do Carmo Gervasio TALANI e Carmem Silvia GRACIANI.
Laboratdrio Regional de Rio Claro-Instituto Adolfo Lutz

A tuberculose (TB) é uma doenga infecto-conta-
giosa de evolugdo cronica causada pelo Mycobacterium
tuberculosis que, apesar dos avangos tecnoldgicos na area
diagnostica e a existéncia de drogas efetivas para o trata-
mento, ainda persiste como um grave problema de Saude
Publica. Varios fatores contribuiram para o agravamento
deste quadro, entre eles: a crise sdcio - econémica ¢ o apa-
recimento da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(HIV/AIDS).

O diagnostico laboratorial ¢ de grande importancia
para o controle da TB pois, além de confirmar a presenga
do bacilo, permite a avaliagdo do tratamento, a identifica-
¢o das cepas circulantes e sua susceptibilidade as drogas.

O objetivo desta avaliagdo foi analisar a incidén-
cia de novos casos de TB e delinear um perfil de suscep-
tibilidade das cepas identificadas frente aos
quimioterapicos, a partir dos resultados dos exames
laboratoriais realizados no Laboratorio Regional de Rio
Claro, do Instituto Adolfo Lutz (baciloscopias e culturas)
e nos laboratdrios municipais da regido (baciloscopias).

Para a realizagdo do diagnostico laboratorial foram
utilizadas as seguintes metodologias preconizadas pelo
Ministério da Saude:

- Baciloscopia: pesquisa direta dos bacilos alcool-acido
resistentes (BAAR) utilizando coloragio pelo método de
Ziehl-Nieelsen.

- Cultura: descontaminagdo das amostras de escarro pelo
método Swab (NaOH 4%) e semeados em meio de
Ogawa-Kudoh (OK) e acrescido de &cido p.nitrobenzdico.

- Identificacio: provas fenotipicas realizadas pelo IAL-
Central,

- Perfil de sensibilidade: as cepas sdo submetidas as dro-
gas utilizadas no esquema terapéutico através do método
da Razao de Resisténcia realizados pelo IAL-Central.

No periodo de janeiro/2004 a dezembro/2005, fo-

ram realizadas 12.159 baciloscopias (6279 em 2004 e
5880 em 2005) e 1.176 culturas em amostras de escarro
(398 em 2004 ¢ 778 em 2005).

Entre as baciloscopias realizadas, 11.003 (90%)
foram relativas ao diagnostico e 1.156 (10%) ao controle
do tratamento, com positividades de 8,1% e 13,3 %, res-
pectivamente (Tabela 1).

Nas amostras encaminhadas para cultura (1176), fo-
ram isoladas micobactérias em 143 (12,2%) e identificadas
131 cepas de Mycobacterium tuberculosis (91,6%) e 12 de
outras espécies de micobactérias (8,4%) (Tabela 2). Foram
submetidas ao teste de sensibilidade 120 cepas, entre as
quais 106 demonstraram sensibilidade as drogas do esque-
ma terapéutico preconizado e 14 apresentaram resisténcia
a pelo menos uma das drogas (Tabela 3).

O Programa de Controle da Tuberculose — PCT re-
comenda que sejam realizadas baciloscopias em 1 % da
populagdo, o que significaria aproximadamente 16.800
baciloscopias/ano, considerando a populagao da regido
(1.680.000 habitantes). Os resultados apresentados de-
monstram que foram realizadas cerca de 37,4% e 35,0%,
respectivamente em 2004 e 2005, do total de exames
(baciloscopias) esperado. Estes dados sugerem a necessi-
dade da implementagdo da busca ativa nos servigos de
satde dos municipios da regido.

O aumento do nimero de culturas realizadas no
ano de 2005, foi possivel devido a ampliacdo e adequa-
¢a0 da area fisica do Laboratorio de Micobactérias do La-
boratério Regional de Rio Claro, Instituto Adolfo Lutz,
bem como aquisi¢do dos equipamentos necessarios, au-
mentando a cobertura diagnostica na regido.

Os dados obtidos demonstraram a ocorréncia de no-
vos casos de TB ¢ a existéncia de TB multiresistente nos
municipios da regido.Estes resultados podem contribuir na
implementagao das agdes do PCT nestes municipios.
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em Saudde. Centro de Referéncia Prof® Hélio Fraga.
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Tabela 1- Baciloscopias realizadas no Laboratério Regional de Rio Claro — Instituto Adolfo Lutz e nos laboratorios
municipais da regido, em 2004 e 2005.

BACILOSCOPIAS
Diagnéstico Controle do tratamento
Laboratoério/Municipio Ano N Positivas % N Positivas %
IAL - Rio Claro 2004 1.498 77 5,1 104 -
2005 1.176 75 6,4 89 08 9,0
Araras 2004 362 45 12,4 - -
2005 325 40 12,3 02 02 100,0
Capivari 2004 217 15 6,9 44 08 18,2
2005 159 04 2,5 28 03 10,7
Conchal 2004 154 14 9,1 09 02 22,2
2005 192 11 5,7 01 -
Leme 2004 211 14 6,6 02 02 100,0
2005 270 22 8,1 07 07 85,7
Limeira 2004 303 29 9,6 282 21 7,4
2005 279 18 6,4 197 -
Santa Casa-Limeira 2004 374 68 18,2 - -
2005 309 62 20,1 - -
Piracicaba 2004 2.135 187 8,7 170 50 29,4
2005 2.277 141 6,2 197 44 22,3
Pirassununga 2004 318 13 6,0 10 04 40,0
2005 195 17 8,7 14 04 28,6
Laborcenter -Rio Claro 2004 186 28 15,1 - -
2005 163 07 43 - -
2004 5.658 490 8,7 621 87 14,0
2005 5.345 397 7,4 535 67 12,5
Total 12159 11.003 887 8,1 1.156 154 13,3

N — Total de amostras analisadas
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Tabela 2 — Resultado da Identificagdo das cepas em amostras positivas

Cepas Identificadas Nimero de amostras
M.tuberculosis 131
M.abscessus 3
M. fortuitum 1
M.gordonae 2
M. kansasii 2
M.malmoense 1
M.intracellulare 1
M.peregrinum 1
Cultura mista* 1
Total 143

*Cepa ndo identificada

Tabela 3. Perfil de resisténcia as drogas em cepas de M. tuberculosis identificadas no Setor de Micobactérias do
IAL — Central, em 2004 ¢ 2005.

Perfil de Resisténcia 2004 2005 Total
Resistentes 6 8 14
Isoniazida 2 2 4
Estreptomicina 1 1 2
Isoniazina-Rifampicina 1 1 2
Isoniazina-Etambutol - 1 1
Isoniazina- Rifampicina-Estreptomicina 1 1 2
Isoniazina- Rifampicina-Pirazinamida 1 1 2
Isoniazina- Rifampicina-Pirazinamida-Estreptomicina 1 1
Sensiveis 38 68 106
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Incidéncia das eritroenzimopatias na rotina da Secio
de Hematologia do Instituto Adolfo Lutz Central

Gisele Rodrigues GOUVEIA, Marilena OSHIRO, Karen MIGUITA
Divisao de Patologia - Se¢do de Hematologia do Instituto Adolfo Lutz Central

As eritroenzimopatias s3o anemias causadas por al-
teragdes em genes que codificam as enzimas do ciclo meta-
bélico dos eritrocitos. Estas alteragdes levam ao comprome-
timento do rendimento energético dessas células, da sua ca-
pacidade redutora para evitar agressdes oxidativas ¢ na ma-
nutengdo da hemoglobina em seu estado funcional, podendo
levar o paciente a quadros hemoliticos significativos.’

