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RESUMO

Lipocalina associada a gelatinase neutrofilica (NGAL) ¢ uma molécula proteica predominantemente
expressa na parte distal do néfron apds a ocorréncia de lesao renal. Diferentemente da creatinina
sérica e da taxa de filtragdo glomerular, que sdo marcadores de func¢éo renal, os niveis aumentados
de NGAL, tanto no soro quanto na urina, estdo intimamente ligados a lesdes estruturais do néfron.
Os estudos clinicos indicam que poucas horas ap6s a ocorréncia da lesdo renal aguda os niveis
séricos e urindrios de NGAL ja se apresentam significativamente elevados, enquanto os niveis
séricos de creatinina e a sua depuracdo renal apenas sofrem alteracdes significativas entre 24-48h
apos a lesdo. Assim, a utilizagdo de marcadores de funcdo renal, usualmente avaliados na pratica
clinica, pode apresentar algumas limita¢oes além de dificultar a aplicagdo de medidas precoces que
visam a prote¢do renal. Esta revisdo da literatura tem por objetivo analisar os aspectos bioldgicos
e as aplicagdes da mensuragdo de NGAL em algumas condi¢des clinicas, incluindo injuria renal,
nefropatias e isquemia renal.

Palavras-chave. NGAL, doenga renal, prognéstico, biomarcador.

ABSTRACT

Neutrophil gelatinase- associated lipocalin (NGAL) is a protein molecule predominantly expressed in
the distal nephron after the occurrence of renal injury. Unlike the serum creatinine and the glomerular
filtration rate, which are the renal function markers, the increased levels of NGAL, both in serum and
urine, are closely linked to the structural injury to the nephron. Clinical studies indicate that a few
hours after the occurrence of acute renal injury, the serum and urinary levels of NGAL are already
significantly elevated, while the serum creatinine levels and renal clearance only undergo significant
changes between 24-48h after injury. Thus, the use of renal function markers, usually assessed in
the clinical practice, they may have some limitations also hindering the implementation of early
measures aimed at protecting the kidneys. This literature review aims at examining the biological
aspects and the applications of NGAL measurement in some clinical conditions, including kidney
failure, kidney diseases and renal ischemia.

Keywords. NGAL, kidney disease, prognosis, biomarker.
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A lipocalina associada a  gelatinase
neutrofilica (NGAL), também conhecida como

lipocalina-2, siderocalina, 24p3, ou LCN2,
¢ uma pequena molécula proteica com
peso molecular aproximado de 25 kDa e

foi primeiramente descrita em granulos de
neutro6filos humanos'. Além de ser componente
dos granulos de neutréfilos’, o NGAL também
¢ expresso em células epiteliais renais em
resposta ao processo inflamatdério e em células
tumorais durante o desenvolvimento de
neoplasias’, bem como em outros tecidos,
como pulmio, traqueia, estomago e colon*.
Esta proteina tem como principal ligante os
grupos siderdforos, que sdo pequenas moléculas
nao peptidicas carreadoras de ferro produzidas
por Dbactérias, plantas e provavelmente em
mamiferos, envolvidas no crescimento e na
sobrevivéncia celular, sendo responsaveis pelo
suprimento de ferro®.

Estudos in vitro indicam que o NGAL
pode desempenhar uma importante fungio
sobre o desenvolvimento renal®. Segundo
Rubinstein et al’, o NGAL apresenta dois
papéis principais: ligar-se a grupos sider6foros
presentes na circulagio sanguinea, e formar
o complexo Holo-NGAL que ¢ transportado
para o meio intracelular a fim de nutrir as
células, e atuar nos mecanismos de crescimento
e diferenciagdo celularr O NGAL também
atua como indutor de apoptose, pois quando
estd no meio intracelular sob a forma de
Apo-NGAL, livre de qualquer ligante, ¢é
capaz de transportar o ferro para o meio
extracelular, que provoca deficiéncia de ferro
no meio intracelular, e sinaliza a célula
a iniciar o processo apoptotico. Além disso,
faz parte do sistema imune inato em resposta
contra agentes infecciosos, a partir da deplecao
das reservas de ferro do agente infeccioso’.

O NGAL, além de ser uma proteina
envolvida nos processos fisioldgicos celulares,
atua como um biomarcador em varias condi¢des
patolégicas, e seus niveis estdo elevados em
certos tipos de neoplasias, inflamagao grave,

2/13

aterosclerose e doenca de Kawasaki’. Além
disso, a mensuracao dos niveis de NGAL, tanto

no soro quanto na urina, é considerada
como excelente ferramenta na identificagdo
precoce de lesdao renal*®”. Foi demonstrado

que em situagdes fisiologicas normais ha
pequena secrecdo de NGALY. Porém, poucas
horas apdés um estimulo danoso a estrutura
renal, como os processos de isquemia e
inflamaciao, hd aumento da producio deste
biomarcador. Tem sido sugerido que este
aumento pode ocorrer devido ao seu
envolvimento nos processos de bacteriostase
e proliferacdo de tbulos renais, que constituem
possiveis vias para a prote¢io mediada pelo
NGAL ao tecido renal'’.

Atualmente, a investigacdo de lesdo renal
¢ baseada nos niveis de creatinina sérica
e taxa de filtragdo glomerular, que sao
marcadores  usualmente  empregados  para
avaliar a funcdo renal, bem como nos
niveis de albumina urindria. No entanto,
um vasto numero de condi¢des renais agudas
pode existir sem induzir aumento significativo
nos niveis de creatinina sérica. Ja foi evidenciado
que ¢é necessario que ocorra prejuizo de 50 %
na fungdo renal para que possa ser identificado
o aumento da creatinina sérica”. De maneira
semelhante, ha estudos que indicam que a
albuminuria, mesmo sendo considerada como
padrdo ouro na avaliacgio de lesdo renal,
apresenta-se  inalterada mesmo apds o
acometimento a estrutura glomerular™.

Em contrapartida, ja foi demonstrado
que o NGAL ¢é considerado como marcador
sensivel e especifico para detectar a lesdo
renal em varios distdrbios renais, como
injuria renal agudo (IRA), nefropatia diabética
(ND), nefropatia mediada por IgA (NIgA) e
nefrite lapica (NL). Neste contexto, a avaliacdo
dos niveis de NGAL mostra-se como bom

indicador de lesao renal em estagios iniciais
antes que haja o comprometimento total do rim,
e pode ser empregado como marcador precoce.
Embora exista uma série de estudos
cientificos publicados em periddicos internacionais
que avaliam os niveis de NGAL em doencas

Publicagao continua on line: nimero de paginas sem efeito para citagao
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renais, ndo ha conhecimento de trabalho de
revisio em  periddico nacional referente
ao envolvimento deste biomarcador em doengas
renais agudas e crOnicas;  tampouco,
ha evidéncias cientificas da acurdcia do teste
diagnostico do  NGAL. Baseado  nestes
aspectos, o objetivo principal deste estudo
¢ realizar a revisdo sistemadtica atual da
literatura sobre o papel do NGAL como
biomarcador diagndstico e prognoéstico de lesdao
renal, bem como sua associagdio com outras
doengas renais.

Para efetuar a revisdo da literatura foram
consultadas as bases PubMed e ScienceDirect,
e a pesquisa foi realizada com a utilizagdo dos
seguintes MeSH termos e suas associagoes:
“Neutrophil gelatinase associated lipocalin’,
“NGAL’ “Kidney injury’, “Acute kidney injury’,
“IgA,  “Lupus’,  “Diabetic  nephropathy” e
“Renal schemia” Apds definir os limites (artigos
publicados nos ultimos 10 anos), foram obtidos
1.926 artigos quando o MeSH termo “Neutrophil
gelatinase associated lipocalin” foi consultado
na base ScienceDirect e 1.659 artigos quando
consultado na base PubMed.

Os critérios de relevancia para a selecao
dos trabalhos utilizados de base neste artigo
de revisio foram fundamentados no ano de
publica¢ao dos estudos, na relevancia cientifica,
a frequéncia em que estes estudos tém sido
citados na literatura internacional. Foram
excluidos os trabalhos cuja qualidade de evidéncia
tenha sido classificada como baixa ou muito
baixa quando avaliados pelo sistema GRADE
(Grading  of = Recommendations  Assessment,
Development and Evaluation). Os estudos de
maior relevancia clinica sobre o NGAL foram
classificados de acordo com o delineamento do
estudo e qualidade de evidéncia baseados no
sistema GRADE, que estdo apresentados na
Tabela 1. Os artigos publicados ha mais de 10
anos que constam na presente revisio foram
selecionados em fun¢do de sua importincia
cientifica sobre o tema.

Tabela 1. Relagdo dos trabalhos de acordo com o delineamento
do estudo e classificagio pelo sistema GRADE

. Delineamento do Classificacao
estudo GRADE
Mishra et al’ Coorte prospectivo Alta
Bennett et al® Coorte prospectivo Alta
Kim et al® Coorte prospectivo Moderada
Déi et al” Coorte prospectivo Moderada
Moon et al*® Coorte prospectivo Alta
Rostami et al* Coorte prospectivo Alta
Ding et al™! Coorte prospectivo Moderada
Peters et al* Coorte retrospectivo ~ Moderada
Yang et al** Coorte prospectivo Moderada
Brunner et al® Coorte prospectivo Moderada
Fanning et al*® Coorte prospectivo Alta
Nielsen et al* Cross-sectional Alta
Carvalho etal”  Coorte prospectivo Alta

GRADE = Grading of Recommendations Assessment, Development
and Evaluation

Biologia do NGAL

A lipocalina associada a gelatinase de
neutrdfilo, também conhecida como NGAL,
¢ uma pequena molécula de aproximadamente
25 kDa resistente a proteases que pertence
a familia das lipocalinas. As lipocalinas
constituem um grupo diverso e amplo de
proteinas que apresentam variabilidade tanto
funcional quanto estrutural. Os membros desta
familia compreendem as proteinas tipicamente
pequenas, secretadas em diferentes processos
caracterizados pelo reconhecimento celular,
tais como a habilidade de ligagdo com pequenas
moléculas, principalmente hidrofébicas, ligacao
com receptores especificos de superficie celular
e formacio de complexos macromoleculares.
Entre alguns papéis fisioldgicos desempenhados
por proteinas desta superfamilia, incluem o
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transporte de retinol, transporte de siderdforos,
sintese enzimatica de prostaglandinas, regulacao
da resposta imune e homeostase celular'.

Goetz et al', descreveram as principais
caracteristicas do NGAL e demonstraram que
seus ligantes de maior importancia sdo os
siderdforos. Siderdforos sio pequenas moléculas
ndo peptidicas que contém ferro e que sdo
produzidas por uma grande quantidade de seres
vivos, como bactérias, plantas e possivelmente
mamiferos. Estas moléculas carreadoras de ferro
estao envolvidas no crescimento e diferenciagdo
celular por meio de transporte e suprimento
de ferro. Quando complexado com algum
siderdforo, o NGAL apresenta coloragdo vermelha
caracteristica e exerce suas principais fungdes
bioldgicas’.

O NGAL se apresenta sob duas formas,
o Holo-NGAL e o Apo-NGAL, que sdo
respectivamente a proteina ligada a algum grupo
sideréforo e a proteina livre de qualquer ligante®.
As atividades do NGAL sdao mediadas pela sua
interagdo com receptores de superficie especificos
tais como o 24p3R, que é um transportador
de cations organicos, e o complexo megalina-
scavenger, que é um ligante proteico nao especifico
encontrado principalmente na borda em escova
das células do tubulo renal’. Sugere-se que estes
dois  receptores desempenham um  papel
fundamental na endocitose e na movimentagdo
do NGAL no meio intracelular. Além disso,
o NGAL também pode interagir com outros
receptores e ligantes, como o fator de crescimento
hepdtico, gelatinase B e proteinas quinases
extracelulares®.

A agao deste biomarcador pode ser descrita
na seguinte forma: o NGAL presente no plasma
interage com receptores especificos (24p3R ou
megalina) e ¢ internalizado na célula como um
complexo com sideroforos (Holo-NGAL) ou
sozinho (Apo-NGAL). Depois da internalizacdo,
o Holo-NGAL ¢é capaz de liberar o ferro em que
estava ligado no citoplasma, e levar ao acumulo
de ferro intracelular e regular os caminhos
genéticos especificos dependentes de ferro.
O NGAL pode entdo ser degradado no interior
da célula ou reciclado e ser enviado para o meio
extracelular como Apo-NGAL. A maioria dos
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efeitos protetores atribuidos a esta proteina,
provavelmente, é realizada por meio desse
mecanismo. Inversamente, Apo-NGAL pode
capturar os  sideréforos intracelulares e
transporta-los para o espago extracelular,
que priva a célula de suas reservas de ferro.
Isso provavelmente representa a forma pela
qual o NGAL exerce fortes propriedades
antibacterianas e sob condigdes particulares
podem promover a apoptose celular®.

O NGAL ¢ expresso em pequenas
concentragbes em multiplas células. Deste
modo, em individuos saudaveis, os baixos

niveis de NGAL sdo detectaveis na circulagido
sistémica. Os niveis deste biomarcador no
organismo dependem do género, idade, funcao
hepatica e da sua correlagio com pardmetros
inflamatérios. Tomonaga et al”, demonstraram
que niveis urinarios elevados deste biomarcador
foram encontrados em 6,5 % de pacientes
que ndo possuiam IRA, baseada nos critérios
convencionais”. No rim, o NGAL ¢ filtrado
pelo glomérulo e entdo reabsorvido no tubulo
proximal pela via dependente de megalina®*'®.
Imediatamente ap6s a lesdo renal aguda, o NGAL
¢ produzido massivamente na parte distal
do néfron, o que causa aumento nos niveis
plasmaticos e urindrios, e a excre¢do urinaria
pode ser potencializada pela diminuicdo da
reabsorcio desse biomarcador em virtude de
lesdo tubular proximal'®. Dessa maneira, as
células tubulares renais sdo consideradas uma
importante fonte de NGAL em resposta ao processo
inflamatdrio ou lesdo tecidual®.

Estudos in vitro indicam que o NGAL
pode desempenhar um importante papel no
desenvolvimento renal. Neste contexto, apds
a incubagdo de NGAL purificado com células
progenitoras epiteliais renais, foi observado que
esta proteina induziu um efeito proliferativo
sobre estas células, seguido de processo de
diferencia¢ao destas com a subsequente formacao
de estruturas semelhantes a néfrons, com a
expressao de marcadores de superficie celular
indicativos de células glomerulares e tubulares®.
Entretanto, este mecanismo nao parece ser
essencial para induzir a diferenciagdo celular
e o desenvolvimento renal in vivo, pois foi
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demonstrado que a inativagdo genética da
expressio de NGAL nao levou ao bloqueio da
maturacao renal, provavelmente pela existéncia
de vias alternativas envolvidas nestes processos
de maturacgao®.