Por serem células anucleadas e desprovidas de
organelas (mitocondrias, ribossomos, centriolos, reticulo
endoplasmatico e aparelho de Golgi), os eritrocitos apre-
sentam particularidades metabdlicas, uma vez que nao sao
capazes de obter energia, sintetizar proteinas e¢ acidos
nucléicos como as demais células do organismo. Utilizam-
se da degradagdo de glicose como meio para obter ener-
gia e manter seu potencial redutor, necessarios para per-
manecer na circula¢do por 120 dias, cumprindo suas fun-
¢oes celulares.” Cerca de 90% da glicose que penetra na
célula é metabolizada por uma via principal (Via
Glicolitica) que gera Lactato, Adenosina Trifosfato (ATP)
e Nicotinamida Dinucleotideo Reduzido (NADH) ¢ os
10% restantes, por uma segunda via denominada de Ci-
clo das Pentoses, que gera Ribose ¢ Nicotinamida
Adenosina Dinucleotideo Reduzido (NADPH).}

A Glicose-6-Fosfato Desidrogenase (G-6-PD) ¢
uma enzima que atua na primeira etapa do Ciclo das
Pentoses, oxidando a Glicose-6-Fosfato a 6-Fosfoglu-
conato e reduzindo a molécula de Nicotinamida
Dinucleotideo (NAD) a NADPH.' Individuos com defi-
ciéncia de G-6-PD, quando expostos a agressdes oxidantes
mais intensas, como o uso de algumas drogas (sulfa, de-
rivados de primaquina, acido acetilsalicilico, chumbo, en-
tre outros), estados de acidose diabética, infecgdes
bacterianas ou viréticas, ndo sdo capazes de gerar um po-
tencial redutor suficiente, ocorrendo a oxidagdo de diver-
sos compostos essenciais a sobrevida dos eritrocitos, sendo
facilmente destruidos (hemolise).>*

A deficiéncia de G-6-PD trata-se do defeito
enzimatico mais comum da espécie humana®, com inci-

déncia bastante elevada em negros, italianos, gregos e ju-
deus®. A heranga esta ligada ao sexo, sendo a enzima con-
trolada por um gene no locus do cromossomo X. A gran-
de maioria das mulheres heterozigotas sdo assintomaticas,
podendo a atividade enzimatica média variar entre nor-
mal, moderada ou reduzida, conforme a distribui¢do da
populagdo celular. As manifestagdes clinicas e sua gravi-
dade dependem da variante da enzima da qual o paciente
¢ portador.®

A Piruvatoquinase (PK) ¢ uma das ultimas enzimas
da Via Glicolitica. Sua deficiéncia provoca queda no
ganho energético do eritrocito, resultando na diminuigao
do seu tempo de vida na circulagdo, além do acimulo
anormal de intermediarios da glicose, em especial do
Difosfoglicerato (2,3-DPG). Trata-se se uma heranca
autossdmica recessiva, sendo, portanto, ambos 0s sexos
igualmente atingidos. As manifestagdes clinicas estdo re-
lacionadas com a intensidade e efeitos da hemolise e in-
tensidade da anemia. Esta pode ser bastante intensa, sen-
do necessarias transfusdes repetidas para garantir a
sobrevida. Os heterozigotos, geralmente sao
assintomaticos.*

O diagnostico diferencial das eritroenzimopatias é
feito pela determinagdo quantitativa da atividade
enzimatica do eritrocito.

Com o objetivo de verificar a incidéncia das
eritroenzimopatias na rotina da Se¢do de Hematologia do
Instituto Adolfo Lutz Central, fez-se um levantamento das
amostras analisadas no periodo de Junho de 2004 a Maio
de 2006.

Foram realizadas 406 analises, sendo 371 para G-
6-PD, 20 para PK e 15 para outras enzimas eritrocitarias:
Adenosina Diaminase (ADA), Glutationa Redutase (GR),
Aspartato Aminotransferase (AST), Hexoquinase (HX),
Fosfoglicoseisomerase (PGI) e Fosfogliconato
Desidrogenase (6PGD). Destas, 15,1% (n=56) apresenta-
ram deficiéncia na atividade de G-6-PD, 25,0% (n=5) de
PK, e 6,6% (n=1) de ADA (Graficol).
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Grifico 1 — Porcentagem de individuos normais e deficientes analisados na rotina do
Setor de Eritroenzimopatias da Se¢do de Hematologia do IAL Central.

Estes dados corroboram a literatura disponivel, de-
monstrando que as deficiéncias de G-6-PD e PK sao as
mais comuns e importantes na populagdo.’ Porém, é im-
portante salientar que os dados aqui apresentados nao po-
dem ser avaliados como porcentagens representativas de
estudos epidemiologicos, uma vez que se tratam de paci-
entes com suspeita clinica, cujas analises foram realiza-
das para confirmagao do diagnostico.

Em geral, a suspeita clinica em recém-nascidos sur-
ge quando estes apresentam ictericia neonatal muito pro-
longada e anemia hemolitica ndo-esferocitica. A maioria
das amostras recebidas e das deficiéncias detectadas em
nosso setor, ¢ de recém-nascidos (RN). Ja nos adultos, a
suspeita ocorre devido a quadros de hemdlise intravascular
em pacientes aparentemente normais, induzidos por infec-
¢oes, farmacos (drogas oxidantes) ou favismo (hemolise
aguda que se desenvolve apos a ingestdo de favas
frescas).

Devido a grande miscigenacao de ragas, diversos
genes variantes para a G-6PD tém sido detectados. Os
efeitos clinicos s3o bastante variados, podendo os paci-
entes ser assintomaticos ou apresentarem manifestagoes
de intensidade variada. Assim, o diagnostico diferencial
para as eritroenzimopatias ¢ de extrema importancia para
garantir um tratamento adequado aos portadores destas
doengas.
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Freqiiéncia de anemia microcitica-hipocromica na
rotina da Secao de Hematologia do IAL Central

Regiane de FREITAS, Karen MIGUITA, Israel Tadeu de Jesus ZANELLA
Instituto Adolfo Lutz, Divisdo de Patologia, Se¢ao de Hematologia

Anemia ¢ definida pela Organizacdo Mundial de
Satde (OMS) como a condicdo na qual o conteudo de
hemoglobina no sangue esta abaixo do normal como re-
sultado da caréncia de um ou mais nutrientes essenciais,
seja qual for a causa dessa deficiéncia °.

De maneira geral, a anemia pode ser desencadeada
por varios fatores:

- Baixa ingestdo de alimentos ricos em nutrientes neces-
sarios para a producdo dos eritrocitos e da hemoglobina,
como: ferro, vitamina B12 e acido folico;

- Perda excessiva de sangue: por hemorragia, menstrua-
¢a0 intensa ou verminose;

- Anormalidades genéticas;

- Aumento das necessidades de nutrientes em determina-
das fases, como: infincia e adolescéncia (em fun¢ao do
crescimento e desenvolvimento corporal), gestagdo e
amamentagao.

Doenga de maior incidéncia no mundo, a anemia,
chega a atingir cerca de dois bilhdes de pessoas, consti-
tuindo um sério problema em satde publica, pois pode re-
sultar em prejuizos no desenvolvimento mental e
psicomotor das criangas, em aumento da
morbimortalidade materna e infantil, em queda do desem-
penho do individuo no trabalho e na redugdo da resistén-
cia as infecgoes °.

As anemias microciticas/hipocrdmicas sdo as for-
mas mais comuns de anemias identificadas em analises
clinicas. Sdo caracterizadas pela presenga de eritrocitos de
pequeno tamanho (VCM<80fL) e pouca concentragdo de
hemoglobina (CHCM<32g/dL) ndo obrigatoriamente com
baixo nimero de eritrocitos circulantes (eritrocitos nor-
mais ou diminuidos)*.

Para que um estado anémico seja diagnosticado
com seguranga, uma abordagem apenas morfologica mui-
tas vezes se faz insuficiente. Na verdade, a melhor forma
de classificar as anemias € correlacionar causa-efeito. Des-
te modo, uma abordagem fisiopatoldgica associada ao di-
agnostico laboratorial torna-se indispensavel.