Injuria renal aguda

A injuria renal aguda (IRA) é uma sindrome
complexa que ocorre em uma ampla variedade
de situagdes, com manifestacdes clinicas desde
as minimas elevacdes da creatinina até a faléncia
renal anurica®. Esta condi¢ao ¢é diagnosticada
principalmente quando ha eleva¢do dos niveis
séricos de creatinina, o que indica a perda da
funcao excretora renal®. Esta doen¢a pode afetar
de 20 % a 30 % dos pacientes hospitalizados,
0 que representa o alto custo financeiro e a direta
correlagilo com o aumento de morbidade e
mortalidade®.

Varios estudos clinicos tém sugerido
que os niveis de NGAL na urina podem servir
como marcador precoce de IRA. Mishra et al*
observaram aumento da expressio de NGAL nos
tubulos renais pouco tempo apds a ocorréncia de
lesdao tecidual, o que sugere que o aumento deste
marcador ocorre de maneira precoce na IRA*.
Além disso, outra caracteristica deste biomarcador
¢ a correlagio com a gravidade e duragdo da
lesdo, sendo possivel observar o aumento dos
seus niveis tanto no soro quanto na urina®»?.

Em uma meta-analise que avaliou 19 estudos,
envolvendo-se um total de 2.538 pacientes,
foi demonstrado que os niveis aumentados
de NGAL precederam o diagndstico de IRA*.
Além disso, Haase et al® também investigaram o
papel diagndstico e prognéstico de NGAL em
amostras de urina e de plasma. Neste estudo,
foi demonstrado que os niveis aumentados de
NGAL e taxas normais de creatinina sérica
identificaram 40 % a mais de pacientes com
IRA, quando comparados com aqueles que
apresentaram apenas os niveis séricos de
creatinina elevados. Além disso, foi evidenciado
que niveis aumentados de creatinina sérica
e niveis normais de NGAL indicavam
apenas o decréscimo da fun¢do renal, sem

apresentar lesdo tubular. Foi também demonstrado
que niveis elevados de NGAL na IRA, com
ou sem aumento de niveis de creatinina,
estavam associados com maior risco de morte
e necessidade de terapia de substituicdo renal.
Assim, o aumento da concentragio de NGAL
indica a ocorréncia de lesao tubular que precede
a diminui¢do da fungdo renal, o que sugere que
este ¢ um biomarcador precoce no diagndstico
de IRA, e como uma importante ferramenta no
progndstico de desfechos negativos®.

Kim et al® conduziram um estudo em que
analisaram individuos em estado critico e com
suspeita de sepse; e do total de 231 pacientes, 18
desenvolveram IRA e 98 tiveram sepse confirmada.
A relagdo entre sepse e IRA ainda nao é totalmente
compreendida, mas considera-se que esta esteja
associada com hipoperfusdo, frequente trombose
de microvasos, infiltracio de células do sistema
imune e apoptose, o que sugere o significante
papel da sepse na toxicidade imune renal®.
Neste estudo foi observado que os pacientes
que desenvolveram IRA apresentaram niveis
mais elevados de NGAL. No entanto, nao foi
encontrada diferenca estatistica nos niveis de
NGAL quando foram comparados os pacientes
com sepse e que desenvolveram IRA e os pacientes
com apenas sepse. Este resultado sugere que
aumento na produ¢do de NGAL extrarrenal pode
ter ocorrido em resposta a sepse®.

Doi et al” analisaram pacientes adultos
que seriam submetidos a cirurgia cardiaca; e do
total de 146 pacientes, 68 receberam diagndstico
de doenca renal cronica (DRC). E em até trés
dias apds o procedimento operatério, a IRA
foi diagnosticada em 53 pacientes. Os niveis
plasmaticos de NGAL e de creatinina foram
significativamente elevados em amostras coletadas
de pacientes antes da cirurgia cardiaca, e que
posteriormente  desenvolveram IRA, quando
comparados ao grupo de individuos que néao
desenvolveu a doenca. Além disso, o aparecimento
de IRA foi maior no grupo que previamente
apresentava DRC. Os niveis desse biomarcador
foram também mensurados em amostras de
plasma coletado em 2, 4, 12, 24 e 36 horas apds
o procedimento cirurgico; e os niveis de NGAL
estavam significantemente elevados em todos
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os pontos de tempo no grupo que desenvolveu
IRA. Foi também evidenciado que o aumento
de NGAL foi mais expressivo em pacientes
que desenvolveram IRA moderada e grave, o
que indica que os niveis plasmaticos desse
biomarcador podem estar associada a gravidade
da doenga. A mensura¢do dos niveis plasmaticos
de NGAL em portadores de DRC na fase
pré-operatoria pode identificar um grupo de alto
risco para doenga renal em estagio final e morte.
Ademais, este pode ser indicador precoce de IRA
quando comparado com os niveis plasmaticos de
creatinina ou taxa de filtragdo glomerular”.

Moon et al*® avaliaram o valor preditivo
dos niveis urinarios de NGAL para a recuperagio
ap6s IRA, em comparagdo com outros marcadores
como creatinina sérica e cistatina C urindria.
Participaram do estudo 66 pacientes, dos quais 33
pertenciam ao grupo em que houve recuperagio,
que foi definida pela diminui¢do de 50 % dos
niveis séricos de creatinina em relagdo ao nivel de
pico de cada paciente; e os demais 33 pertenciam
ao grupo em que ndo houve recuperacao da IRA.
As causas mais comuns de IRA foram sepse ou
infecgdo (50,0 %), isquemia (27,3 %) e nefrotoxinas
(19,7 %). Foi observado que o NGAL urinario era
o preditor de mau prognostico para recuperagao
de IRA e que baixos niveis deste marcador
estavam associados a maior probabilidade de
recuperagao. Porém, os niveis de creatinina
sérica e cistatina C urindria apenas mostraram-se
significantemente diferentes apds o 4° dia,
sugerindo-se que estas sdo marcadores menos
precoces do que NGAL. Os autores concluiram
que os niveis de NGAL urinario estdo associados
com a possibilidade de haver ou ndo recuperagio
apos IRA, tornando-se possivel efetuar a escolha
do tratamento com o melhor potencial terapéutico
para cada paciente **.

A fim de avaliar o potencial progndstico
de NGAL, Rostami et al® analisaram 64
pacientes submetidos ao transplante renal, dos
quais 31 desenvolveram IRA apds o transplante.
Houve aumento dos niveis de NGAL urinario
nas primeiras horas apds o transplante renal
nos pacientes que desenvolveram IRA, o que
demonstra que esse biomarcador é um bom
preditor de IRA apds a cirurgia de substituicao
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renal®. Os principais achados dos estudos
referentes & IRA, bem como a avaliacio dos
niveis de NGAL nas condi¢cdes patologicas
subsequentes estdo descritos na Tabela 2.

Nefropatia mediada por IgA

A nefropatia mediada por IgA (NIgA) é
a forma mais comum de glomerulonefrite®,
causada pelo acumulo de IgA nos rins, que por
sua vez leva a lesio glomerular. Ding et al’
quantificaram os niveis urinarios de NGAL em
pacientes portadores de NIgA, que apresentavam
elevada proteinuria, e demonstraram o aumento
significativo nos niveis de NGAL em pacientes
portadores desta doenga. Apds 6 meses de
tratamento com varfarina sédica, benazepril e
tripterygium, em 21 pacientes que responderam
bem ao tratamento houve diminui¢do na proteinuria
e nos niveis de NGAL, o que evidencia que esse
biomarcador além de ser usado para identificar a
lesdo renal decorrente de NIgA, também pode ser
utilizado para monitorar o tratamento do paciente.
Os niveis de NGAL também estdao associados com
o grau de lesdo histologica renal’'.

Recentemente, Peters et al** quantificaram
0 NGAL urindrio em 65 pacientes portadores
de NIgA e 65 voluntdrios saudaveis como grupo
controle. Os niveis de NGAL estavam aumentados
no grupo de pacientes quando comparado com
o grupo controle. Os niveis desse biomarcador
foram também associados com o desenvolvimento
de doenca renal em estagio final®>.

Nefrite lapica

A nefrite lupica (NL) é decorrente de lupus
eritematosos sistémicos (LES), que é uma doenca
autoimune inflamatéria que atinge diversos
6rgaos. Nos rins, a lesdo ocorre pelo depdsito
de imunoglobulinas e complementos, que se nao
for tratado evoluira para faléncia renal. Rubinstein
et al” sugeriram que este biomarcador poderia
ser uma boa ferramenta para efetuar a detecgdo
de NL, uma vez que seus niveis apresentavam-se
significativamente aumentados em pacientes
portadores de LES’. Os niveis de NGAL aumentam
em resposta a inflamac¢do causada pela NL e
diminuem ao longo do tratamento™.

Yang et al** demonstraram a ocorréncia
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Tabela 2. Alguns estudos que associam NGAL com doengas renais

Autor

Populagio

Achados chave

Mishra et al’

Bennett et
a123

Kim et al®

Ddi et al¥”

Moon et al*®

Rostami et
a129

Ding et al**

Peters et al*

Yang et al**

Brunner et
alk®

Fanning et
al*®

Nielsen et
al45

Carvalho et
a147

71 criangas submetidas a cirurgia
corretiva cardiaca com circulagao
extracorpdrea

196 criangas submetidas a cirurgia
corretiva cardiaca com circulagao
extracorpdrea

231 pacientes em estado critico com
suspeita de sepse

146 pacientes adultos submetidos a
cirurgia cardiaca

66 pacientes com IRA

64 pacientes submetidos a
substitui¢do renal

70 pacientes com NIgA

65 pacientes com NIgA

42 pacientes com NL

76 pacientes com NL

50 pacientes submetidos a cirurgia
cardfaca

148 pacientes com diabetes mellitus
tipo 1

117 pacientes com diabetes mellitus
tipo 2

O NGAL apresentou elevado potencial diagndstico precoce de IRA. Utilizando-se
o cut-off de 50ug/L foram obtidas sensibilidade de 100 % e especificidade de
98 %

Os niveis urindrios de NGAL foram associados a duragéao e a gravidade do IRA. Por
meio de analise da curva ROC, foram obtidas sensibilidade de 95 % e especificidade
de 82 % considerando-se o cut-off de 100 ng/mL

O desenvolvimento de IRA foi associado aos niveis elevados de NGAL plasmdtico. O
cut-off para tomada de decisio terapéutica para o NGAL foi de 150 ng/mL.

A dosagem de niveis plasmaticos de NGAL em portadores de DRC na fase pré-
operatdria identificou um grupo de alto risco para doenga renal em estagio final e
mortalidade. NGAL mostrou ser indicador precoce de ocorréncia de IRA quando
comparado com os niveis plasmaticos de creatinina ou taxa de filtragdo glomerular.
Considerando-se o valor de cut-off de 220 ng/mL, a sensibilidade foi de 89 % e a
especificidade de 75 % para identificar IRA

O NGAL urinério foi o marcador de mau prognéstico para recuperagiao de IRA; e
baixos niveis deste marcador foram associados a maior probabilidade de recuperagao
em pacientes diagnosticados com IRA. O cut-off de NGAL urinario para recuperagao
de IRA foi de 348,2 ng/mL com sensibilidade de 84 % e especificidade de 68,7 %

Niveis elevados de NGAL urindrio identificaram precocemente o desenvolvimento
de IRA apds a cirurgia de transplante renal. Considerando-se o cut-off de 204 ng/mL,
foram obtidas sensibilidade de 72 % e especificidade de 67 %

O NGAL apresentou-se elevado em pacientes com NIgA quando comparados com
individuos saudaveis. Apds seis meses de tratamento da nefropatia foi observada
a diminuigdo na proteindria e nos niveis de NGAL. Considerando-se o cut-off de
20,5 pg/L, foram obtidas a sensibilidade de 90,2 % e especificidade de 67,9 % para
identificar pacientes com NIgA

O NGAL apresentou-se elevado em pacientes com NIgA quando comparados
com individuos saudaveis. Os niveis deste biomarcador foram associados ao
desenvolvimento de doenga renal em estagio final

Os niveis urindrios de NGAL foram elevados em pacientes portadores de NL e em
individuos portadores de LES que apresentavam proteintria quando comparados
com individuos saudaveis. Considerando-se o cut-off de 31 mg/dia, foram obtidas
sensibilidade de 70,8 % e especificidade de 84,5 %

Apesar da capacidade de prever a ocorréncia de lesdo renal proveniente de NL e ser
um método pouco invasivo, o NGAL ndo conseguiu discriminar as diferentes classes
histolégicas de NL

O NGAL urindrio mostrou ser um bom preditor para IRA associada a cirurgia
cardiaca. A avaliacdo dos niveis séricos e urinarios absolutos de NGAL demonstrou
bom valor preditivo para IRA associada a cirurgia cardiaca

Os niveis de NGAL foram elevados em pacientes diabéticos quando comparados
com individuos saudaveis. O aumento de NGAL foi também detectado em pacientes
diabéticos normoalbumindricos, o que indica lesao tubular em estagio inicial

Os niveis de NGAL urinario apresentam associagdo positiva com a albuminuria.
O aumento de NGAL foi também detectado em pacientes diabéticos
normoalbuminricos, o que indica ND em estagio inicial

NGAL = lipocalina associada a gelatinase neutrofilica; IRA = injuria renal aguda; ROC = receiver operator characteristic; DRC = doenga renal cronica; NIgA = nefropatia
mediada por IgA; NL = nefrite ltipica; LES = liipus eritematoso sistémico; ND = nefrite diabética
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de aumento dos niveis urindrios de NGAL em
pacientes portadores de NL e em pacientes
portadores de LES que apresentavam proteinuria.
Os niveis desse marcador ndo estavam alterados
em pessoas portadoras de outras doengas
autoimunes avaliadas nesse estudo, como sindrome
de Sjogren, sindrome antifosfolipide, vasculite,
anemia hemolitica autoimune, artrite reumatoide
com sobreposicio de esclerose sistémica,
polimiosite, doenga de Still com inicio na idade
adulta, pénfigo e urticaria aguda, e em individuos
portadores de LES mas sem comprometimento
renal*.

Brunner et al*® associaram os niveis
urinarios de NGAL com os achados histolégicos
em 76 pacientes portadores de NL, identificados
por meio de bidpsia renal. Das 76 amostras de
urina, 38 foram obtidas no dia anterior ou no
dia da realizagdo da bidpsia, e as outras 38 foram
coletadas, em média no intervalo de 3,5 dias,
apos a realizagdo da bidpsia. Os 38 pacientes que
realizaram a bidpsia antes da coleta de amostra de
urina, estavam submetidos ao intenso tratamento
para NL. Considerando-se apenas os 38 pacientes
que realizaram a bidpsia apos a coleta da urina,
houve uma correlacio entre os niveis mais
baixos de NGAL concomitante com a presenga de
crescimentos celulares. Este é importante achado
histopatoldgico indicativo da proliferacao da NL,
o que indica a ocorréncia de possivel falha na
protecdo do rim frente as mudancas estruturais
causadas pela NL*>. Apesar da capacidade de prever
o surgimento de lesdo renal proveniente de NL e
de ser um método pouco invasivo, o NGAL
nio consegue discriminar as diferentes classes
histolégicas de NL, e ndo hd possibilidade de
substituir a bidpsia renal, que é atualmente o
padrdo ouro no diagndstico de NL*.

Isquemia renal

Acredita-se que o rim seja altamente
suscetivel a lesdo causada por isquemia como
resultado de vasoconstricao, lesio endotelial ou
pela ativacdo de respostas inflamatérias imunes.
Esta suscetibilidade ocorre, em parte, pela
associagdo entre o suprimento sanguineo na
medula renal externa, em que as células tubulares
sao mais vulneraveis a isquemia e pela resposta
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funcional do néfron, que podem levar a toxicidade
celular?.

Fanning et al*® buscaram identificar o ponto
no tempo, dentro do periodo perioperatdrio, em
que os niveis séricos e urinarios de NGAL teriam
o maior poder preditivo para o desenvolvimento
de IRA. Estes pesquisadores investigaram também
se a mudanga dos niveis de NGAL a partir de um
valor basal seria melhor marcador prognoéstico de
IRA do que o valor absoluto desse biomarcador.
O NGAL urinario mostrou ser o melhor preditor
para IRA associada a cirurgia cardiaca,
principalmente quando mensurado no periodo
de 4 e 24 horas apds o inicio da circulagdo
extracorporea. A avaliagdo dos niveis absolutos
de NGAL tanto urindrio quanto sérico mostrou
ser o melhor preditor de IRA associada a cirurgia
cardiaca em relagdo a avaliagdo do nivel basal
desse biomarcador?.

Os niveis séricos de creatinina levam de
um a trés dias para evidenciar a IRA apds a
cirurgia cardiaca, ao passo que NGAL leva até
trés horas para demonstrar niveis urindrios e
séricos significativamente elevados®. Um recente
estudo mostrou que mesmo quando os niveis
de creatinina ndo estdo clinicamente elevados, a
dosagem do NGAL tem a capacidade de detectar
IRA subclinica, que pode evoluir para situagdes
mais graves®.

Em criancas de até trés anos de idade e
portadoras de doenga cardiaca congénita, o
NGAL mostrou ser um excelente biomarcador de
IRA quando determinado no periodo de 4 a
6 horas apds a cirurgia cardiaca®”. No entanto,
nos adultos os niveis de NGAL tém menor valor
preditivo para IRA*. Mishra et al’ obtiveram
sensibilidade de 100 % e especificidade de
98 % na predicdo de IRA em duas horas apds a
cirurgia cardiaca pedidtrica, ao avaliar os niveis de
NGAL sérico e urinario’. Bennett et al* fizeram
associa¢do dos niveis urinarios de NGAL em duas
horas apos a cirurgia cardiaca com a duragdo e
gravidade do IRA, a necessidade de medidas de
suporte, como hemodidlise, didlise peritoneal e
transplante renal, tempo de estada no hospital
e risco de morte®. Além disso, os niveis elevados
de NGAL urindrio estdo associados a prolongada
ventilagdo mecanica e permanéncia mais longa
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em unidade de tratamento intensivo*..

Nefropatia diabética

Nefropatia diabética é uma complicacao
grave que se desenvolve em 30-40 % dos pacientes
diabéticos, e o monitoramento da albumindria
e intervengdes que visam a protecao do rim sdo
essenciais’. A albumindria ocorre pela excre¢do
de albumina na urina e ¢é primariamente o
resultado de lesio glomerular, mas também
pela falta de reabsorcdo tubular da albumina®.
Mesmo que a excre¢do de albumina ocorra
nas regides glomerular e tubular, as lesdes que
ocorrem nesses dois locais nem sempre estdo
associadas*, e um marcador mais especifico para
lesao tubular se faz necessario.

Nielsen et al* demonstraram que mesmo
em pacientes portadores de diabetes tipo 1, que
apresentavam valores de albumintria dentro dos
valores de referéncia, os niveis de NGAL urinario
foram elevados quando comparados com os
individuos saudaveis ndo diabéticos. Além disso,
foi detectada a correlacio entre os niveis mais
elevados de albuminuria com os niveis mais altos
de NGAL®. Resultados similares foram achados
em estudo feito com pacientes portadores de
diabetes tipo 2, em que os valores mais elevados de
albuminduria estavam também associados com os
niveis aumentados de NGAL*.

Em estudo mais recente, Carvalho et al¥
investigaram se os niveis urindrios de NGAL
estariam elevados em pacientes diagnosticados
com diabetes mellitus tipo 2 e com niveis normais
ou pouco elevados de albuminuria. Estes pacientes
foram divididos em trés grupos de acordo com o
valor obtido da razdo entre os niveis urindrios
de albumina e de creatinina (uACR). Em um
dos grupos foram incluidos os pacientes com
niveis normais de albuminuria (uACR < 10 mg/g
de creatinina). Os pacientes com niveis pouco
elevados de albuminuria (uACR 10-30 mg/g de
creatinina) constituiram o segundo grupo e o
terceiro grupo foi compreendido por pacientes
com niveis moderadamente ou excessivamente
elevados de albuminuria (WACR > 30 mg/g
de creatinina). Os niveis de NGAL urinario
aumentaram progressivamente entre os grupos, e
estes dados mostraram a existéncia de correlagdo

positiva entre albumindria e NGAL urinario”.

A dosagem dos niveis de NGAL pode
ser realizada em amostras de plasma e soro,
livres de hemdlise e, também, em urina que é a
amostra geralmente utilizada. A analise dos niveis
deste biomarcador ¢ realizada por meio de técnicas
de imunoensaio como ensaio de imunoabsor¢do
ligada a enzima (ELISA) e mais recentemente por
meio de imunoquimioluminescéncia®®. Grenier
et al*® avaliaram diferentes aspectos pré-analiticos
sobre os niveis de NGAL, como os interferentes
analiticos e a estabilidade a curto e longo prazo
das amostras. Neste estudo foi investigada
a estabilidade de 95 amostras de urina, que
foram mantidas refrigeradas a 4 °C para avaliar
a estabilidade em curto prazo, e a -20 °C e
-75 °C para avaliar a estabilidade de longo prazo.
Houve uma queda menor do que 2 % nos niveis
de NGAL nas amostras de urina estocadas a
4 °C durante o periodo de até 22 dias, e queda de
7,8 % e 12,0 % em média nas amostras estocadas
a-75 °C e -20 °C, respectivamente, em um periodo
de até 13 meses. Por conseguinte, ¢ recomendado
que as amostras a serem empregadas na mensuragao
dos niveis de NGAL ndo de imediato, sejam
estocadas a temperatura de -75 °C para garantir a
preservacao dessa proteina®.

Em estudos mais recentes, Vrie et al®
investigaram a estabilidade do NGAL em amostras
de urina armazenadas em diferentes temperaturas
(4 °C e -80 °C) e com a presenga ou auséncia
de inibidor de protease. Os niveis de NGAL se
mantiveram estaveis durante o periodo de 48h
para as amostras armazenadas a 4 °C e por
um periodo de seis meses para as amostras
armazenadas a - 80 °C, independentemente da adicao
de inibidor de protease®.

A adi¢do de alguns interferentes pré-analiticos,
como acetona (100 mg/dL), acido ascérbico
(1 g/dL), albumina (1 g/dL), bilirrubina (2 mg/dL),
creatinina (1 g/dL), etanol (200 mg/dL), glicose
(2 g/dL), hemoglobina (1 g/dL), NaCl (6 g/dL),
acido oxalico (100 mg/dL), riboflavina (7,5 mg/dL)
e ureia (12 g/dL) nas amostras de urina de
voluntarios saudaveis ndo induziram alteragoes
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significativas nos valores de NGAL®.

A IRA e outras condi¢bes em que ha o
envolvimento de lesdo renal, como DRC, nefropatia
mediada por IgA, nefrite lipica, isquemia renal
e nefropatia diabética, que sdo doengas que
atingem pacientes em estado critico, faz com que
ocorra o aumento consideravel da necessidade de
terapia de substituicdio renal e risco de morte.
O diagnostico e o progndstico destas patologias
estdo baseados na avaliagdo de biomarcadores de
funcdo e de lesdo renal. Os marcadores atualmente
utilizados na detec¢do da perda de fungdo renal,
como a creatinina sérica e a taxa de filtracdo
glomerular, muitas vezes apresentam aplica¢ao
limitada na pratica clinica. Neste contexto, é
necessaria que ocorra uma perda consideravel
na fungdo renal para induzir alteracio detectavel
desses parametros. Além disso, a albumindria que
¢ o marcador padrio ouro na avaliacio de
lesao renal, pode também apresentar-se inalterada
em situagdes nas quais ja ha lesdo renal instalada.

Tendo em vista estas limitagcdes, o NGAL
tem sido amplamente estudado considerando-se
o seu papel na ocorréncia de lesdo renal, com
destaque para IRA, bem como pela viabilidade
de se tornar um biomarcador sensivel e preciso
que pode ser utilizado na pratica clinica para
identificar a ocorréncia desta doenca em seu
estagio inicial. Conforme representada na Tabela
2, a avaliacdo dos niveis séricos e urindrios de
NGAL mostra o bom potencial diagnostico de IRA,
e possui a capacidade de predizer os desfechos
clinicos e de ser utilizado no monitoramento
da doenga. Em virtude de precocidade de ser
detectada em doengas renais, sua correlacio com a
progressao da doenca e o fato da possibilidade de
ser mensurado em amostras de urina, cuja coleta é
feita por meio de procedimento néo invasivo, fazem
do NGAL um importante marcador de lesdo renal.
De fato, a avaliagdo de marcadores de dano tubular
em doencas renais, incluindo-se o NGAL, tem
ganhado destaque pelo fato destes apresentarem boa
sensibilidade e especificidade em detectar a leso.
Particularmente, o NGAL apresenta-se como um
marcador promissor de dano renal em uma série
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de doengas renais, como IRA, DRC e nefropatias.
No entanto, a albumintria ainda é o padrao ouro
no diagnostico de lesao renal, e a avaliagdo da fungao
renal é realizada por meio de avaliacdo da creatinina
sérica e sua depuracao renal. Portanto, a avaliacdo
do NGAL, nas amostras de urina e de plasma, parece
ser potencial ferramenta a ser implementada na
pratica clinica para complementar os parametros
tradicionais de diagndstico, progndstico e de
monitoramento das doengas renais. Além
disso, novos estudos devem ser realizados para
estabelecer o verdadeiro papel do NGAL, seja como
pardmetro diagndstico ou como um marcador
de monitoramento. Neste sentido, ainda nao
hd condicoes de afirmar de que o NGAL possa
substituir os marcadores que atualmente sdo
utilizados no diagnoéstico das doengas renais, mas
sim de sugerir que a mensuragdo dos seus niveis
pode refletir em um diagnostico precoce e exato em
pacientes de grupos de risco para doengas renais,
quando acompanhado da andlise de marcadores
bem estabelecidos na pratica clinica.
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RESUMO

A leishmaniose visceral encontra-se amplamente distribuida no mundo, e em virtude de sua elevada
ocorréncia e alto grau de letalidade, assume grande importancia em satde coletiva. Neste estudo foi
avaliado o conhecimento sobre a leishmaniose visceral em um grupo da populagdo no municipio
de Bauru (SP), por meio de questionario aplicado em diferentes bairros da cidade. Do total de 280
pessoas entrevistadas, 99,3 % afirmaram ja terem ouvido falar da doenga, 77,1 % conheciam o modo
de transmissao, 87,1 % reconheciam o papel do cdo como reservatdrio doméstico, 59,6 % sabiam sobre
os sinais clinicos nos humanos, 86,1 % conheciam os sinais clinicos em cées, 59,6 % reconheciam
as medidas preventivas, 58,6 % compreendiam a necessidade da eutandasia canina, e 27,1 % tinham
conhecimento sobre o principal periodo do dia em que o inseto vetor atua. Variagdes significativas
no nivel de instru¢do dos participantes foram evidenciadas em relacdo a alguns bairros e ao grau
de escolaridade, mas ndo quanto a renda familiar. No geral, o nivel de conhecimento da populagdo
estudada revelou-se bom, porém, com caréncia de informacgdes em alguns aspectos, principalmente
quanto ao periodo de atua¢do dos flebotomineos, ressaltando-se a necessidade de melhorias na
divulgacao de particularidades da parasitose.

Palavras-chave. leishmaniose visceral, inquérito, conhecimento, questiondrio.

ABSTRACT

Visceral leishmaniasis is a widespread disease in the world, and due to its high incidence and high
mortality, it is of great importance in public health. This study aimed at evaluating the knowledge
on visceral leishmaniasis in a group of population in the city of Bauru (SP), through a questionnaire
applied in different districts of the city. Of 280 participant persons, 99.3 % stated they had heard
about the disease, 77.1 % knew the mode of transmission, 87.1 % recognized the role of dogs as
domestic reservoirs, 59.6 % knew on the clinical signs in human, 86.1 % knew the clinical signs in
dogs, 59.6 % recognized the preventive measures, 58.6 % understood the need of canine euthanasia
and 27.1 % had knowledge on the main day time in which the insect acts. Significant variance in the
participants education degrees were shown in relation to some districts and to the educational level,
but not regarding to the family income. Overall, the knowledge degree of the evaluated population
proved to be good, however, lack of information in some aspects was observed, especially regarding
to the period of sandflies activity, emphasizing the need for improving the disclosure of the parasite
particulars.
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A leishmaniose visceral, ou calazar, é uma
parasitose amplamente distribuida no mundo,
principalmente em regides tropicais e subtropicais
da Asia, Oriente Médio, Africa, América Central
e América do Sul'. Aproximadamente 300 mil
novos casos ocorrem todos os anos, com 20.000 a
40.000 mortes anuais®.

No Brasil, a doenca é causada pelo protozoario
Leishmania (Leishmania) infantum e transmitida

pela picada de insetos vetores - Lutzomyia
longipalpis e Lutzomyia cruzi - infectados,
conhecidos  popularmente como  mosquito

palha, tatuquiras, birigui, entre outros’. Além do
homem, que representa um hospedeiro acidental
da doenga por entrar em contato com o ciclo
de transmissdo, esta parasitose acomete varias
outras espécies de animais, como roedores,
marsupiais, edentados e canideos®.

A leishmaniose visceral humana ¢é uma
doenca sistémica e cronica, com periodo de
incubagao bastante variavel (podendo chegar a dois
anos) e, quando nao tratada, evolui para o dbito em
mais de 90 % dos casos®. As principais manifestagdes
clinicas sao febre alta, hepatoesplenomegalia,
pancitopenia, hipergamaglobulinemia, perda de
peso e anemia®.

Em virtude do significativo aumento na
sua incidéncia, nos ultimos anos tem ocorrido
um crescente interesse nesta parasitose. Além de
relato de epidemias recentes em areas endémicas,
ha evidéncias de disseminagdo para dreas
anteriormente ndo endémicas’. Tais situacdes
podem ser explicadas em parte pela melhoria do
diagnédstico e notificagdo dos casos, mas também
sdo resultados de fatores associados ao aumento
da migracao da populagio, ao aumento da
deteccdo associada as infecgdes oportunistas
(HIV/AIDS), ao surgimento de resisténcia a
drogas utilizadas no tratamento e a adaptagdo
dos ciclos de transmissdo aos ambientes
peridomiciliares, decorrente da urbanizagdo e do
desmatamento®. Dessa forma, embora seja uma
doenga predominantemente rural, os registros
tém revelado seu processo de urbaniza¢ao’.