Em paises desenvolvidos a anemia atinge cerca de
10% das mulheres em idade reprodutiva devido a fatores
peculiares como menstruagao, gravidez e lactagdo. Nos pa-
ises em desenvolvimento ha uma alta prevaléncia, princi-

palmente em criangas e gestantes. No Brasil, a prevaléncia
¢ de 20% em adolescentes, de 15 a 30% em gestantes e de
até 50% em criancas de seis a sessenta meses de idade, ad-
mitindo-se que a causa principal da enfermidade na infan-
cia seja uma dieta com pouca quantidade de ferro ou com
ferro de baixa biodisponibilidade >°.

Visando minimizar a ocorréncia da anemia, em
1999, o governo brasileiro, a sociedade civil e cientifica,
organizagoes internacionais e as industrias brasileiras fir-
maram o Compromisso Social para a reducao da anemia
no Brasil. Este compromisso, que foi corroborado pela
Politica Nacional de Alimentagdo e Nutrigdo neste mes-
mo ano, explicitou a necessidade de implementagao das
seguintes estratégias de intervengdo em nivel nacional:
fortificagdo das farinhas de trigo e de milho com ferro,
suplementagdo medicamentosa de ferro para grupos vul-
neraveis e orientagao alimentar e nutricional'. Esta é uma
medida de baixo custo, de rapida aplicagdo e de alta
efetividade e flexibilidade, sendo socialmente aceita, uma
vez que ndo interfere no modelo alimentar da populagao,
pois utiliza alimentos de uso corrente. Além disso, com
pequenas doses de fortificante adicionadas aos alimentos,
os riscos de efeitos colaterais e toxicidade sdo minimos®.

No ano de 2001, o Ministério da Saude determi-
nou obrigatoriedade na adigdo de ferro (30% IDR ou
4,2mg/ 100g) e acido folico (70% IDR ou 150pg) nas fa-
rinhas de milho e trigo. A fortificagdo deixa de ser facul-
tativa e passa a ser obrigatdria. Esta medida tem como ob-
jetivo aumentar a disponibilidade de alimentos ricos em
ferro e acido fdlico para a populagao brasileira e assim
contribuir para redugdo da anemia e defeitos do tubo
neural no Brasil'. No entanto, o sucesso deste programa
dependera também de uma ampla campanha de educagao
nutricional, para que a populagdo conheca a gravidade da
doenga e adquira o habito de consumir, com freqiiéncia,
alimentos naturalmente ricos em ferro e os enriquecidos
ou fortificados.

Devido a alta incidéncia de anemia na populacao
geral, foi feito um levantamento dos hemogramas reali-
zados no periodo de 2003 a 2004 na Secao de
Hematologia do IAL Central onde constatou-se que dos
3.829 hemogramas realizados, 5,1% apresentaram quadro
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de anemia, ¢ destes 60,2% foram sugestivos de anemia
microcitica/hipocromica, com maior prevaléncia em mu-
lheres (71,2%). Estes dados corroboram os achados na li-
teratura atual, que mostram alta incidéncia de anemia ape-
sar dos programas de controle e prevengao.

REFERENCIAS

1. Coordenagao geral da Politica de Alimentagdo e Nu-
trigdo - CGPAN; [http://www.dtr2004.saude.gov.br/
nutricao]. 1 de julho de 2006.

2. Corréa, M. Baldessar, M. Z.; Fissmer, L.E.W.; Fissmer,
JEW. Prevaléncia das anemias em pacientes hospita-

lizados. Revista On-line da Associacdo Catarinense
de medicina, 33 (1): 36-41, 2004.

. Costa, R.B.L.; Monteiro, C.A. Consumo de leite de

vaca e anemia na infincia no municipio de Sao Pau-
lo. Rev. Satide Piblica, 38 (6): 797-803, 2004.

. Oliveira, R.A.G.; Neto, A.P. Anemias. In: Oliveira,

R.A.G. In: Neto, A.P. Anemias e Leucemias: Concei-
tos basicos e diagndsticos por técnicas laboratoriais;
1* Ed., Sdo Paulo: Rocca: 2004; p. 26-38.

. Tuma, R.B.;Yuyama,L.K.O.; Aguiar,J.P.L.A. et al.

Impact of cassava flour fortified with iron amino acid
chelate on the hemoglobin level in pre-schools. Rev.
Nutr., 16 (1): 29-39,2003.

BIAL

35



Estudo da correlacao cito-histologica realizado no Se-
tor de Citologia Oncotica - Divisao de Patologia do

Instituto Adolfo Lutz

Andréia Neves COMODO, Giovanna Candiotti VIEIRA, Fabio Eiji NAKANO, Celina Lie
FUKUE, Neuza Kasumi SHIRATA, Sonia Maria Miranda PEREIRA, Celso DI LORETO.
Instituto Adolfo Lutz — Divisdo de Patologia - Se¢ao de Citologia Oncética -Sao Paulo

O exame citologico de amostras cérvico-vaginais
¢ descrito como um dos instrumentos mais eficientes para
deteccao das lesdes precursoras do cancer de colo uterino
em grandes populagdes®. A sua correlagdo com o exame
histolégico tem sido apontada como um dos mais efica-
zes parametros para se obter confiabilidade diagnostica e
garantia de uma conduta adequada a paciente'. Além dis-
so0, o diagnostico histoldgico é reconhecido como padrao-
ouro na avaliagdo de lesdes teciduais, sendo utilizado
como preceito confirmatério dos achados citopatologicos®.

No entanto, estas duas ferramentas apresentam li-
mitagdes que levam a discordancias diagndsticas entre a
citologia e a histologia. Ambos métodos possuem limita-
¢Oes relacionadas a erros de interpretagdo e amostragem.
Tais limitagdes podem ser explicadas pela consideravel
subjetividade na analise morfoldgica e também pela alta
porcentagem de amostras nao representativas causadas
pela coleta inadequada do material ',

Como estratégias para melhoria da qualidade dos
diagndsticos citologicos, novas metodologias de revisao
sistematicas foram desenvolvidas, como a revisao aleato-
ria de 10% e revisdo rapida de 100% dos exames
citologicos negativos da rotina diaria, com objetivo de re-
duzir os diagndsticos falsos negativos e padroniza¢do dos
diagnosticos morfologicos®.

O presente estudo teve como objetivo correlacionar
os resultados cito-histopatologicos das amostras cérvico-
vaginais.

Foi realizado levantamento de 424 casos consecu-
tivos de citologia cérvico- vaginal examinados no Setor
de Citologia Oncotica — Divisdo de Patologia do Instituto
Adolfo Lutz, no periodo de Janeiro de 2001 a Outubro
de 2004, com alteragdes morfoldgicas e classificados pelo
Sistema de Bethesda 20014 como: ASCUS (células
escamosas atipicas de significado indeterminado ), AGUS
(células glandulares atipicas de significado
indeterminado), LSIL (lesdo intraepitelial escamosa de
baixo grau), HSIL (lesdo intraepitelial escamosa de alto
grau), carcinoma invasor e adenocarcinoma de colo
uterino. Os exames histologicos foram classificados de

acordo com a terminologia da OMS?: cervicite, NIC 1
(neoplasia intraepitelial cervical grau 1); NIC 2 (neoplasia
intraepitelial cervical grau 2, NIC 3 (neoplasia
intraepitelial cervical grau 3); carcinoma invasor e
adenocarcinoma.

A fim de permitir a comparagdo dos dados para a
realiza¢do do estudo estatistico, a terminologia histologica
NIC1 e NIC 2/3 foi equiparada com a classificagdo de
Bethesda LSIL e HSIL respectivamente.

A correlagdo cito-histolégica foi categorizada
como concordante (quando os dois diagndsticos foram
coincidentes) e discordantes (para os diagndsticos com um
ou mais graus de diferenga). As categorias ASCUS e
AGUS foram analisadas separadamente por ndo apresen-
tarem correlagdo com a interpretagdo histologica.

Dos 424 casos selecionados, 178 (42,0%) foram in-
tegralmente concordantes, 106 (25,0%) discordantes e 140
(33,0 %) pertenciam as categorias ASCUS/AGUS que fo-
ram analisadas separadamente. A Tabela 1 mostra a distri-
buicao da correlacdo cito-histologica dos casos estudados.