No Brasil, a leishmaniose visceral esta
registrada em 21 das 27 Unidades da Federacao,
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e aproximadamente 1.600 municipios apresentam
transmissao autdctone’.

Vale ressaltar que em dreas urbanas, o cao
(Canis  familiaris) é considerado o principal
reservatorio  doméstico da  doenca e,
consequentemente, a principal fonte de infec¢ao
humana®.

Classicamente, 0s caes enfermos
apresentam  alteracbes  cutdneas  (alopecia,
eczema furfuraceo, ulceras e hiperqueratose),
onicogrifose, emagrecimento, cerato-conjuntivite
e paresia dos membros posteriores'"'>. Entretanto,
a maioria dos caes infectados permanece
sem sinais clinicos por um longo periodo de
tempo, o que dificulta o diagnodstico e favorece a
transmissdo da infecgao®.

As estratégias de controle da leishmaniose
visceral fundamentam-se em trés medidas:
(1) diagnostico e tratamento de pacientes humanos,
(2) inquérito soroldégico canino e eutanasia de caes
soropositivos e (3) redugdo da populagdo de vetores
em areas endémicas’. Contudo, essas medidas,
muitas vezes realizadas de forma isolada, nao
apresentaram efetividade para a redugio da
incidéncia da doenca'.

E consenso que em doencas endémicas
o conhecimento da populagio em relagio a
epidemiologia, as formas de transmissio e a
prevencdo traz contribui¢bes relevantes para
o controle da enfermidade. Além disso, a
investigagdo do comportamento e das crendices
da populagio pode também orientar as praticas
de prevencao, tornando-as mais efetivas'®.

O objetivo geral do presente estudo foi avaliar
o conhecimento da populagdo sobre leishmaniose
visceral no municipio de Bauru, uma das cidades
mais afetadas pela doen¢a no Estado de Sao Paulo.
Os objetivos especificos incluiram: (1) identificar
as particularidades da parasitose que necessitam
de maiores esclarecimentos; (2) correlacionar os
aspectos socioecondémicos da populagio com o
grau de conhecimento sobre a doenga.

A pesquisa foi realizada em Bauru, no ano
de 2013, por meio de um estudo transversal de
base populacional.
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Bauru estd localizado no interior do Estado
de Sao Paulo, na regido noroeste da capital,
distando-se aproximadamente 326 km da cidade
de Sao Paulo. O municipio ocupa uma area de
673,488 km? sendo que 68,9769 km?’ estio em
perimetro urbano e os 604,51 km? restantes
constituem a zona rural. Em 2010, sua populagio
foi estimada pelo IBGE em 346.076 habitantes,
com 98,5 % da populagao na zona urbana.

A avaliaggo do  conhecimento da
populacao  sobre leishmaniose visceral foi
realizada por meio da aplicagio de um
questiondrio pré-estruturado, fechado, contendo:
(A) seis questdes de multipla escolha (com cinco
alternativas e uma unica resposta correta -
valendo 1,0 ponto cada questao) elaboradas com
énfase no conhecimento basico sobre transmissao,
sinais clinicos da doenca e eutandsia canina; (B)
uma questdo dicotomica (sim/ndo) (com seis
itens — valendo 1,0 ponto - 0,17 cada item)
associadas as medidas profilaticas. Além das
questoes especificas, alguns aspectos
socioeconomicos, como escolaridade e renda
familiar mensal, também foram abordados.

e,

O questiondrio foi aplicado em varias
regides da cidade, representadas por 14 bairros
(escolhidos aleatoriamente, distribuidos na zona
norte, sul, leste e oeste): Centro, Parque Santa
Edwiges, Jardim Bela Vista, Vila Cardia, Vila
Pacifico, Vila Souto, Vila Independéncia, Jardim
Dona Sarah, Jardim Terra Branca, Parque
Jardim Europa, Novo Jardim Pagani, Nucleo
Habitacional Mary Dota, Tangaras e Nucleo
Residencial Presidente Geisel (Figura 1).

A populagio residente em cada bairro
foi convidada a participar da pesquisa por meio
de visitas domiciliares, sendo o preenchimento
do questiondrio voluntdrio e sem identifica¢ao
pessoal.

A selegdo das residéncias a serem visitadas foi
realizada de maneira sistémica, da seguinte forma:
primeiro foi escolhido um ponto de partida de
forma aleatoria e depois efetuado um pulo de nove
domicilios, sendo o décimo o proximo a ser visitado.
E assim consecutivamente, até ser visitado um total
de 20 domicilios. E importante ressaltar que ao final
de cada quadra, a diregdo a ser seguida foi escolhida
aleatoriamente, de forma que o questionario nao
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Figura 1. Bairros do municipio de Bauru* incluidos na avaliagdo do conhecimento sobre leishmaniose visceral

*Dados catalograficos “2013 Google.MapLink
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foi aplicado sempre na mesma rua. Em casos de
recusa na participagio da pesquisa ou auséncia
de moradores nos domicilios selecionados, a visita
foi realizada na residéncia vizinha, seguindo-se a
dire¢ao previamente escolhida.

Por conseguinte, participou da pesquisa um
total de 280 moradores de Bauru, sendo 20 moradores
de cada bairro.

Os critérios de inclusao dos participantes
selecionaram pessoas com idade superior a 18 anos,
residentes em Bauru e moradoras do bairro
visitado. Nos casos de individuos analfabetos ou
com qualquer outra dificuldade para responder o
questionario, as perguntas foram feitas verbalmente.

Para a interpretacdo final dos resultados,
quanto a porcentagem dos entrevistados
que conheciam os varios aspectos da doenca
ou quanto ao numero de acertos das questdes
propostas, no total de 7,0 pontos, respectivamente,
adotou-se o seguinte critério: 0 — 20 % ou 0 - 1,4 =
conhecimento ausente ou muito limitado; 21 - 40 %
ou 1,5 - 2,8 = limitado; 41 - 60 % ou 2,9 — 4,2 =
razoavel; 61 - 80 % ou 4,3 - 5,6 = bom; 81 - 100 %
ou 5,7 - 7,0 = étimo.

A anilise estatistica foi realizada por meio
de programa Statistica - version 10 (StatSoft)
e considerou-se diferenca significativa quando
p <0,05.

O estudo foi elaborado e executado
seguindo-se as diretrizes e normas que regem
as  pesquisas envolvendo seres humanos
(Resolugao n° 196/1996 do Conselho Nacional
de Satde, posteriormente revogada pela
Resolugdo n° 466, de 12 de dezembro de 2012),
e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Anhanguera Educacional (CEP/Aesa) sob o
Parecer n° 232.195/2013.

Dos 280 moradores da cidade de Bauru
que participaram da pesquisa, 59,6 % (167)
eram mulheres e 40,4 % (113) eram homens.
A média de idade foi de 44,3 anos, variando entre
20 e 62 anos.

De todos os entrevistados, 99,3 %
(278) afirmaram ja terem ouvido falar sobre a
leishmaniose visceral e atribuiram a divulgacao
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dessa informacgdo por meio de programas de TV
(61,2 %), agentes de saude (10,4 %), folhetos
informativos (9,4 %), programas de radio (3,6 %),
amigos (3,6 %), médicos (1,8 %), escola (1,4 %)
e outros meios (8,6 %).

Quando questionados quanto a transmissdo
da parasitose, 77,1 % (216) dos participantes
responderam que a infeccdo ocorre por picada
de flebotomineos (mosquito palha, tatuquiras,
birigui), 13,6 % (38) por mordida de cdo infectado,
3,9 % (11) por urina e fezes de gato infectado,
0,4 % (1) por contato direto de pessoa a pessoa e
5 % (14) afirmaram desconhecer.

A grande maioria dos entrevistados,
87,1 % (244), reconheceu que dentre os animais
domésticos, o cdo ¢é considerado o principal
reservatorio da doenca e a principal fonte
de infecgdo humana. Outros animais assinalados
foram o caramujo, 3,9 % (11), o morcego, 2,5 % (7),
e o gato, 0,7 % (2); e 5,7 % (16) dos participantes
admitiram nao ter conhecimento.

Ficou evidente neste estudo que, em relagdo
a doenga em seus mais variados aspectos,
a informagdo que a populagdio mais desconhece
refere-se a0 momento do dia em que o inseto
vetor mais atua, pois 45,7 % (128) das pessoas
responderam durante o dia, 27,1 % (76) relataram
nao saber, e apenas 27,1 % (76) indicaram ser
durante o crepisculo e a noite e acertaram essa
questao.

Considerando-se os sinais clinicos mais
comuns apresentados por um individuo
com leishmaniose visceral, 59,6 % (167) dos
entrevistados mencionaram febre e aumento do
didmetro abdominal, com aumento do bago e
do figado, 11,4 % (32) diarreia e vomito, 4,3 %
(12) manchas roxas pelo corpo, 2,1 % (6)
inchago nas pernas e, uma boa parte, 22,5 % (63)
afirmaram ignorar a resposta. Com referéncia
aos sinais clinicos caninos, emagrecimento,
queda dos pélos, ulceras na pele e crescimento
exagerado das unhas foram reconhecidos por
86,1 % (241) dos participantes. Outros sintomas
assinalados foram a falta de coordena¢ao motora
e os tremores musculares: 5,7 % (16), diarreia e
vomito:1,4 % (4), excesso de pélo e irritabilidade:
14 % (4), e 54 % (15) das pessoas admitiram
nao conhecer.
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Como medidas preventivas para
a leishmaniose visceral, 71,4 % (200) dos
entrevistados consideraram boas praticas de
higiene das maos, 67,9 % (190) incluiram

lavar bem os alimentos e ferver a agua antes de
consumi-la, 42,1 % (118) marcaram evitar comer
carne malpassada, 80,7 % (226) consideraram o
uso de mosquiteiro e telagem de portas e janelas,
98,6 % (276) enfatizaram a limpeza de quintais,
terrenos e pragas publicas e 58,9 % (165) indicaram
a ndo permanéncia de animais domésticos dentro
de casa.

De acordo com a populagio estudada, a
medida recomendada para o cdo diagnosticado
com a doenca é a eutandsia para 58,6 % (164)
das pessoas, tratamento com medicamentos para
27,5 % (77), isolamento temporario para 5 % (14),
banhos frequentes para 1,1 % (3) e 7,9 % (22)
dos participantes responderam desconhecer.

De forma resumida, a Figura 2 ilustra
o resultado geral da avaliagdio do conhecimento
dos moradores de Bauru entrevistados sobre os
varios aspectos da doenca.

Considerando-se as sete questdes abordadas
na pesquisa (no total de 7,0 pontos), a média geral
de acertos da populagdo estudada foi de 4,54 + 1,34

(desvio padrao), sendo a minima de 0,5 (n=1) e
a maxima de 7,0 (n=4).

Os bairros que apresentaram maior
conhecimento da populagdo quanto aos varios
aspectos da doenca foram Parque Jardim Europa
(4,99 + 1,31), Novo Jardim Pagani (4,88 + 1,36) e
Tangaras (4,87 £ 1,12). Os bairros que revelaram
menor esclarecimento  foram  Vila Cardia
(3,93 + 1,52), Jardim Bela Vista (4,09 + 1,63) e
Nucleo Habitacional Mary Dota (4,30 = 1,16)
(Figura 3).

Diferencgas significativas foram observadas
na média de acertos quanto a escolaridade
dos participantes. A média de acertos de quem
nunca frequentou a escola foi de 3,31 + 1,82
(n=7), sendo significativamente menor quando
comparada a quem possui 2° grau incompleto
(4,71 £ 1,41; n=25), 2° grau completo (4,67 + 1,26;
n=89) e 3° grau completo (4,79 = 1,40; n=66).
Diferenca significativa também foi encontrada
entre os individuos que possuem 1° grau
incompleto (4,06 + 1,30; n=28) e 2° e 3° graus
completos (Figura 4).

Nao foram observadas diferencas
significativas na média de acertos da populagio
estudada em relagdo a renda familiar (Figura 5).
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Figura 2. Resultado geral da avaliagdo do conhecimento dos 280 moradores de Bauru entrevistados em relagdo a varios aspectos

da leishmaniose visceral, segundo acertos e erros
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Figura 4. Média de acertos das sete questdes propostas no
questionario, segundo a escolaridade *p < 0,05

DISCUSSAO

Diferentemente ao estudo realizado em Belo
Horizonte (MG)'S, no qual apenas 40,2 % da
populagdo estudada ja tinham ouvido a respeito da
doenga e pouco conhecia sua associagdo com o cdo
e sobre os sintomas da leishmaniose visceral, na
presente avaliagdo feita em Bauru, de forma geral
os entrevistados demonstraram conhecimento, ao
menos razoavel, sobre os principais aspectos da
parasitose.
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Figura 5. Média de acertos das sete questdes propostas no
questiondrio, segundo a renda familiar

No Estado de Sao Paulo, a leishmaniose
visceral canina ocorre em 95 cidades, enquanto
a forma humana estd presente em 66 centros
urbanos”. O municipio de Bauru é uma das
cidades mais afetadas do Estado, com 381 novos
casos humanos confirmados entre 2004 e 2012'.
Este fato justifica a razdo da populagao ndo ignorar
a doenca, principalmente, pela ampla divulga¢ao
e/ou pelo contato prévio com pessoas ou animais
proximos infectados.

Segundo Dias”, o éxito das estratégias contra
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as doencas endémicas depende basicamente
da disponibilidade de recursos econdmicos
e, necessariamente, do conhecimento das

competéncias e atitudes da popula¢io diante

dos problemas morbidos, relevantes para a
aceitacdo e participagdo efetivas nas agoes
profilaticas. Borges et al'® ressaltaram ainda

que qualquer conhecimento sobre a leishmaniose
visceral pode ser considerado fator de protegao,
capaz de minimizar o risco de ocorréncia da
enfermidade. No entanto, para o controle efetivo
da doenga, apenas o conhecimento néo é suficiente,
deve haver coeréncia entre conhecimentos e
atitudes.

Vale enfatizar que em relagdo as medidas
preventivas, boa parte dos entrevistados nao
destaca apenas agoes especificas para a leishmaniose
visceral, mas sim as medidas gerais de boas praticas
de higiene que ndo interferem no ecossistema
infectivo. Este dado sugere que a pratica de agoes
preventivas para a leishmaniose visceral ainda
necessita de melhor divulgacdo e de incentivo por
parte do governo e da prépria sociedade.

De forma geral, o nivel de conhecimento
dos moradores de Bauru entrevistados, em relagiao
a leishmaniose visceral, revelou ser bom, pois boa
parte do grupo estudado demonstrou conhecer
algumas nogoes basicas da doencga, destacando-se
a importancia da informa¢ao transmitida pelos

programas de TV.

No entanto, alguns aspectos sobre a
parasitose, como sinais clinicos humanos,
medidas  preventivas, eutanasia canina e,

especialmente, quanto ao principal periodo de
atuagdo dos insetos vetores ainda necessitam de
maior divulgagdo para a comunidade em geral.

Diferencas  significativas  ndao  foram
observadas com referéncia ao nivel de instrugdo
e a renda familiar, porém o grau de escolaridade
demonstrou estar significativamente associado ao
maior esclarecimento sobre a doenca.

Por fim, ressalta-se a necessidade de se
manter as medidas de controle ja realizadas e com
um diferencial, a busca da exceléncia em educac¢io
em saude.
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RESUMO

No Brasil, as leishmanioses representam um importante problema de saude publica pela sua
elevada incidéncia, ampla distribuigdo geografica e marcante aumento na transmissao associados
a urbanizacdo da doenca. Caes sdo considerados os principais reservatérios da leishmaniose
visceral (LV) no ambiente urbano, tornando-se fundamental o aprimoramento do diagndstico da
doenca nessa espécie. Este estudo objetivou a avaliacdo da técnica de imuno-histoquimica (IHQ)
para o diagndstico de Leishmania spp. em amostras de diferentes tecidos de caes recebidas no Nucleo
de Patologia Quantitativa do Instituto Adolfo Lutz (NPQ-IAL). Amostras de tecidos coletadas de
134 cées, provenientes de municipios do Estado de Sdo Paulo, positivos para LV por teste rapido
(TR DPP°-Bio-Manguinhos), ensaio imunoenzimético-EIE/Elisa (Bio-Manguinhos) e pela rea¢io
em cadeia de polimerase, foram submetidas a marcagdo IHQ especifica, em duplicata. A reagdo de
IHQ apresentou sensibilidade de 98,51 %, especificidade de 100,00 % e acuracia de 98,61 %. A maior
positividade foi detectada nas amostras de bago. O indice Kappa foi de 0,84 entre os resultados da
analise dos tecidos em duplicata. A técnica de IHQ pode ser utilizada como uma técnica rotineira
para o diagnostico das leishmanioses caninas, sendo padronizada e implantada no NPQ-IAL.

Palavras-chave. leishmaniose visceral, cies, imuno-histoquimica, patologia.

ABSTRACT

In Brazil, leishmaniasis represents a major public health problem due to its high incidence, wide
distribution and remarkable increase in transmission associated with the disease urbanization.
Dogs are considered as the main reservoirs of visceral leishmaniasis (VL) in the urban environment
and diagnosis improvement was fundamental in this species. This study aimed at evaluating
the immunohistochemical technique (IHC) for diagnosing Leishmania spp. in differents tissues
samples collected from dogs. This investigation was performed at the Quantitative Pathology Center
of the Institute Adolfo Lutz (NPQ-IAL). Tissue samples collected from 134 dogs, derived from
municipalities of Sdo Paulo State, positive for VL by rapid testing (TR DPP® - Bio-Manguinhos),
enzyme-linked immunosorbent assay (EIA/ELISA - Bio-Manguinhos), and polymerase chain
reaction, were analyzed by specific IHC in duplicate. These dogs were previously diagnosed as VL.
THC showed sensitivity of 98.51 %, specificity of 100.00 %, positive predictive value of 100.00 %,
negative predictive value of 83.33 % and accuracy of 98.61 %. The major positivity was detected
in spleen samples. Kappa index between the tissues duplicate results was of 0.84. IHC technique,
standardized and implemented at NPQ-IAL, showed to be suitable to be used as routine test for
diagnosing canine leishmaniasis effectivelly.

Keywords. visceral leishmaniasis, dogs, immunohistochemistry, pathology.
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A leishmaniose visceral é uma doenca
de curso crdnico, de cardter antropozoondtico
e de envolvimento sistémico, que quando
ndo tratada resulta em morte em 90,00 % dos
pacientes. Na América, o agente etiologico
da doenca é a Leishmania infantum chagasi'.
A leishmaniose visceral americana ¢ transmitida
por um vetor pertencente a familia Psychodidae e
género Lutzomyia, e no Brasil o principal vetor ¢
Lu longipalpis'?. Atualmente, essa doenca atinge
varios estados brasileiros, com média anual de 3.553
casos no periodo de 2004 a 2013 e incidéncia de 1,90
casos por 100.000 habitantes’.

Do ponto de vista epidemioldgico, o cao ¢é
considerado o mais importante entre os animais
identificados como reservatérios do parasita,
até o presente momento*’. Este destaque baseia-se
nos seguintes fatos: a leishmaniose ¢ mais prevalente
na populagdo canina do que na humana, e a
doenca humana é normalmente precedida pela
infeccao canina. Além disso, a infeccdo dos
vetores ¢ favorecida pela maior quantidade
de parasitas que os cdes apresentam na pele,
comparativamente aos humanos®’. A prevaléncia da
leishmaniose visceral em caes de dreas endémicas
podeatingir20,00a40,00 % dapopulacdo*’. Acredita-
se que em areas com alta infec¢do na espécie canina,
a incidéncia na popula¢ao humana varie de 1,00 a
2,00 %”'°.

O  primeiro caso de leishmaniose
visceral canina (LVC) no Estado de Sao Paulo foi
diagnosticado em 1998 no municipio de Aragatuba,
regido noroeste do estado. A partir de entdo, o
nimero de casos na regido tem aumentado
consideravelmente. De acordo com os dados
da Diregdo Regional de Satide, 41 municipios
ja apresentaram casos confirmados da doenga,
que esta se disseminando para outras regides
do Estado com casos autdctones identificados na
regido metropolitana da cidade de Sao Paulo a
partir do ano de 20052

Em virtude da variedade de sintomas da
doenga, o diagnostico clinico da LVC ¢é dificil,
pois os achados clinicos sao inespecificos e
sugestivos de outras enfermidades. Dessa forma,
torna-se necessaria a utilizagdo de exames
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laboratoriais para seu diagnodstico'!.

A histopatologia pode ser utilizada para o
diagnostico da leishmaniose visceral através da
detec¢ao microscopica do parasita e caracterizagdo
de lesoes teciduais decorrentes da presenca do
patégeno. No entanto, esta técnica apresenta
algumas limitagdes, como a demora operacional
e dificuldade de reconhecimento do parasita®.
A técnica de imunohistoquimica (IHQ) baseia-se
na detec¢do de antigenos in situ por meio
da utilizagdo de um anticorpo (policlonal ou
monoclonal) primario, relativamente especifico,
e de um sistema de enzima e substrato cromogeno
que se deposita no local da reagdo antigeno-
anticorpo. O diagndstico das leishmanioses
depende do achado de estruturas coradas pelo
cromogeno, de forma e de tamanho compativeis
com amastigotas16-20. Esta metodologia aumenta
a possibilidade de detecgdo do parasita nos
tecidos, principalmente quando a carga parasitaria
¢ baixa, e é plausivel de ser implantada na rotina
de diagndstico laboratoérial'®°.

O material para andlise pode ser
obtido por meio de excisdo do fragmento tecidual
por biopsia incisional ou excisional ou, ainda,
durante a necropsia do animal. Os tecidos mais
comumente utilizados para realizar o diagnoéstico
de LVC em cées por meio de técnica de IHQ sdo
o linfonodo popliteo e a pele pela facilidade de
efetuar a coleta de amostra in vivo. A pesquisa dos
demais o6rgaos ¢ importante, porém tratando-se
de diagnostico na rotina veterindria a biopsia
representa uma técnica invasiva para 6rgaos internos
como bago e figado*..

Contudo, esta técnica apresenta vantagens
como a possibilidade de realizar estudos
retrospectivos com a amostra incluida em
blocos de parafina, e a facilidade de manipulagiao
do material a ser submetido ao exame, visto
que este ao ser colocado em fixador adequado,
pode-se dispensar os cuidados especiais como
refrigeracdo (que ¢ necessaria para efetuar o
isolamento em cultura). A aplica¢ao dessa técnica
facilita a busca ativa de cdes, mesmo em dareas
remotas, em que as amostras podem demorar a
chegar ao laboratério. No entanto, o resultado
do exame IHQ também ¢ influenciado por
diversos fatores pré- e pos-analiticos, como
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na etapa inicial pela qualidade de fixagdo do
espécime, na fase intermedidria pela escolha dos
anticorpos e pelas reagdes propriamente ditas,
e na etapa final na interpretagio de leitura
das laminas®**. A produgdo de anticorpos anti-
Leishmania spp. é uma etapa fundamental para
realizar sua aplicagdo em técnicas imunoldgicas
de diagnostico. Outros autores ja utilizaram
soro hiperimune de coelho e de cdo como
anticorpo primario anti-Leishmania spp."* que
pode influenciar nos pardmetros de sensibilidade
e especificidade do teste. A IHQ é considerada
complementar a histopatologia, pois apresenta
boa especificidade e sensibilidade, de cerca de 60
a 70 %'

Atualmente, o Ministério da Saude inclui a
IHQ como exame de referéncia para o diagnostico
de casos autoctones de LVC, sendo esta técnica
parte do fluxograma de agdes de controle e vigilancia
da enfermidade®. Desta maneira, ¢ fundamental
que os profissionais veterinarios estejam atentos
para casos suspeitos, e os laboratdrios tenham
seus protocolos padronizados e controlados
em todas as etapas a fim de minimizar erros de
interpretagao'.

Este estudo tem como objetivo avaliar os
resultados obtidos pela reagio de IHQ para o
diagndstico de Leishmania spp. em amostras
coletadas de caes.

22-27

Foram examinados 134 cdes oriundos
dos municipios de Votuporanga, Fernanddpolis,
Santa Fé do Sul, Valentim Gentil, Aracatuba,
Bauru, Marilia e Espirito Santo do Pinhal, em
diferentes regides do Estado de Sao Paulo, Brasil.
Todos o0s animais foram sorologicamente
positivos para leishmaniose visceral canina
(LVC) pelo teste rdpido TR DPP® Leishmaniose
Visceral Canina e Ensaio Imunoenzimatico
(EIE/Elisa) (Bio-Manguinhos, Rio de Janeiro, R],
Brasil), confirmados pela reagdio em cadeia da
polimerase (PCR) e cultura para o diagnoéstico
de leishmaniose visceral conforme os protocolos
padronizadas no Centro de Parasitologia e
Micologia do Instituto Adolfo Lutz”. Todos os
animais foram classificados como sintomaticos

para LVC segundo os critérios estabelecidos por
Mancianti et al, 1988*.

Os caes foram eutanasiados conforme as
recomendagdes do Guia Brasileiro de Boas Praticas
paraEutanasiaem Animais(CFMV,2012),utilizando-
se anestésico barbiturico e, posteriormente, cloreto
de potassio, ambos intravenosos em animais
previamente sedados.

Os animais foram submetidos ao exame
necroscopico no periodo de 2012 a 2015; e foram
colhidos fragmentos de no maximo quatro cm’
(2cm x 2 cm x 1 cm) representativos dos seguintes
orgaos: linfonodo, pulmao, coragio, figado, bago,
rim, estdmago, intestino, pancreas, adrenal e
pele com e sem lesdo e bexiga urindria, no total
de 1.164 amostras.

Os fragmentos teciduais foram
imediatamente fixados em formalina a 10,00 %
em solugdo tamponada de fosfato e, entio,
submetidos ao  processamento  histoldgico,
inclusao em parafina e microtomia, para obten¢ao
de trés secgdes histologicas com espessura de
3 um. Um corte de cada tecido foi corado com
hematoxilina e eosina (HE). Outros dois cortes
por lamina foram submetidos a reagdo de IHQ,
sendo um para efetuar a imunomarcagao e outro
para controle negativo, seguindo-se o protocolo
do Nucleo de Patologia Quantitativa do Centro
de Patologia do Instituto Adolfo Lutz. Destas
amostras, 351 foram também processadas
e analisadas em duplicadas com dois blocos
distintos por 6rgao; e além das amostras citadas
anteriormente foram incluidos ovario, testiculo,
utero, medula dssea e pele de dobra ungueal,
a fim de avaliar a concordancia e a
representatividade  necessaria de fragmentos
para obtencdo dos resultados.

Para executar a reagio de IHQ, os cortes
histolégicos foram desparafinizados, hidratados
e submetidos a recuperagdo antigénica por meio
de calor imido sob pressio em tampao citrato
10 mM, pH 6,0 por trés minutos. A atividade da
peroxidase enddgena foi bloqueada com solugdo
de peréxido de hidrogénio a 6,00 %. As laminas
foram incubadas, overnight a 4 °C, com anticorpo
policlonal  anti-Leishmania  produzido em
camundongo no Laboratério de Investigagdes
Médicas (LIM-50/Faculdade de Medicina da
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Universidade de Sao Paulo), e entio lavadas
com tampao PBS pH 7,4. Para estabelecer o
titulo adequado do anticorpo primario a ser
empregado no teste, foi realizada a titulagao deste
reagente. As dilui¢oes 1:2000, 1:3000 e 1:4000 do
anticorpo primario foram testadas utilizando-se
duas amostras de linfonodos caninos incluidos
notrabalho,comresultadospreviamenteconfirmados
por meio de sorologia e PCR para Leishmania spp. A
melhordilui¢dodesseanticorpoparaserempregadano
teste de IHQ foi de 1:3000. Posteriormente, aslaminas
foram incubadas com polimero de terceira geragao
marcada com imunoglobulinas e enzima peroxidase
(SuperPicture, Life Technology®) durante 60 min a
37 °C. A revelagio foi feita com diaminobenzidina
(DAB) (Sigma®) em substrato cromogénico e
contra-coloragdo com hematoxilina de Harris.
Todas as laminas foram analisadas por dois
profissionais por meio de microscépio Optico
Olympus CX22LED no aumento de 400x. A
reacdio foi considerada positiva, quando se
vizualizou a imunomarca¢do castanho-dourada
de amastigotas teciduais, pela leitura feita em
consenso pelos profissionais, ou negativa quando
ndo foram observadas tais marcacoes (Figura 1).
Como controle positivo foi empregada a mesma
amostra da padroniza¢do do anticorpo. O controle
negativo da reagdo foi realizado omitindo-se a
adi¢do de anticorpo primario em todas as amostras
de linfonodo. Além disso, foram incluidos 10
amostras de linfonodos de caes com diagndstico
de linfoma, oriundas do municipio de Sao Paulo,
e negativas para Leishmania spp. na sorologia
e/ou PCR.

Todos os procedimentos realizados foram
aprovados pela Comissio de Etica no uso de
animais do Instituto Adolfo Lutz (CEUA-IAL
n° 03/2014).

Este trabalho teve o suporte financeiro
da FAPESP sob n° 12/51267-4 e Chamamento
Publico —n° 20/2013 SVS/MS.

Analise estatistica

As andlises estatisticas e a elaboracao
de graficos foram realizadas no software R
(www.rproject.org/) e Excel (Microsoft).
As frequéncias absolutas e relativas foram
calculadas e analisadas para todas as variaveis.
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Figura 1. Fotomicrografia de linfonodo popliteo de céo.
Imunomarcagio para Leishmania spp. em tecido histoldgico,
revelado com DAB e contra-corado com hematoxilina.