Foi observado neste estudo uma alta porcentagem
de concordancia de 50% (74/148) nos casos de LSIL/NIC
1; 77 % (98/127) nos casos de HSIL/NIC2 ¢ NIC 3;
62,5 % (05/08) de carcinoma invasor ¢ 100% (1/1) de
adenocarcinoma.

Em nosso estudo, dos 136/424 (32%) casos de
ASCUS diagnosticados na citologia, foi observado na
bidpsia 56,6 % (77/136) de cervicite, 25% (34/136) de
NIC 1, 6,6% (09/136) de NIC 2, 10,3% (14/136) de NIC
3 e 1,5% (02/136) de carcinoma invasor. Dentre os 4 ca-
sos de AGUS, 75% (03/04) foram cervicites ¢ 25% (01/
04) de NIC 3.

Segundo alguns autores cerca de 10 a 15% dos pa-
cientes com ASCUS apresentam na verdade lesdo de alto
grau ou cancer. Além disso, o diagnostico citolégico de
ASCUS e AGUS precede em mais de 50% das vezes uma
lesdo de alto grau.

Observando os nossos resultados, onde encontra-
mos 16,9 % de NIC 2/3), 1,5 % de carcinoma invasor e
25% de NIC 3, nas bidpsias das pacientes com diagndsti-
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co citoldgico de ASCUS e AGUS respectivamente, reco-
mendamos o acompanhamento mais detalhado destas pa-
cientes com seguimento de 6 em 6 meses.

Nossos resultados demonstraram a grande impor-
tancia da realizagdo da correlagao cito-histopatologica na
detecgdo das falhas diagndsticas para melhoria e garantia
de qualidade dos diagnosticos cito-histopatologicos.

A discordancia diagnostica entre a citologia ¢ a
histologia esta relacionada, principalmente, a erros de in-
terpretagdo e amostragem. Apesar dos rigorosos
parametros morfoldgicos, a subjetividade na analise tam-
bém pode justificar as tendéncias de sub ou superestimar
o diagndstico.
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Tabela 1. Distribuicao da correlagdo dos diagnosticos cito-histologicos dos 424 casos estudados no Setor de
Citologia Oncotica - IAL, no periodo de Janeiro de 2001 a Outubro de 2004.

Histo / Cito Cervicite NIC1 NIC2 NIC3 Ca invasor Adenoca  Total
ASCUS 77 34 09 14 02 - 136
AGUS 03 - - 01 - - 04
LSIL 53 74%* 14 06 01 - 148
HSIL 15 13 28% 70%* 01 - 127
Ca invasor - - 03 - 05* - 08
Adenoca - - - - - 0r* 01
Total 148 121 54 91 09 01 424

* Casos concordantes
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O solo, enquanto ndo havia preocupagdo com a con-
taminagao ambiental, foi, por muito tempo, considerado
como local seguro para o depdsito de residuos e de emba-
lagens de agrotdxicos.

Entretanto as embalagens vazias de agrotoxicos
como residuos sélidos, provocam grandes danos ao ambi-
ente, tais como, impacto visual, entupimento de canais de
drenagem, atrapalham o preparo do solo, entre outros.

Segundo Sethunatan ¢, as embalagens e/ou residu-
0s, em contato com o solo ou com a agua, podem originar
trés tipos de reacdo: degradagdo completa sem a formagao
de metabdlitos; degradagdo incompleta com actimulo de
metabdlitos ndo degradaveis; e, pequenas alteragoes levando
ao acumulo e a alta persisténcia dos produtos em fungao
de deposigoes sucessivas.

Nos ultimos 30 anos, a quantidade de dejetos
triplicou, principalmente por causa dos restos de embala-
gens, sendo o aumento ¢ a intensidade de industrializagao,
considerados as principais causas de sua origem e produ-
¢éo. Aliado ao fato de se estar produzindo mais detritos,
sem que tenham um devido tratamento, ocorre uma explo-
rac¢do dos recursos naturais ndo renovaveis®.

Sendo assim, a reciclagem ¢ a forma mais racional
de eliminagdo de embalagens usadas, pois, apos uso, o0 ma-
terial volta para o ciclo de produgdo, o que soluciona ao
mesmo tempo, a superlotagdo nos aterros sanitarios. Ao lon-
go dos anos, o Brasil tornou-se um grande reciclador de
materiais como o aluminio e o papeldo, mas continua
reciclando pouco plastico cujo valor de mercado da sucata
¢ muito baixo. Um dos entraves, ¢ que acabam sendo mais
negociados os materiais que tem melhor relacdo de valor
no item peso ¢ outro ¢ que a percepgao da necessidade de
preservagao ambiental, ainda € incipiente na sociedade bra-
sileira.

A lei federal n° 9.974, complementada pela resolu-
¢do 334" 2 trouxe uma solugdo vidvel para o meio ambi-
ente relacionado com o descarte de embalagens vazias de
agrotoxicos. As embalagens apos triplice lavagem sdo en-
caminhadas para estocagem temporaria em postos e cen-
trais de recolhimento distribuidos em todo o pais, de onde
poderdo ser transportadas para reciclagem.

Com a possibilidade de serem encontrados resi-
duos de agrotoxicos (2,4°DDD, 2,4°‘DDE, 2,4°DDT,
4,4‘DDD, 4,4°'DDE, 4,4°DDT, Acefato, Aldicarb (sulfona),
Aldicarb (sulféxido) Aldicarb, Aldrim, Aletrina,
Difenoconazole, Atrazina, Azinfos metilico,
Azoxistrobina, Betacipermetrina, Bifentrina, Bioaletrina,
Captana, Carbaril, Carbofenotiona, Carbofurano
Ciflutrina, Cipermetrina, Ciproconazol, Clorotalonil,
Clorpirifos etilico, Clorpirifés metilico, Deltametrina,
Diazinona, Dicofol, Dieldrim, Difenoconazole, Dimetoato,
Disulfotona, Endosulfam (alfa), Endosulfam (beta),
Endosulfam (sulfato), Endrim, Esfenvalerato, Etoprofos,
Fenamifos, Fenpropatrina, Fentiona, Fentoato, Fenvalerato,
HCH (alfa), HCH (beta), HCH (delta), Heptacloro,
Heptacloro-epéxido, Hexaclorobenzeno, Iprodione,
Lambda-cialotrina, Lindana, Metamidofos, Metidationa,
Mevinfos, Mirex, Monocrotofos, Permetrina, Pirimifos
etilico, Pirimifés metilico, Profenofés, Pirazofos,
Tebuconazol, Terbufos, Tetradifona, Triazofos, Triclorfom
e Trifuralina) e substancias citotoxicas em seu estado ori-
ginal, amostras provenientes de material reciclado (Gar-
rafa Plastica para 6leo Motor, Embalagem 100% virgem,
Plastico granulado Corda Preta (Parte Branca), Corda Pre-
ta (Parte Preta), Corda Azul, Tampas Virgens, Tampas 50%
Reciclado, Flakes Coex MBP, Pellets Coex MBP) foram
encaminhadas pelo Instituto Nacional de Embalagens Va-
zias (INPEV) para serem analisadas. Dois tipos de anali-
ses foram utilizadas:

* Residuos de agrotoxicos por cromatografia

Realizada apds corte em pedagos pequenos do ma-
terial enviado, extragdo com solventes organicos
(monitorado através de um pesticida marcador, clorpirifos
etilico) e injecdo em cromatdgrafos (GC/ECD, GC/FPD,
GC/MSD, HPLC/UV) fazendo uso de um injetor automa-
tico. Para cada agrotoxico foi preparada uma curva de
calibragao (area do pico x concentragdo) e o calculo do re-
siduo foi realizado usando-se a regressao linear obtida. As
condig¢des de operagdo dos aparelhos foram previamente
determinadas.
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* Citotoxicidade in vitro

Realizada pelo método de difusdo em Agar, cujo
parametro de avaliagdo é viabilidade celular. A toxicidade
quando presente ¢ detectada por alteragdes de morfologia
celular e pela presenga de halo claro, correspondente as cé-
lulas mortas sob ou ao redor das amostras. Estes halos, apos
serem quantificados sdo graduados em indices de zonas
(1Z), segundo a Farmacopéia Americana 25°.