Aumento de 400x

Foram realizados calculos de sensibilidade,
especificidade, valor preditivo positivo,
valor preditivo negativo e acuracia, intervalo de
confianga 95 %, efetuando-se analise comparativa
entre o padrdo de referéncia (testes soroldgicos e
PCR) e rea¢ao de THQ. Para efetuar a compara¢iao
entre as frequéncias absolutas de positividade
em cada tecido analisado entre os diferentes
municipios foi utilizado o teste de Fisher com
nivel de significincia de 5 %. Para avaliar a
concordancia entre as duplicatas de amostras,
calculou-se o indice Kappa (k). O grau de
concordancia ¢é considerado baixo quando o
valor do Kappa é de 0 a 0,2; razoavel de 0,21 a
0,4; moderado de 0,41 a 0,6; bom de 0,61 a 0,8;
e muito bom de 0,8 a 1.

RESULTADOS

Por meio de rea¢iao de THQ, 132 (98,51 %)
dos 134 caes foram positivos para Leishmania spp.
em pelo menos um dos o6rgaos estudados. Das
1.164 amostras, 573 (49,23 %) foram positivas
na reagdo de IHQ (Figura 1). Nenhum dos dez
cades com diagnostico de linfoma demonstrou
imunomarcagdo positiva para Leishmania spp.
A sensibilidade do teste THQ foi de 98,51 %
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(IC 95 % = 94,72; 99,59), a especificidade de
100,00 % (IC95 % = 97,17; 100), o valor preditivo
positivo de 100,00 % (IC95 % = 97,17; 100), o valor
preditivo negativo de 83,33 % (IC95 % = 55,20; 95,30)
e a acuracia de 98,61 % (Tabela 1).

Tabela 1. Andlise comparativa dos resultados obtidos da
associacdo dos testes sorologico e parasitologico (PCR
+ cultura) com a reagio de IHQ para o diagndstico de
leishmaniose visceral canina em amostras oriundas de
diferentes tecidos

Sorolégico+PCR+cultura

Total
IHQ Positivo Negativo
Positivo 132 0 132
Negativo 2 10 12
Total 134 10 144
Em relagio as amostras de Odrgaos

analisadas, 78,79 % das amostras de tecido
esplénico analisadas exibiram imunomarca¢io
positiva, e este Orgdo apresentou a maior
frequéncia de positividade entre os tecidos
testados. No entanto, em amostras provenientes
de quatro dos oito municipios analisados, o
linfonodo popliteo foi o tecido com maior taxa
de positividade, variando de 50,00 a 100,00 %,
porém com positividade total de 76,99 %
(Tabela 2).

O terceiro 6rgdo com maior positividade
foi o figado, (73,64 %) considerando todos os
municipios, porém nas amostras provenientes
dos municipios de Fernanddpolis, Santa Fé do
Sul Valentim Gentil, Aragatuba e Espirito Santo
do Pinhal, esse 6rgao seguiu o bago em relagdo
a frequéncia de positividade. A pele lesionada,
com positividade de 65,45 %, foi o quarto tecido com
maior taxa de positividade.

A adrenal, apesar de ser um tecido
raramente analisado em cdes com LVC,
apresentou positividade em 49 (51,58 %) das
95 amostras. A pele macroscopicamente sadia
foi o sexto 6rgdo com maior representatividade,
sendo positiva em 26 (45,61 %) das 57 amostras
analisadas. Rim, pulmao, pancreas, intestino,
coragdo, bexiga urindria e estdbmago foram os

tecidos que apresentaram menor reatividade de
32,14 %, 25,25 %, 22,67 %, 37,21 %, 21,21 %,
10,53 % e 3,44 %, respectivamente.

A frequéncia relativa de resultados
positivos no intestino exibiu diferenca estatistica
(p=0,0045) entre as amostras teciduais oriundas
dos municipios estudados, com variagio de
resultados entre 10,00 % em Santa Fé do Sul e
51,14 % em Votuporanga. Nenhum outro tecido
apresentou diferencas estatisticas quanto a
positividade das amostras entre os diferentes
municipios. Os achados no exame de IHQ
estdo apresentados na Tabela 2.

Em relacio ao indice Kappa entre as
duplicatas das amostras dos diferentes tecidos
analisados, observou-se grau de concordancia total
muito bom; e as amostras de bago, figado, pele
em dobra ungueal e estdomago apresentaram
concordancia de 1,000. Outros tecidos que
apresentaram concordancia muito boa foram o
rim e o pancreas. Linfonodo, pele, adrenal, pele
sem lesdo, pulmio e intestino revelaram indice
Kappa menor do que 0,8, considerados bons.
Apenas o coragdo exibiu indice Kappa de 0,402,
e interpretado como moderado (Tabela 3).

Tabela 3. Valores de Kappa para avaliagido da concordéancia
entre os resultados detectados nas duplicatas de amostras na
interpretagdo da reagio de IHQ em diferentes amostras de
tecidos coletadas de caes

Tecidos im(illggls(;gp “ Interpretacgao
Baco 1,000 (1,000-1,000) Muito boa
Linfonodo 0,706 (0,315-1,000) Boa
Figado 1,000 (1,000-1,000) Muito boa
Pele 0,667 (0,310-1,000) Boa
Adrenal 0,723 (0,470-0,975) Boa
Pele sem lesao 0,798 (0,532-1,000) Boa
Rim 0,939 (0,820-1,000) Muito boa
Pulmio 0,742 (0,463-1,000) Boa
Pancreas 0,901 (0,713-1,000) Muito boa
Intestino 0,755 (0,502-1,000) Boa
Coragao 0,402 (0,072-0,797) Moderada
Pele em dobra ungueal 1,000 (1,000-1,000) Muito boa
Estomago 1,000 (1,000-1,000) Muito boa
Total 0,840 (0,793-0,897) Muito boa

Legenda: IC= intervalo de confianga

*Bexiga urindria, ovario, testiculo, utero e medula dssea nao foram calculados
individualmente, devido a baixa representatividade amostral
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Neste estudo, a reagdo de IHQ apresentou
boa sensibilidade (98,51 %), especificidade
(100,00 %) e acuracia (98,61 %). Segundo Santos
et al (2011)*, a THQ mostra maior sensibilidade
do que o exame histopatologico corado com
HE e a citopatologia, provavelmente pela
ocorréncia de coloracio amarronzada conferida
pelo cromégeno empregado na técnica de IHQ.
Esta caracteristica possibilita a identificagio da
forma, localizagdo e tamanho do parasita, e o
alto grau de contraste que ocorre entre os parasitas
e o tecido do hospedeiro torna o diagnéstico da LVC
mais preciso’.

O bago exibiu a maior porcentagem de
resultados positivos na IHQ, diferentemente
dos dados descritos por outros autores na
literatura que obtiveram taxas de 60,98 % e
69,57 %, respectivamente em caes com € sem
sinais clinicos de LVC®, e de 75,00 % nos caes
com LVC testados®, sendo que estas porcentagens
ficam aquém dos resultados obtidos em linfonodos
regionais nesses estudos. No entanto, amostras
provenientes de quatro dos oito municipios
estudados revelaram maior positividade em
linfonodo popliteo do que no bago, variando-se
de 50,00 a 100,00 %. Os linfonodos tém
sido apontados como orgaos de elei¢ao para
o diagnostico de LVC por meio de THQ; e ha
estudos que relatam boa sensibilidade de 65,85 %
a 85,00 % na andlise de animais sorologicamente
positivos***.

O figado tem revelado consideravel
variabilidade no diagnostico de LVC, visto que
Giunchetti et al.”” obtiveram resultados de 25,00
a 65,00 % de positividade em caes sem e com
manifestacoes clinicas, respectivamente. Moreira
et al’?, ao compararem os resultados da rea¢ao de
IHQ na anadlise de amostras de figado de caes
com LVC, detectaram a positividade de somente
53,66 % em animais com sinais clinicos e de 56,52 %

em aqueles sem sinais. Segundo Costardi®,
a positividade foi de 60,00 % em animais
assintomdticos e 75,00 % em sintomaticos.

No presente trabalho, o figado foi o tecido
com terceira maior porcentagem de resultados
positivos (73,64 %).

Em relagdo a pele, a positividade de 65,45 %
nos tecidos com lesdo e de 45,61 % em sem lesao
na rea¢do de IHQ, foi compativel com o percentual
de 70,00 % detectado por Solano-Gallego et al”.
Os dados também corroboram o achado de
Queiroz et al*, que observaram reagdes positivas em
56,50 % de peles lesionadas e em 31,80 % de peles
sadias.

Na glandula adrenal, 49 (51,58 %)
dos 95 materiais analisados foram positivos
para Leishmania spp. pela THQ. A adrenal tem
um papel essencial na resposta imune do
organismo ao stress e a agentes infecciosos, uma
vez que é praticamente a fonte exclusiva de
corticosterdides®®. Momo et al”’ demonstraram
17,78 % de positividade nas amostras estudadas,
valores estes inferiores aos encontrados no
presente estudo.

Os tecidos de rim, pulmao, péncreas,
intestino, coragdo, bexiga urindria e estdmago
revelaram baixa sensibilidade de 32,14 %, 25,25 %,
22,67 %, 37,21 %, 21,21 %, 10,53 % e 3,44 %,
respectivamente. E interessante observar que
houve diferenca estatisticamente  significante
entre a frequéncia relativa de positividade na
IHQ nas amostras de intestino entre aquelas
oriundas dos diferentes municipios estudados, sendo
10,00 % em Santa Fé do Sule 51,14 % em Votuporanga.
Estes achados ressaltam o amplo espectro de sinais
e sintomas que a doenca pode apresentar, e que
implicam no seu diagnostico.

Quanto ao indice Kappa para as duplicatas
teciduais analisadas, notou-se o valor geral muito
bom de 0,84. Os tecidos com maior indice de
concordancia foram de bago, figado, rim e estdbmago;
contudo, este ultimo demonstrou baixa frequéncia de
amostraspositivas. Olinfonodoeapelerevelaramgrau
de concordancia bom, assim como adrenal, pulméao e
intestino, apesar de alguns deles apresentarem baixa
prevaléncia. Apenas o indice Kappa do coragao foi
interpretado como moderado, provavelmente pela
baixa carga parasitdria nos tecidos positivos, o que
facilitaria a ocorréncia de resultados falso-negativos
na analise desse drgao. Estes valores indicam que
apenas um fragmento representativo dos tecidos
analisados seria suficiente para realizar o diagndstico
pela rea¢ao de IHQ, especialmente nos érgaos com
elevada positividade, como baco e linfonodo.
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A reagdo de IHQ para o diagnéstico de
Leishmania spp. foi padronizada e implantada
com sucesso no Nucleo de Patologia Quantitativa
do Centro de Patologia do Instituto Adolfo Lutz.
O bago e os linfonodos foram considerados os
orgaos de eleicio para realizar o procedimento
analitico, sendo necessirio apenas um unico
fragmento tecidual representativo da amostra a
ser examinada.
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ao Ministério da Saude pelo suporte financeiro;
aos colegas Carlos Roberto Elias, Edson Bueno
dos Anjos, Elcio Sanches Esteves Junior, Mileno
Castro Tonissi, Fabiana Sisto Sandrin Giacometi,
Vanessa Gusmon da Silva, Elaine Barbosa Oliveira
pela colaboracio.
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RESUMO

Cultura de micobactérias proporciona o crescimento de bacilos vidveis, mesmo presentes em
escassa quantidade e ndo detectados pela baciloscopia. Neste estudo foram analisadas as amostras
de escarro que apresentaram baciloscopia negativa e cultura positiva. As amostras foram coletadas
de 2008 a 2013, de individuos detidos em Centros de Deten¢do Proviséria de Santo André,
Maua e Diadema, Estado de Sio Paulo. As metodologias utilizadas foram baciloscopia por
coloragido Ziehl-Neelsen e cultura pelo Sistema BACTEC MGIT 960 e Ogawa-Kudoh. Dos
11.529 exames realizados, 221 (1,9 %) apresentaram baciloscopias negativas e culturas positivas.
Dos 221 isolados, 166 (75,1 %) pertenciam ao Complexo Mycobacterium tuberculosis, 21 (9,5 %)
micobactérias ndo membros do Complexo Mycobacterium tuberculosis (MNT), 33 (14,9 %)
Mycobaterium sp e uma cultura mista do Complexo M. tuberculosis e M. avium. MNT mais
frequentes foram M. avium (23,8 %) e M. fortuitum (19,0 %). A maioria dos isolados do Complexo
M. tuberculosis (155/166 - 93,4 %) foi sensivel aos antimicrobianos. Sete amostras apresentaram
resisténcia a isoniazida e uma apresentou multirresisténcia a isoniazida e rifampicina. Este estudo
mostra a importancia da realizagdo da cultura em escarros que apresentam baciloscopia negativa
no diagndstico da TB e micobacteriose. O tratamento tardio causa a continuidade da transmissdo
da doenga e agravamento do quadro clinico.

Palavras-chave. tuberculose, prisdes, baciloscopia, técnicas de cultura, escarro.

ABSTRACT

Culture of mycobacteria induces the growth of viable bacillus occurring in small quantity,
which are no detectable by bacilloscopy. This study aimed at identifying the mycobacteria isolates
from sputum presenting negative bacilloscopy and positive culture. The samples were collected
from 2008 to 2013 from criminals of Provisional Detention Centers in Santo André, Maud
and Diadema/SP. Smears were stained by Ziehl-Neelsen staining and the cultures were performed
by the BACTEC MGIT 960 system and Ogawa-Kudoh culture medium. Of 11,529 isolates, 221
(1.9 %) showed negative bacilloscopy and positive cultures. Of 221 isolates, 166 (75.1 %) belonged
to Mycobacterium tuberculosis complex, 21 (9.5 %) were nontuberculous mycobacteria (NTM),
33 (14.9 %) Mycobacterium sp, and one identified as a mixed culture of M. tuberculosis and
M. avium complex. The most common NTM species were M. avium (23.8 %) and M. fortuitum
(19.0 %). Most of the isolates (155/166-93.4 %) were susceptible to antimicrobial agents.
Seven samples were resistant to isoniazid, and one presented multiresistance to isoniazid and
rifampicin. This study shows the importance in performing sputum culture, when these samples
are negative on bacilloscopy in diagnosing TB and mycobacteriosis. The treatment delay results
in the maintenance of disease transmission and worsening of clinical symptoms.

Keywords. tuberculosis, prisons, smear, culture techniques, sputum.
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A tuberculose é uma doenga pulmonar ou
laringea transmitida por via aérea em praticamente
todos os casos'. Uma das medidas para o controle
da tuberculose é a investigacdo de populagdes
com elevado risco de contrair a doenga, como
as populagdes privadas de liberdade. Por causa
das condi¢bes precarias dos centros de detencdo
e superpopula¢io de individuos privados de
liberdade, muitos estudos sdo realizados na
busca ativa de novos casos de tuberculose nessa
populagdo**. No Brasil, a tuberculose é a terceira
doenga infecciosa que mais leva ao 6bito (4800
mortes/ano), 70 mil novos casos descritos no
Global Tuberculosis Report 2015° e é uma doenca
endémica nos presidios brasileiros®’. No entanto,
poucos sdo os estudos no Brasil sobre baciloscopia
negativa e cultura positiva no diagndstico da
tuberculose  transmitida por  micobactérias
pertencentes ao Complexo  Mycobacterium
tuberculosis e da micobacteriose causada por
micobactérias nao membros do Complexo M.
tuberculosis originando os termos micobactéria
nio tuberculosa (nontuberculous mycobacteria,
MNT) e micobactéria outra nao tuberculosa
(mycobacteria other than tuberculosis, MOTT)’.