Os resultados encontrados estdo apresentados na
Tabela 1 que mostra que das sete amostras analisadas trés
apresentaram residuos de pesticidas pesquisados em niveis
superiores a 0,1mg/kg. No entanto, na avaliagdo de
citotoxicidade in vitro, Tabela 2, nenhuma das amostras ana-
lisadas pelo método de difusdo em agar apresentou efeito
toxico para a linhagem celular NCTC clone 929, nio ten-
do sido observado (Figura 1 e 2) alteragdes celulares ou
zonas claras correspondente as cé¢lulas mortas ndo impreg-
nadas pelo corante vital (vermelho neutro) sob ou ao redor
da amostra.

Tabela 1: Resultados dos residuos de agrotoxicos no ma-
terial reciclado
Material Residuo*(mg/kg)

Corda Preta (Parte Branca) <0,1
Corda Preta (Parte Preta) <0,1

Corda Azul <0,1
Tampas Virgens <0,1
Tampas 50% Reciclado 1,1 (Clorpirifés etilico)
Flakes Coex MBP 4,0 (Clorpirifés etilico)
Pellets Coex MBP 2,0 (Clorpirifés etilico)

*Para cada ingrediente ativo analisado dentro da lista de
pesticidas citada

Tabela 2: Resultados do teste de citotoxicidade in vitro
apresentando a medida dos halos de toxicidade (cm) e sua
graduagdo em indice de zona (IZ) na linhagem celular
NCTC clone 929

Material Halo de 1Z*
toxicidade(cm)
Corda (Parte Branca) 0,0 0
Corda (Parte Preta) 0,0 0
Corda Azul 0,0 0
Tampas Virgens 0,0 0
Tampas 50% Recicladas 0,0 0
Flakes Coex MBP 0,0 0
Pellets Coex MBP 0,0 0
Controle negativo 0,0 0
Controle positivo 1,0 4
Clorpirifos etilico 0,01% sob 1

*[Z= 0 nenhuma zona ao redor ou sob a amostra

1Z =1 alterag@o ou degeneragdo celular sob a amostra
1Z = 2 halo claro limitado sob a amostra

1Z = 3 halo claro de 0,5 a 1,0 cm a partir da amostra
1Z = 4 halo claro maior que 1,0 cm a partir da amostra

Figura 1 - Placas da linhagem celular NCTC clone 929
utilizadas no método de difusdo em agar, apresentando
halo claro ao redor do controle positivo e auséncia de halo
ao redor ou sob o controle negativo
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Figura 2 - Fotomicrografia da monocamada da linhagem
celular NCTC clone 929 no método de difusao em agar
apresentando as células coradas e as células claras e lisadas
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Reaciio de Amplificacio de Acidos Nucléicos em
Cryptosporidium sp: inibicao, prevencao e controle
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O protozoario parasita Cryptosporidium sp tem
sido reconhecido como um importante patégeno emergen-
te. Na década de 1980, com a epidemia da Aids, a
criptosporidiose emergiu como doenga sem cura nessa
populacdo, e em 1993 alcangou conhecimento publico
com o surto de veiculagdo hidrica em Milwaukee, EUA,
acometendo aproximadamente 403.000 pessoas, com 100
obitos, sendo 69 individuos com Aids.

O fator limitante das técnicas convencionais
de diagndstico de parasitas, a microscopia, que ainda ¢ o
padrdo ouro, ¢ os testes imunoldgicos, é que nenhuma ¢
especifica para Cryptosporidium hominis ou C. parvum
e requerem grande quantidade de oocistos para sua
detecgdo. Além dessas duas espécies, outras seis espécies
de Cryptosporidium ja foram identificadas como causa-
doras de infec¢do humana, tanto em individuos
imunodeprimidos quanto em imunocompetentes. Uma vez
que as espécies de Cryptosporidium sdo muito pequenas,
medindo de 4,5 a 6,0 um de didmetro, e morfologicamente
semelhantes, dificeis de corar e de serem detectadas, ndo
€ possivel a identificagdo especifica pela microscopia
optica. Cada espécie possui ciclo de transmissdo e hos-
pedeiros diferentes, tornando necessario langarmos méo
do uso de uma ferramenta mais potente visando conhe-
cer a epidemiologia de cada uma.

A reagdo em cadeia pela polimerase (PCR) des-
crita por Saiki e cols. (1985) e Mullis e Fallona (1986) é
uma técnica in vitro que permite a amplificagdo de uma
regido especifica do acido desoxirribonucléico (DNA) que
fica compreendida entre duas regides de uma seqiiéncia
conhecida do DNA. E uma técnica potencialmente sen-
sivel, possibilitando detectar até uma inica molécula de
acido nucléico, pois o método amplifica milhares de ve-
zes o trecho do DNA alvo, com o uso de uma enzima
termoestavel®. A PCR e a tecnologia relacionada torna-
ram-se uma ferramenta muito rapida e confiavel para o
diagndstico de grande variedade de doengas infecciosas.
Tem sido utilizada para detec¢do de microorganismos em
culturas microbioldgicas, em tecidos e diretamente de
amostras clinicas e ambientais e em alimentos.

Um dos problemas centrais encarados pelos
microbiologistas que usam PCR ¢ determinar o método mais
eficiente - rapido e sensivel - para isolar pequenas quantida-
des de DNA a partir de um nimero limitado de células.

As principais vantagens do uso dos métodos de
amplificagdo de acidos nucléicos para muitos
microorganismos sdo a alta especificidade e sensibilida-
de das reagdes. Porém, para os coccidios, ha que se aten-
tar para a fidelidade dos resultados, uma vez que os pro-
blemas reportados sdao os resultados falso-positivos, de-
vido a reagdo cruzada ou os resultados falso-negativos,
devido a inibicdo da reagdo, por diversas fontes de conta-
minagao.

A maneira de controlar os resultados falso-positi-
vos ¢ incluir em cada ensaio, reagdes-controle com amos-
tras negativas, amostras positivas ¢ amostras brancas (uti-
lizando apenas os reagentes da PCR). O uso desses con-
troles assegura a fidelidade dos resultados. A inibicao
pode ser conseqiiéncia do controle inadequado das con-
di¢des da reagdo, da propria amostra, de contaminantes
nos reagentes ou nos frascos ou de eventual contamina-
¢do durante o preparo da reagao.

Ja existem varias metodologias para extragdo de
DNA de microorganismos, com pequenas modificagdes
de uma para outra, visando resolver problemas especifi-
cos para cada espécie em estudo.

Novos métodos de detecgido de Cryptosporidium sp
tém sido desenvolvidos com finalidade diagndstica, para
uso em estudos epidemioldgicos ou experimentais, € para
monitoramento da agua e avaliagdo da viabilidade dos
oocistos. Os oocistos persistem no ambiente podendo per-
manecer viaveis na agua por mais de trés meses ¢ sdo re-
sistentes aos processos usuais de tratamento da agua para
consumo humano.

Os parasitos protozoarios, em particular os
coccidios, apresentam como desafio fornecer, consisten-
temente, amostras de DNA limpas e confiaveis. Isto esta
diretamente relacionado a natureza do organismo, sua re-
sisténcia ao rompimento e lise e a matriz onde o parasito
esta presente. Um procedimento eficiente para extragao
de DNA dos espécimes fecais deve liberar o DNA do pa-
rasito dos esporos, dos oocistos ou dos cistos; prevenir a
adsor¢do do DNA aos constituintes fecais e remover os
inibidores da PCR. Outro fator que dificulta todos os pro-
cedimentos de extragdo do DNA ¢é a ndo uniformidade dos
espécimes fecais, que podem variar grandemente em sua
composi¢do dependendo da dieta, das condigdes de sat-
de e da flora intestinal do paciente.
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Numerosas pesquisas demonstram que as amostras
organicas, como fezes, agua e solo podem ter a sensibili-
dade da PCR muito reduzida devido a presenga dessas
substancias inibidoras. Abordagens basicas que t€m sido
usadas para eliminar esses inibores incluem a remogao e
purificagdo dos oocistos de Cryptosporidium sp antes da
extracdo do DNA, empregando-se métodos de concentra-
¢ao e de purificagdo através do uso de gradientes de den-
sidade de sacarose ou de Percoll, da tecnologia de péro-
las imunomagnéticas e a remogao dos inibidores durante
a extragdo direta do DNA, como por exemplo, spin
collumns. No exterior, a maioria dos pesquisadores faz uso
de varios kits para concentragdo, extragdo e purificagao
do DNA de Cryptosporidium sp, o que nao ¢ viavel para
os laboratodrios brasileiros.

Varios autores citam problemas no isolamento e
purificacdo de DNA de Cryptosporidium sp, tanto em
amostras fecais como em amostras ambientais (4gua bru-
ta, agua tratada, lodo de esgoto, solo) e amostras de ali-
mentos (verduras e frutas).

Os protocolos de extracdo utilizam a quebra fisi-
ca, mecanica ou enzimatica da parede — dupla e muito re-
sistente - do oocisto de Cryptosporidium sp. Em amos-
tras fecais ou ambientais, o isolamento de DNA requer
mecanismos que possam eliminar os problemas gerados
durante a extragdo. O DNA alvo deve ser puro suficiente
para ndo interferir nos tratamentos enzimaticos ou causar
problemas durante a eletroforese.

A extracdo de DNA de células eucariontes consta
fundamentalmente de trés etapas: ruptura das células para
liberagdo dos nucleos; desmembramento dos
cromossomos em seus componentes basicos, DNA e pro-
teinas e separacdo do DNA dos demais componentes.

As membranas celulares devem ser rompidas para
liberagdo do DNA. Essa etapa ¢ realizada pela agdo de
um detergente como o SDS (dodecil sulfato de sédio)
ou CTAB (brometo de cetiltrimetilamonio). Para
oocistos de Cryptosporidium sp a solugdo de lise con-
tendo TrisHCl, EDTA, SDS, B-mercaptoetnol e
proteinase K, incubada a 65°C por trés horas tem sido
utilizada para amostras clinicas e ambientais, com bons
resultados'3.

O SDS ¢ um tenso ativo utilizado para permea-
bilizar a membrana celular, dissolvendo os lipideos (mo-
léculas de gordura) e proteinas da célula, além de que-
brar as ligagdes que mantém a membrana celular intacta.
A proteinase K ¢ eficiente em remover proteinas adicio-
nais do DNA durante a extragdo.

Deve-se evitar a agdo de DNAses, que podem de-
gradar o DNA. Por isso, os tampdes de extragdo devem
ter o pH por volta de 8,0. A adi¢ao de EDTA (4cido etileno
diamino tetracético) ao tampao de extragdo inibe a agdo
de DNAses.

Para proteger o DNA da agdo dos compostos
fenolicos que oxidam o DNA irreversivelmente, tornan-
do-o inacessivel as enzimas de restrigdo, deve ser adicio-
nado agentes anti-oxidantes, como o PVP (polivinilpi-
rrolidona), BSA (albumina de soro bovino) ou 8-
mercaptoetanol ao tampao de extragdo. A adigdo desses
facilitadores tem sido reportada como aumento na
especificidade da PCR permitindo a amplificagio de se-
quiéncias de DNA ricas em G-C, como ¢ o caso de
Cryptosporidium sp.

Os acidos nucléicos precisam ser separados das
proteinas e para isso acontecer realiza-se a extragdo com
fenol/cloroférmio/dlcool isoamilico (25:24:1), que
desnaturam as proteinas. Este ¢ o protocolo padrdo para
diferentes tipos de espécimes biologicos incluindo tecidos
animais e vegetais, material forense e arqueolédgico e flui-
dos do corpo.

O fenol ¢ usado para desnaturar e remover protei-
nas e outros contaminantes da solu¢do aquosa que con-
tém os acidos nucléicos. O cloroférmio ajuda a desnaturar
proteinas e a remover o fenol residual. O alcool isoamilico
¢ geralmente adicionado ao cloroférmio para reduzir es-
puma.

O alcool isopropanol gelado faz com que as mo-
léculas de DNA se aglutinem (precipitem) formando uma
massa filamentosa e esbranquicada. Ap6s uma lavagem
com alcool etanol gelado, o DNA precisa ser seco para
evaporar completamente o alcool e depois ser eluido com
50 ul de tampao TEII (Tris-EDTA) e armazenado a 4°C
até o momento de ser utilizado na amplificagdo pela rea-
¢do em cadeia da polimerase.

A extracdo de DNA baseada na utilizacao de fenol,
apesar de bastante eficiente pode, no entanto, comprometer
a qualidade do DNA caso residuos de fenol permanegam na
amostra. O fenol pode inibir a agdo da enzima Taqg DNA
polimerase impedindo o processo de amplificacdo do DNA.

Os espécimes fecais estdo entre os mais comple-
x0s espécimes para detecgdo por PCR direto devido a pre-
senga de inibidores de PCR que freqiientemente sdo co-
extraidos com o DNA do microorganismo alvo. Os
inibidores potenciais encontrados nas fezes incluem sais
biliares, complexos de carboidratos e complexos de
polissacarideos, possivelmente de origem vegetal.

A falta de uniformidade das amostras fecais em ter-
mos de matéria fisica, organismos alvos, e flora fecal as-
sociadas torna a extragdo de DNA de espécimes fecais al-
tamente variavel. Resultados de PCR falso-negativos po-
dem ser devido a presenga de pequeno nimero de orga-
nismos alvo no volume de amostra fecal examinada e da
decrescente estabilidade das células estocadas.

Os fatores que inibem a amplificagdo dos acidos
nucléicos pela PCR estio presentes nos DNA alvos em di-
ferentes tipos de amostras. Os inibidores geralmente atu-
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am em um ou mais dos trés pontos cruciais da reagdo. As
substancias inibidoras interferem na lise da célula, neces-
saria para extragdo do DNA; interferem na degradagao ou
captura do acido nucléico e inibem a atividade da
polimerase para a amplificagdo do DNA alvo. Esses efei-
tos adversos tém implicagdes importantes nas investiga-
¢oes clinicas e de Saude Publica, principalmente se as in-
vestigacdes envolvem triagem de alimentos ou de amos-
tras ambientais. Inibidores comuns incluem varios com-
ponentes dos fluidos do corpo (hemoglobina, uréia,
heparina), constituintes de alimentos (compostos organi-
cos e fenodlicos, glicogénio, gorduras) e compostos
ambientais (compostos fenolicos, acido humico, metais
pesados). Outros inibidores mais amplamente dissemina-
dos incluem constituintes de células bacterianas, DNA de
outros organismos presentes na amostra, itens de labora-
torio como talco da luva, utensilios plasticos, celulose e
pélen. E recomendével o uso de luvas sem talco ou a la-
vagem das luvas com talco antes de iniciar os procedimen-
tos.

Contaminacdo e outros fatores intimamente liga-
dos a reagdo, até mesmo componentes inertes podem cau-
sar inibicdo, ainda que seus mecanismos de a¢ao ndo se-
jam compreendidos. A contaminacgdo pode ser endogena
(amostra, enzima, tubos) ou exdgena (bactéria, poeira,
polen) aos componentes da reagao.

A origem mais obvia de contaminagdo endogena
s30 os compostos presentes na amostra de DNA nao pu-
rificado devidamente. Outros fatores incluem a qualida-
de da enzima e dos microtubos utilizados.

Um procedimento para diminuir o efeito dos
inibidores da PCR, ¢ diluir a amostra, potencialmente, sem
mascarar o0 DNA pela dilui¢ao das substancias inibidoras.
Porém, ao mesmo tempo, a sensibilidade do teste pode ser
comprometida por causa dos efeitos da diluigdo do DNA.