Pacientes imunocomprometidos e com
baciloscopia negativa, apesar de constituir menor
risco de transmissdo e mortalidade, apresentam
significante propor¢ao (50 — 71 %) que progride
para doenca ativa justificando o tratamento'.
O diagnoéstico da tuberculose e a inadequada
deteccio de novos casos em todo o mundo,
especialmente na Africa e Asia, sio os maiores
desafios em paises de baixa e média renda'" ">

A baciloscopia permanece a mais acessivel
ferramenta no diagndstico da doenga ativa,
porém a cultura é o método de referéncia padrao-
ouro, sensivel e especifico para o diagndstico
da tuberculose e micobacteriose. Mesmo com
o desenvolvimento de modernas técnicas de
biologia molecular, nenhum método foi
completamente eficiente para substituir a
baciloscopia e o olhar do microbiologista®”*'s.
O ntmero minimo de bacilos alcool-dcido
resistentes necessarios para produzir um esfregago
com resultado positivo tem sido estimado entre
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5000 a 10000 por mililitro'¢, enquanto a detecgdo
de bacilos pela cultura é de 10 a 100 bacilos
cultivaveis por mililitro de escarro'”'®. Devemos
levar em consideragdo erros mais comuns na
leitura das baciloscopias, que levam ao resultado
falso negativo, como coleta e acondicionamento
inadequados das amostras de escarro, utilizagao
da por¢ao nao purulenta do escarro, esfregaco
com pouca amostra, tempos incorretos nos
procedimentos de coloragdio das laminas,
sobreposi¢do e diminuicao do numero de campos
lidos e até mesmo o uso de microscopio sem
condi¢bes adequadas de uso e manutengao'*".

A drea de abrangéncia do Centro de
Laboratério Regional do Instituto Adolfo Lutz
de Santo André VIII (CLR-IAL Santo André)
contempla sete municipios - Santo André, Sao
Bernardo do Campo, Sao Caetano do Sul, Maua,
Ribeirdao Pires, Rio Grande da Serra e Diadema
com populagido total de 2.551.328 habitantes™.
Nesses municipios ha quatro Centros de Detengao
Proviséria (CDP), todos com superpopulagio.
O CLR-IAL Santo André realiza cultura de
micobactérias isoladas do escarro de individuos
privados de liberdade no ingresso ou sintomaticos
dos CDP de trés municipios - Santo André,
Maua e Diadema com superpopulagdo prisional
de 2007 individuos e capacidade prisional de
535 individuos, 1512/624, e 1634/613, por
municipio respectivamente (Fonte: Secretaria da
Administragdo Penitencidria. SAP - http://www.
sap.sp.gov.br/ em 04/03/2015).

CDP ¢é o presidio do sistema penitenciario
destinado a custodiar as pessoas reclusas
provisoriamente, enquanto aguardam sentengca.
A busca ativa de novos casos da tuberculose
ocorre desde a admissdo do individuo no
CDP até o recebimento do alvard de soltura
ou transferéncia para outro estabelecimento do
sistema penitencidrio.

Tendo em vista que nossa maior demanda
de cultura de micobactérias vem dos CDP,
que ndo ha estudos realizados sobre tuberculose
nesses centros e devido a deteccdo de casos de
baciloscopia negativa com cultura positiva, o
objetivo deste estudo foi avaliar escarros que
apresentaram baciloscopia negativa e cultura
positiva de individuos privados de liberdade em
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Centros de Deten¢do Provisoria dos municipios
de Santo André, Maui e Diadema no estado de
Sao Paulo, entre 2008 e 2013.

Amostragem

Estudo descritivo utilizando dados da
rotina laboratorial a partir de 11.529 amostras de
escarros colhidas por expectoragido espontanea
matutina de individuos privados de liberdade (uma
amostra de cada individuo) do sexo masculino no
ingresso ou quando sintomaticos de trés Centros
de Detenc¢do Provisoria situados nos municipios
de Maud, Santo André e Diadema no Estado de
Sao Paulo, Brasil no periodo de 01 de junho de 2008
a 31 de maio de 2013.

Critérios de inclusao e exclusiao

As amostras de escarros colhidas do mesmo
individuo dentro de um intervalo de tempo de
15 dias foram consideradas diagnoéstico e incluidas
no estudo. As amostras de escarros colhidas
do mesmo individuo em um espaco de tempo
superior a 15 dias foram consideradas controle e
excluidas do estudo.

Baciloscopia

A confecgdo dos esfregacos de escarros,
coloragao pelo método de Ziehl-Neelsen e leitura
das baciloscopias’® foram realizados pelos
Laboratérios Municipais da Rede do Programa de
Controle da Tuberculose do Estado de Sao Paulo,
0s quais encaminharam os resultados ao CLR-
IAL Santo André. A mesma amostra de escarro
foi mantida a 4 °C e transportada ao CLR-IAL
Santo André em caixa térmica, para realizacdo
da cultura.

Cultura

As amostras de escarro foram tratadas
segundo o método de Petroff modificado®. Apds
o tratamento, a amostra foi semeada em meio
de cultura liquido Middlebrook 7H9 utilizando
o Sistema BACTEC MGIT 960*. Para serem
consideradas negativas, as culturas foram mantidas
no equipamento por até 42 dias. Para volume de
escarro inferior a 1 mL, foi usada a metodologia

de Ogawa-Kudoh?. Semanalmenteas culturas foram
observadas para verificar presenca de crescimento.
As culturas foram consideradas negativas quando
nenhum crescimento foi observado na ultimaleitura
apos 8 semanas de incubagdo”. A confirmacao da
presencadecrescimento micobacterianofoifeitapela
analise microscopicade umalamina confeccionadaa
partir da cultura positiva e corada pelo método
de Ziehl Neelsen.

Identificacao

A identificagdo presuntiva foi realizada
pela analise macroscépica da cultura (pigmento e
morfologia de cultura) e morfologia microscépica
dos bacilos. Os isolados com caracteristicas
pertencentes ao Complexo M. tuberculosis,
fator corda positivo, com colénia acromogena,
geralmente de cor creme, rugosa com aspecto de
couve-flor foram submetidos ao teste de
suscetibilidade aos fairmacos antituberculose (TS) e
teste de crescimento em presenca de dcido
p-nitrobenzéico (PNB). Os isolados sugestivos
de MNT, com presenca ou ndo de fator
corda, apresentando colonias  pigmentadas
ou acromogenas, lisas ou rugosas, foram
encaminhados ao IAL Central para identificagao
pelo método PRA-hsp65 (Polymerase Chain
Reaction Restriction Analysis)>?**.

Teste de suscetibilidade (TS) do Complexo
Mycobacterium tuberculosis

Os testes foram realizados pelo Sistema
BACTEC MGIT 960 Sensibilidade da Becton e
Dickinson* com os isolados do Complexo M.
tuberculosis, negativos para o teste de PNB,
obtidos a partir do meio liquido ou sélido.
Os farmacos liofilizados foram reconstituidos nas
seguintes concentragoes: estreptomicina
(83 ug/mL), isoniazida (8,3 pg/mL), rifampicina
(83 pg/mL) e etambutol (415 pug/mL). Em cada
tubo de MGIT foram adicionados 800 pL de
suplemento de crescimento (OADC) e 100 pL de
cada farmaco chegando a concentragao final de
estreptomicina (1,0 ug/mL), isoniazida (0,1 pg/mL),
rifampicina (1,0 pg/mL) e etambutol (5,0 pg/mL)
e 500 pL do indculo (suspensdo bacteriana
diluida 1:5). A cepa controle utilizada foi
M. tuberculosis H37Ra.
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Foram processadas 11.529 amostras de
escarros para baciloscopia e para cultura nos
Laboratérios Municipais da Rede do Programa
de Controle da Tuberculose do Estado de Sao
Paulo e o CLR-IAL Santo André, respectivamente,
no diagnéstico de novos casos de tuberculose
e micobacteriose em individuos privados de
liberdade (uma amostra de escarro para cada
individuo) dos CDP de Maud, Santo André e
Diadema.

Durante os cinco anos do estudo, obtivemos
baciloscopias negativas ou positivas com culturas
negativas, positivas ou contaminadas. Dos 11.529
exames realizados, 221 (1,9 %) apresentaram
baciloscopias negativas e culturas positivas,
168 (1,5 %) baciloscopias e culturas positivas,
31 baciloscopias sem resultados informados
pelo respectivo Laboratério Municipal, mas
com culturas positivas e 11.109 baciloscopias
positivas ou negativas com culturas negativas
ou contaminadas. Do total das 221 culturas
positivas, 166 (75,1 %) foram identificadas
como Complexo M. tuberculosis (Tabela 1).
A majoria dos isolados do Complexo
M. tuberculosis (155/166, 93,4 %) foi sensivel
aos antimicrobianos isoniazida, rifampicina,
etambutol e estreptomicina. Dez (6 %) isolados
apresentaram monorresisténcia a isoniazida,

rifampicina ou estreptomicina e um isolado
(0,6 %) apresentou multirresisténcia a isoniazida
e rifampicina. Nenhum isolado foi resistente ao
etambutol (Tabela 1).

As demais culturas positivas foram
identificadas como MNT (21/221, 9,5%),
Mpycobacterium sp (33/221, 14,9 %) e uma cultura
mista contendo Complexo M. tuberculosis

e M. avium. O menor percentual de MNT
(9,5 %) encontrado no presente estudo em
relagdo as amostras do Complexo M. tuberculosis
(75,1 %) corrobora com o encontrado na literatura.
Andrade e col” identificaram 9,1 e 91,9 % e Maurya
e col* identificaram 27,3 e 72,7 % de MNT e
Complexo M. tuberculosis, respectivamente em
pacientes hospitalizados. As espécies de MNT
mais frequentes foram M. avium (5/21, 23,8 %) e
M. fortuitum (19,0 %) (Tabela 2). Dois isolados
de MNT foram identificados somente pelo
grupo, pois apresentaram padrao de PRA-hsp65
nao descrito no algoritmo padrao® e na literatura.
Os isolados identificados somente ao nivel
de género apresentaram contaminagdo, nao
sendo possivel chegar a identificacdo conclusiva
(Tabela 2). Cinco das 221 (2,2 %) culturas foram
isoladas de individuos portadores do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), das quais
quatro do Complexo M. tuberculosis sensiveis
aos antimicrobianos testados e wuma delas
identificada como M. fortuitum (Tabelas 1 e 2).

Tabela 1. Perfil de suscetibilidade a antimicrobianos dos isolados do Complexo Mycobacterium tuberculosis provenientes de
escarros de individuos privados de liberdade que apresentaram baciloscopia negativa e cultura positiva

Complexo M. tuberculosis

Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos

= lEoh) Isoniazida Rifampicina Estreptomicina Etambutol
155* (93,4) S s S S
1 S S R S
7 (4,2) R 5 S 5
2(1,2) S R S S
1 R R S S

*quatro amostras foram isoladas de individuos portadores do HIV
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Tabela 2. Frequéncia de crescimento de espécies ndo membros do Complexo M. tuberculosis, provenientes de escarros de
individuos privados de liberdade que apresentaram baciloscopia negativa e cultura positiva

Micobactérias n = 55

Numero de amostras (%)

Micobactérias nio membros do

Complexo M. tuberculosis 21 (38.2)
Mycobacterium avium 5(23,8)
Mycobacterium crescimento rapido acromogena 1(4,8)
Mycobacterium crescimento lento fotocromogena 1(4,8)
Mycobacterium fortuitum 4(19,0)*
Mycobacterium gordonae 2(9,4)
Mycobacterium intracellulare ou M. chimaera 1(4,8)
Mycobacterium kansasii 3 (14,3)
Mycobacterium lentiflavum ou M. parascrofulaceum 3(14,3)
Mycobacterium mucogenicum 1(4,8)
Complexo M tube‘rculosis e 1 (L8)"
Mpycobacterium avium
Mycobacterium sp 33 (60,0)

*uma das amostras foi isolada de individuo portador do HIV

® cultura mista

Apesar do aumento no numero de casos
novos no mundo, cerca 9 milhdes, a taxa de
incidéncia global vem diminuindo lentamente
(menos de 1 % ao ano), sendo estimada
uma taxa de 139 casos por 100 mil habitantes®.
Em 2009 no Brasil, foram notificados 72 mil
casos novos. O estado de Sdo Paulo detecta o
maior nimero absoluto de casos e o estado do
Rio de Janeiro apresenta o maior coeficiente
de incidéncia¥”. Um dos desafios para o
controle da endemia é a elevada incidéncia
entre populagdes de maior risco, entre elas a
populagao prisional®, que contribuiu com 5 %
dos casos notificados em 2008. No momento do
ingresso no Sistema Penitencidrio foi observado
prevaléncia de 2,7 %®, avaliada por meio de
inquérito radioldgico, clinico e bacterioldgico pela

baciloscopia, cultura do escarro e teste de
sensibilidade?.

A realizagdo da cultura, além de ser
uma técnica sensivel, permite o isolamento das
colonias do Complexo M. tuberculosis e MNT
utilizadas na identificacdo da espécie e teste
de suscetibilidade aos farmacos antituberculose.
No presente estudo, apesar do pequeno numero

de amostras de micobactérias isoladas dos
escarros dos individuos que apresentaram
baciloscopia negativa e cultura positivas

(221/11529, 1,9 %), os resultados revelaram
a presenca de 166 micobactérias membros
do Complexo M. tuberculosis e 21 MNT
potencialmente  patogénicas (M. avium,
M. fortuitum, M. intracellulare e M. kansasii)
(Tabelas 1 e 2). Este dado é relevante quando
comparado ao numero de amostras de escarros
que apresentaram baciloscopias e culturas
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positivas (168/11529, 1,5 %). De acordo com a
Sociedade Americana Toricica, serd considerado
caso de micobacteriose o isolamento de MNT em
mais de duas amostras de sitios ndo estéreis®.
Salientamos que ao pesquisar o histérico dos
respectivos 21 pacientes portadores de MNT,
no Sistema de Controle de Pacientes
com Tuberculose do Centro de Vigilancia
Epidemiologica do Estado de Sao Paulo
(TBWeb) e Sistema Integrado de Gestdo
Hospitalar (SIGH) ndo houve confirmagio
desses isolados de MNT em mais de uma
amostra de escarro até o més de abril de 2015.
Para a caracterizacgio de wum caso de
micobacteriose é necessario buscar no historico
clinico dos pacientes a confirma¢ao de MNT
positivo, pois é de extrema importancia,
principalmente em comunidades fechadas e
imunodeprimidos, considerando ainda que as
MNT sdo naturalmente resistentes a varias
drogas®-2.