Um aspecto elementar na amplificagdo do DNA ¢
a falha da exposi¢do dos acidos nucléicos como alvo de
amplificacdo que resulta na falha da reagdo. A perda da
integridade da parede celular as vezes ndo ¢ suficiente
para liberar o DNA e a degradagdo enzimatica dos detri-
tos celulares geralmente ¢ necessaria.

Para a amplificagao do acido nucléico usa-se uma
mistura de PCR, a master mix, que ja ¢ comercializada
pronta ou pode ser preparada pelo pesquisador.

A concentracdo o6tima da ANTP - deoxinucleosideo
trifosfato — depende da concentragdo do MgCl,, da
estringéncia da reagdo, da concentragdo do primer, do
comprimento do produto a ser amplificado ¢ do nimero
de ciclos da PCR.

Condigdes de reagdo subdtimas devem-se princi-
palmente a selecdo impropria dos iniciadores (primers),
tempo e temperaturas improprias, variacdo da qualidade
da polimerase e concentragdo incorreta de MgCl,. Esses

fatores podem ser otimizados fazendo-se varios perfis de
temperatura baseados no calculo do melting point dos ini-
ciadores e de diluigdes seriadas de MgCL,. Os fons Mg**
sdo um co-fator vital para a 7ag-polimerase e sua concen-
tracdo afeta a especificidade da amplificagao.

Autores sugerem que a adigdo de DMSO (dimetil
sulfoxido) a mistura de PCR melhora o resultado porque
elimina amplificagdo inespecifica ou porque o DMSO
poderia aumentar a eficiéncia de anelamento dos inicia-
dores pela desestabilizagdo das estruturas secundarias den-
tro do template (DNA molde).

Compostos humicos sdo os inibidores mais
comumentes relatados em amostras ambientais. A adigdo
de polivinilpirrolidona (PVP) ou polivinilpolipirrolidona
(PVPP) supera a inibi¢ao e permite a separagao dos com-
postos humicos do DNA durante a eletroforese em gel de
agarose. Alguns autores identificaram que a causa da ini-
bicdo dos compostos hiimicos ¢ a sua interferéncia com
as enzimas liticas, se ligando com o DNA e as proteinas
e interferindo com a ligagdo entre o DNA alvo e a
polimerase. Os compostos fendlicos das amostras ou car-
regados pelos procedimentos de purificacdo organica do
DNA podem inibir a reagdo pela ligagao ou desnaturacao
da polimerase. Proteinases ¢ desnaturantes usados para a
lise celular podem ser carreados e inativar a polimerase
se a purificacdo do DNA for inadequada.

Resumidamente, as seguintes precaugdes devem
ser tomadas a fim de otimizar as reagdes de PCR: utilizar
material descartavel livre de DNA e/ou RNA; utilizar
reagentes previamente distribuidos em aliquotas e em lo-
tes submetidos a um controle de qualidade; utilizar pipetas
automaticas; analisar os produtos da amplificagdo em uma
area fisicamente separada da area onde reagentes e amos-
tras sdo preparadas; determinar empiricamente a concen-
tragdo de MgCl, 6tima para cada reagdo, pois com pouca
quantidade a Tag DNA-polimerase ¢ inativa € o excesso
de Mg?** livre causa redugdo da fidelidade enzimatica e
aumento de produtos ndo especificos; ¢ recomendado
1,25 U da Tag DNA-polimerase em 50 ul de reagdo (A
adigdo de mais enzima ndo altera o produto da PCR. Ras-
tros de DNA em gel (smearing) de agarose significam um
tempo de extensdo muito longo e excesso de enzima); os
primers (iniciadores) devem ter o tamanho de 15 - 30
nucleotideos e conter aproximadamente de 40 - 60% de
G+C; determinar corretamente a temperatura ¢ o tempo
de anelamento dos primers; usar reagentes protetores da
molécula de DNA como PVP e [ -mercaptoetanol.

Observando-se esses preceitos, desenvolveu-se
uma metodologia in house para extracdo de DNA
gendmico de oocistos de Cryptosporidium sp, presente em
amostras clinicas e ambientais, eficiente, reprodutivel,
com precos acessiveis e compativel com a realidade bra-
sileira %3,
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Influéncia da Modula¢io Imunoldégica Induzida pelo
Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) na
Infeccao Cervical pelo Papilomavirus Humano (HPV)

Carolina Nigro STELLA

Instituto Adolfo Lutz, Divisdo de Patologia, Se¢do de Citologia Oncotica.

O Papilomavirus Humano (HPV) é um virus nio-
envelopado, com capsideo icosaédrico e uma tnica mo-
lécula circular de DNA dupla-fita. Sua principal via de
transmissdo se da através do contato sexual. Existem cer-
ca de 200 tipos de HPV identificados e classificados de
acordo com pequenas alteragdes em seu genoma.

O HPV esta associado a uma grande diversidade
de condigoes clinicas que variam desde verrugas comuns
até cancer. A maioria das lesdes causadas pelo HPV ¢ be-
nigna. No entanto, durante a infecgao pelo HPV, a
integragdo andmala do DNA viral aos cromossomos das
células epiteliais hospedeiras pode originar crescimento
neoplasico. A infecgdo pelo HPV na mucosa cervical, atra-
vés deste processo oncogénico, pode gerar o carcinoma
cervical ou cancer do colo do utero. O potencial
carcinogénico do HPV esta relacionado as proteinas virais
E6 e E7, que sdo capazes de interferir no ciclo celular ao
interagir com proteinas celulares que atuam como
supressoras de tumor como p53 e pRb. Este processo cul-
mina na imortalizagdo celular, ¢ como consequéncias, a
formagdo de neoplasias. Os tipos de HPV ja identifica-
dos podem ser divididos em dois grupos principais: bai-
xo risco (representado principalmente pelos tipos 6 € 11)
e alto risco oncogénico (representado principalmente pe-
los tipos 16 ¢ 18).

Através da observagao da alta incidéncia e persis-
téncia prolongada de lesdes escamosas intra-epiteliais em
mulheres imunossuprimidas, concluiu-se que o sistema
imune exerce um importante papel no controle das infec-
¢oes por HPV. Existe ainda evidéncia de resposta humoral
e celular contra antigenos do HPV durante o curso de re-
gressao das lesoes®.

A partir destas descobertas, o virus da Imunode-
ficiéncia Humana (HIV) se tornou um importante fator
de risco para infecgdes persistentes por HPV e suas le-
soes associadas. O HIV-1 pode, inclusive, aumentar a
oncogenicidade dos HPV de alto risco, bem como ativar
os tipos de baixo risco*. Multiplos estudos relataram que
a infecgdo por HPV de alto risco ou por multiplos tipos
possui uma frequéncia significativamente mais alta em
mulheres infectadas pelo HIV 23,

Os primeiros estudos sobre a epidemia do HIV
em mulheres ja evidenciavam uma maior incidéncia de
displasia cervical entre as pacientes infectadas pelo HIV.
Por essa razao, ja em 1993 o Centro para Controle e Pre-
vengao de Doengas dos Estados Unidos (CDC) incluiu
a neoplasia cervical na lista de condi¢des sintomaticas
do HIV e o cancer cervical invasivo na defini¢do para
vigilancia de casos de AIDS, destacando a associagdo de
lesdes cervicais malignas e imunodeficiéncia causada
pelo HIV.

Como HIV e HPV compartilham uma mesma im-
portante via de transmisséo, através do contato sexual, ndo
sdo raros os casos de mulheres infectadas pelos dois vi-
rus concomitantemente.

Em mulheres saudaveis, a resposta imune local
exerce papel critico no controle da infecgao pelo HPV,
através de células apresentadoras de antigeno, citocinas e
expressdo de moléculas MHC. Condigdes normais de res-
posta imune celular podem levar a uma regressdo espon-
tanea das lesdes cervicais, € mesmo que ocorra uma pro-
gressdo, esta sera lenta, ja que ha infiltrado celular cons-
tituido por linfécitos T CD,*, CD,", macrofagos e
granulocitos no local da lesao.

Os fragmentos antigénicos provenientes das pro-
teinas virais (tais como E6, E7, L1) que sdo capturados
pelas células apresentadoras de antigeno, estimulam os
linfécitos T periféricos. Alguns autores observaram que
uma resposta linfoproliferativa de células CD," estd asso-
ciada com uma alta probabilidade de eliminagdo da infec-
¢éo pelo HPV. Infiltragdo celular composta essencialmente
por células CD," e macrofagos € frequentemente encon-
trada nos condilomas em regresséo espontinea’.

Ao reduzir o niimero absoluto de células CD," no
sangue periférico, o HIV compromete um importante me-
canismo de combate ao HPV, aumentando a prevaléncia
das lesdes associadas e sua progressdo para lesdes pré-
invasivas. Mulheres com o niimero absoluto de células
CD,", possuem indices de recorréncia e progressdo das le-
soes cervicais induzidas por HPV significativamente mai-
ores’, portanto o uso de anti-retrovirais que restauram a
imunocompeténcia da paciente podem ser considerados
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aliados na prevengao do cancer do colo do utero em mu-
lheres infectadas pelo HIV. Mulheres submetidas a tera-
pia anti-retroviral, apresentaram uma redugdo significati-
va da prevaléncia das lesdes cervicais, assim como uma
regressao das lesdes presentes, apesar da infecgao persis-
tente por HPV2,

Alguns resultados, no entanto, sugerem que as le-
soes cervicais por HPV persistem em uma grande parce-
la das mulheres que fazem uso da terapia anti-retroviral
no controle da infec¢@o por HIV, ja que esta terapia tem
seu principal efeito no controle da replicagdo viral do HIV,
ndo interferindo na historia natural da infec¢do pelo HPV?.

Apesar dos resultados controversos em relagdo a
terapia anti-retroviral, todos os estudos concordam que a
contagem de linfécitos CD," ¢ um fator importante que
deve ser considerado, e que todas as mulheres infectadas
por HIV devem ser constantemente rastreadas, sob rigo-
roso controle, quanto ao desenvolvimento de lesdes ma-
lignas induzidas por HPV.

Diante dos resultados apresentados por diversos
autores ao longo dos anos, foi possivel concluir que di-
versos fatores interferem no processo compreendido en-
tre a infec¢@o genital pelo HPV e o desenvolvimento da
neoplasia, dentre eles a condicdo imunoldgica em que a
mulher se encontra. Mulheres infectadas pelo HIV apre-
sentam maiores niveis de replicagdo do HPV e, como
consequéncia, uma chance em média cinco vezes maior
de desenvolver neoplasias em relagdo as mulheres
soronegativas para HIV.
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Venenos de Anfibios como Ferramentas de
Novos Farmacos para Leishmaniose

André Gustavo TEMPONE

Laboratorio de Toxinologia Aplicada, Servico de Parasitologia, Divisdo de Biologia Médica,

Instituto Adolfo Lutz

As doengas infecciosas parasitarias causam um
grande sofrimento a milhdes de pessoas em todo mundo,
principalmente em paises tropicais e subtropicais em de-
senvolvimento, incluindo um forte impacto na economia
¢ problemas a Satde Publica Dentre as principais doen-
cas tropicais, as causadas por protozoarios apresentam alta
morbidade e mortalidade, sendo representadas principal-
mente pelas Leishmanioses. Afetam grandes populagdes
marginais ao processo econdmico globalizado, e desta for-
ma, ndo sdo vistas como mercados potenciais para indus-
trias farmacéuticas, sendo assim, denominadas Doengas
Negligenciadas®. A Leishmaniose é uma doenca parasita-
ria que inclui variados graus de severidade, ocasionando
desde uma lesdo cutanea de cura espontanea a uma pro-
gressiva infeccao visceral fatal. Afeta um grande contin-
gente populacional e atualmente, cerca de 12 milhdes de
pessoas no mundo estdo infectadas, com relatos de 2 mi-
lhdes de novos casos por ano. Apesar da elevada
toxicidade dos antimoniais, descobertos em 1912 por
Gaspar Vianna, os antimoniais tém sido os farmacos de
escolha para o tratamento das Leishmanioses durante os
ultimos 60 anos. Farmacos como a anfotericina B e a
pentamidina sdo considerados, na maioria das vezes, como
escolha terapéutica de segunda linha, incluindo severos
efeitos adversos'.

Atualmente, um dos importantes métodos de pes-
quisa para o desenvolvimento de novos medicamentos,
vem se baseando na busca de novos prototipos farmacéu-
ticos encontrados principalmente em produtos de origem
natural. Estudos recentes demonstram que 61% dos me-
dicamentos desenvolvidos no periodo de 1981 a 2002,
apresentavam substincias naturais como prototipos. A pes-
quisa com venenos animais para obten¢do de novos
farmacos, ¢ realizada através de estudos biomonitorados,
realizando-se estudos celulares in vitro e fracionamentos
cromatograficos para o isolamento do composto ativo.
Venenos sdo substancias comuns na natureza, encontra-
dos em plantas e animais, representando uma extraordi-
naria defesa quimica contra predadores. Sdo importantes
ferramentas de estudos para o desenvolvimento de proto-
tipos farmacéuticos. Diversos peptideos, entre outros
metabdlitos secundarios extraidos de venenos animais,

vém sendo utilizados como protdtipos para inimeras clas-
ses de medicamentos, como: antihipertensivos: captopril
— Capoten® (inibidor da ACE); agentes antitromboticos:
eptifibatide - Integrilin®/Aggrastat® (antagonista compe-
titivo de integrinas); antihemorragicos em fase de estudos
pré-clinicos: textilinin Q70033; diabetes: exendin-4 -
Exenatide® em fase I1I de estudo clinico (para o controle
da glicose)*.

A pele de anfibios caracteriza-se pela presenga de
glandulas mucosas e granulosas, que secretam inumeras
substancias utilizadas na defesa contra predadores e
microorganismos. Venenos de anfibios sdo considerados
uma importante fonte de moléculas biologicamente ativas,
onde na maioria delas, encontram-se alcaldides, peptideos
e proteinas, esterdides e aminas biogé€nicas. Dentre as
muitas atividades farmacologicas descritas na literatura,
verificamos principalmente as antimicrobianas e recente-
mente, antiparasitarias. Em Leishmaniose, estudos recen-
tes destes venenos vém demonstrando um grande poten-
cial farmacologico. Como exemplos, verificamos o vene-
no do anfibio Rana temporaria, do qual se isolou
peptideos denominados temporinas, com marcante ativi-
dade contra Leishmania sp. e baixa citotoxicidade®.
Peptideos hidrofobicos com importante atividade contra
Leishmania sp vém sendo isolados de diferentes espéci-
es, como as bombininas, provenientes do anfibio Bombina
variegata e as magaininas, de Xenopus laevis®. Do géne-
ro Phyllomedusa sp., varios peptideos cationicos de 28-
34 residuos denominados dermaseptinas, vém se mostran-
do ativos contra Leishmania®. Esta nova classe de
polipeptideos, com grande potencial farmacologico, ain-
da apresenta atividade contra leveduras, bactérias e outros
protozoarios de interesse em Saude Publica. Metabdlitos
secundarios, como muitos alcaldides, encontrados nos ve-
nenos de anfibios, vém demonstrando também grande po-
tencial farmacoldgico. Modificagdes quimicas na estru-
tura do prototipo natural isolado podem servir como base
para novos estudos experimentais e posteriormente clini-
cos, potencializando suas atividades farmacoldgicas ou
mesmo, reduzindo seus efeitos toxicos.

Com base na dificuldade terapéutica das
Leishmanioses, devido aos longos periodos de medicagdes
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injetaveis administradas, restrito arsenal terapéutico,
toxicidade elevada, além de relatos de resisténcia, cons-
tata-se que a pesquisa por novos medicamentos ¢ impres-
cindivel. Mesmo com as elevadas taxas de mortalidade da
doenga nos paises endémicos, a Leishmaniose continua a
ser negligenciada pelos setores privados da economia, sen-
do delegada ao setor publico a tarefa de pesquisa ¢ de-
senvolvimento de novas terapias.
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