A observagao, no presente estudo, da
presenca de quatro isolados do Complexo
M. tuberculosis e um de MNT em individuos

portadores do HIV (Tabela 2) mostra a
importincia da realizagaio da cultura em
individuos com baciloscopia negativa

provenientes de populacdes de risco, sobretudo
em ambientes de superpopulagido. O resultado
de baciloscopia negativa em casos de tuberculose
e micobacteriose é observado em varias partes
do mundo, retardam o tratamento e elevam
a mortalidade, particularmente em pacientes
imunocomprometidos, como na populagido
com HIV*,

No Brasil, a realizaggio do TS para o
Complexo M. tuberculosis é recomendado para
casos  especiais como  comunicantes de
tuberculose resistente; pacientes com antecedentes
de tratamento prévio, independentemente do
tempo decorrido; pacientes imunodeprimidos,
principalmente portadores do HIV; paciente
com baciloscopia positiva no final do 2° més
de tratamento; faléncia ao tratamento antiTB;
investigacao de populagcbes com maior risco de
albergarem cepa do Complexo M. tuberculosis
resistente (profissionais de saude, populagio de
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rua, privados de liberdade, pacientes internados
em hospitais que ndo adotam medidas
de Dbiosseguranga e instituicbes de longa
permanéncia) ou com dificil abordagem
subsequente (indigenas)”. Em estudo realizado
em sistema prisonal, foi relatado que o abandono
do tratamento e os baixos indices de cura
contribuem para emergir a resisténcia aos
tuberculostaticos, tornando-se uma ameaga a
qualquer tentativa de controle®*. Este problema
agrava ainda o fato de presidios funcionarem
como reservatorios para a multirresisténcia
as drogas antiTB (MRD-TB)¥. Os testes de
suscetibilidade realizados no presente estudo
revelaram que 6,6 % (11/166) do total das
amostras do Complexo M. tuberculosis foram
resistentes aos antimicrobianos testados e
multirresisténcia (resisténcia a pelo menos
isoniazida e rifampicina) foi observada em um
desses isolados. Esses dados corroboram com a

literatura onde amostras do Complexo M.
tuberculosis  apresentaram  resisténcia  e/ou
MRD-TB em amostras de escarros que

apresentaram baciloscopia negativa ou positiva.
Em 2012, a Organizagio Mundial de Saude
estimou  incidéncia de  multirresisténcia,
a0 menos a isoniazida e rifampicina, de
aproximadamente 5,7 % nos casos de tuberculose
no mundo®. Rusovich e col®” relataram que dos
5377 casos de tuberculose registrados, 2960 (55 %)
apresentaram baciloscopia negativa. Dos 2960,
1639 (55 %) eram cultura positiva, dos quais
768 (47 %) apresentaram multirresisténcia aos
antimicrobanos testados.

Atualmente, testes rapidos moleculares para
o diagndstico da tuberculose podem detectar
diretamente do escarro a presenca do Complexo
M. tuberculosis e resisténcia ao agente
antimicrobiano rifampicina em até 2 horas®.
Porém, a cultura continuara sendo realizada para
possibilitar o cultivo do Complexo M. tuberculosis
para arealizacao do TS ou identificagdo de amostras
de MNT. Devemos salientar que, mesmo com
o avango tecnoldgico a cultura da micobactéria
continuara sendo uma importante ferramenta
no diagnoéstico laboratorial das doengas causadas
por micobactérias.
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O presente estudo mostra a importancia
da cultura de amostras de casos que apresentam
baciloscopia negativa no diagnoéstico laboratorial
da tuberculose ou micobacteriose. O emprego
tardio do tratamento apropriado pode acarretar
continuidade na transmissdo da doenca com
agravamento do quadro clinico, principalmente
em pacientes assintomaticos. A eficiéncia
no diagndstico da tuberculose nos Centros de
Detengdo Proviséria de abrangéncia do CLR-IAL
de Santo André é devida a diferentes agoes que
incluem a busca ativa permanente em conjunto
com as Vigilancias Epidemioldgicas, Estadual e
Municipal.
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RESUMO

O teste de ativagdo da transcetolase eritrocitaria (TK-E) pelo pirofosfato de tiamina (TPP)
exdgeno é um método indireto para mensurar a tiamina (vitamina B1). A diminui¢do da atividade
da transcetolase eritrocitaria e o aumento da estimulagdo in vitro com o TPP maior do que 17 %
indicam deficiéncia de tiamina. Este ¢ um método plausivel, pois sido nos eritrdcitos que estdo
concentradas a maior parte desta vitamina. Em virtude de surtos de beribéri que tem ocorrido
no Brasil desde 2006, o Instituto Adolfo Lutz (IAL), como Laboratdrio Central de Saide Publica,
propds a implantagido desse método para auxiliar na investigacdo de novos surtos ou de casos
isolados. Foram avaliados o teste de precisdo, a linearidade, a estabilidade do hemolisado e da
amostra, e estimados os limites de detecgdo e de quantificagdo. A atividade da TK-E sem ativacdo
pelo TPP foi de 0,732 Ul/gHb e com ativagdo foi de 0,827 Ul/gHb. Todos os resultados dos
parametros avaliados neste estudo apresentaram-se dentro dos critérios de aceitabilidade
garantindo-se a confiabilidade do método. Fica, assim, disponivel mais um ensaio bioquimico
para a Rede Publica de Saide, mas ainda necessario definir os valores de referéncia para
estabelecer os limites clinicos da deficiéncia de tiamina.

Palavras-chave. transcetolase, tiamina, diagnostico, beriberi.

ABSTRACT

Erythrocyte transketolase activation test (TK-E) by exogenous thiamine pyrophosphate (TPP)
is an indirect method to measure thiamine (vitamin B1). The decrease in the erythrocyte
transketolase activity and the increase of in vitro stimulation with TPP greater than 17 % indicate
thiamine deficiency. It is a reasonable method as the major portion of this vitamin are concentrated
in erithrocytes. Due to the beriberi outbreaks that have occurred in Brazil since 2006, the Adolfo
Lutz Institute (IAL), as a Central Public Health Laboratory, proposed the implementation of this
method to give support to the investigation on the new outbreaks or isolated cases. The evaluated
parameters were precision, linearity, hemolysate and sample stability, and the limits of detection
and quantification were estimated. The TK-E activity without activation by TPP was 0.732 Ul/gHb,
and with activation was 0.827 UI/gHb. All of the results obtained from the evaluated parameters
showed to be within the eligibility criteria, ensuring the reliability of the proposed methods.
Thus, this method showed to be adequate as biochemical assay for the Public Health Network.
However, there is a need to define the reference values to establish the clinical limits of thiamine
deficiency.

Keywords. transketolase, thiamine, diagnosis, beriberi.
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Existem enzimas nos glébulos vermelhos
que sdo dependentes de vitaminas e suas atividades
sao correlacionadas para avaliar o estado
nutricional dessas vitaminas', a transcetolase
eritrocitaria (TK-E) é um exemplo. Utiliza como
cofator o pirofosfato de tiamina (TPP), a forma
biologicamente ativa da tiamina (vitamina B1).
Esta enzima atua amplamente no ciclo das
pentoses contribuindo na formagdo do NADPH?,
coenzima importante no restabelecimento da
glutationa na sua forma reduzida® e, também,
participa na sintese de nucleotideos e dcidos
nucléicos’. Como o ciclo das pentoses é mais
ativo nos glébulos vermelhos e aproximadamente
80 % da tiamina se encontram neles*’, é sensato
utilizar a atividade da transcetolase nestas células
como marcador das alteragdbes metabdlicas da
tiamina®’.

O teste de ativacgdo da transcetolase
eritrocitaria pelo TPP exdgeno é um método
indireto de mensurar a tiamina’. A diminui¢io
da atividade da transcetolase eritrocitaria e o
aumento da estimulacdo in vitro com o TPP
maior que 17 % indicam deficiéncia de tiamina’.

O beribéri ¢ uma doenca causada por
deficiéncia de tiamina caracterizada por
manifestagdes neuroldgicas e cardiovasculares®’.
Casos extremos de deficiéncia podem afetar
o coragdo, dando origem a uma cardiomiopatia
por deficiéncia nutricional, conhecida como
beribéri cardiaca ou afetar o sistema nervoso
central, provocando a encefolopatia de Wernicke
que se caracteriza por confusio mental,
oftalmoplegia e taxia podendo evoluir para o
coma e morte®'’. A deficiéncia também tem sido
relatada como causa de hipertensdo pulmonar'' e
de perda visual devido a neuropatia optica'?.

A deficiéncia de tiamina quando nao
esta associada a caréncia alimentar, pode estar
relacionada com o aumento de demandas
metabolica ou situagdes que interferem na
sua biodisponibilidade’. E comum encontrar
a deficiéncia em etilista cronico, pacientes com
anorexia nervosa”, doengas gastrointestinais
associadas com diarreia cronica e vOmitos
frequentes'!, pacientes submetidos a cirurgia
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gastrica® ou intestinal'* e nos cardiopatas'®.

Em 2012, o Ministério da Saude publicou o
“Guia de consulta para Vigilancia Epidemiologica,
Assisténcia e Aten¢do Nutricional dos casos de
Beribéri’, em vista das notificacdes de beribéri
ocorridas nos estados do Maranhdo, Tocantins
e Roraima. Até entdo, ndo se tinha registro de
surto no pais ha mais de oitenta anos*.

A tiamina pode ser avaliada no sangue ou na
urina. Porém, estes exames nao estido disponiveis
no Sistema Unico de Saude?, sendo raro encontrar
em outros servicos".

Assim, o objetivo deste estudo foi implantar
a metodologia que determinasse a atividade
enzimatica da transcetolase eritrocitaria com e
sem a estimulagdo do TPP exégeno, para ser
utilizada como indicador do estado nutricional
quanto a tiamina, disponibilizando mais um
exame especifico para a Rede Publica de Saude.

Este estudo foi conduzido dentro dos padrdes
exigidos pela Resolu¢ao 466 de 12/12/2012 do
Ministério da Saide /Conselho Nacional da
Saude, e teve a aprovagio do Comité de Etica
em Pesquisa com Seres Humanos do Instituto
Adolfo Lutz, Protocolo n° 035/2009 emitida em
24/11/2009.

As amostras de sangue foram obtidas
de voluntarios, apds concordarem e assinarem
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
Foram utilizados para coleta tubos a vacuo
contendo anticoagulante K,EDTA. As amostras
foram armazenadas em temperatura entre 4 e
8 °C até o momento da analise.

Preparo do hemolisado

As amostras foram centrifugadas por
5 minutos a 2.500 rpm em temperatura de
8 °C, e o plasma e a camada de leucdcitos
foram  descartados. As  hemacias foram
submetidas a trés lavagens sucessivas com
solu¢ao de NaCl 0,9 % gelada, o sobrenadante
e a camada de leucdcitos foram descartadas em
cada ciclo. Os hemolisados foram preparados
adicionando-se agua bi-destilada nas hemadcias
lavadas na propor¢do de 2:1 (hemacias: agua).
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Em seguida, foram submetidas ao congelamento
e descongelamento por duas vezes para
assegurar total hemdlise. As concentragdes
de hemoglobina foram ajustadas para ficarem
entre 3,5 a 4 g/dL com solugdao Tris-HCl 0,1 M
pH 7,6 + Triton X-100 (na proporgdo 1:100).
Foram centrifugados por 10 minutos a 3.000 rpm
e o sobrenadante separado e mantido entre 4 a
8 °C até o momento da analise. A concentragdo
de hemoglobina foi determinada em contador
hematolégico automatizado.

Atividade da TK-E com e sem o TPP

O método para a determinagio da
atividade da TK-E com e sem TPP foi realizada
conforme Bayoumi e Rosalki' com algumas
modificagdes. O sistema reagente utiliza a
nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida
(NADH), que absorve luz no comprimento de
onda de 340nm. A variagdo de absorbéancia
por minuto obtida pela oxidagdo da coenzima
NADH a NAD, reflete diretamente a atividade
da transcetolase.

As sequéncias das reagbes estdo abaixo
descritas:

EC2.2.1.1
1) Ribose-5-PO, + xylulose-5-PO, —— 8 —»
sedoheptulose-7-PO, + D-gliceraldeido-3-PO,

EC5.3.1.1
2) D-gliceraldeido-3-PO,——— dihidroxiacetona-PO,

EC1.1.1.8
3) dihidroxiacetona-PO, + NADH ———*
glicerol-3-PO, + NAD

EC 2.2.1.1 = Transcetolase
EC 5.3.1.1 = Triosefosfato isomerase
EC 1.1.1.8 = Glicerol-3-fosfato dehidrogenase

Sem TPP Com TPP

Solugoes ul ul
Tampio Tris-HC1 0,1M pH 7,6 50 0
Ribose-5-fosfato 15mM 915 915
Hemolisado 20 20
GDH/TPI (7kU/L - 1800kU/L) 5 5
TPP 10mM 0 50

Incubar 15 minutos a 37 °C

NADH 10 mM 10 10

Leitura 10 minutos a 37 °C

Ciélculo: ADOx10° = UlI/gHb. min. a 37 °C
ExHbx20

ADO = Variag¢do da densidade 6tica por minuto

10°= Corregédo da unidade da hemoglobina

E = Coeficiente de extingdo molar da coenzima NAD ( 6,22 )
Hb = Concentragdo da hemoglobina no hemolisado

20= volume da amostra

As solugdes de Ribose-5-fosfato (Sigma)
15mM, o TPP (Sigma) 10mM e NADH (Sigma)
10mM foram preparados com Tampdo Tris-HCI
0,1M, pH 7,6. Todos foram preparados no dia do
uso e mantidos na temperatura entre 4 e 8 °C. A
enzima GDH/TPI (Sigma) estava pronta para o
uso, sem necessidade prévia de dilui¢ao, porém foi
mantida na temperatura constante entre 4 e 8 °C.

A porcentagem de Ativacao foi obtida
através da seguinte equacao:

% ativacdo = TK-E ¢/ TPP - TK-E s/ TPP x 100
TK-E s/ TPP

Métodos estatisticos

Além da andlise descritiva como média,
desvio padrio (DP), coeficiente de variagdo
(CV), valores minimos e maximos e limite
de repetibilidade (Lrepé), foram utilizados
outros métodos conforme o propdsito de
cada estudo: teste de normalidade (Anderson
Darling); avalia¢ao das variancias (Cochran,
Levene ou Bartlett); andlise de comparabilidade
(ANOVA), Teste F e t de Student; avaliacao
de linearidade (Regressao linear pelo método
dos minimos quadrados, polindmio linear
e quadratica).

Foi utilizado nivel de confianga de 95 %.

Para  confirmar que este método
implantado atende aos propdsitos, foram
realizados alguns experimentos de validagao,
conforme orientagbes DOQ-CGCRE-008/2011",
RDC n°27/2012-ANVISA/MS™ e Oliveira e
Mendes", quando aplicaveis.
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Avaliagao da precisao

Primeiramente, foi realizado um
estudo preliminar de precisio para identificar
discrepancias frente o esperado e, se fosse
necessario, fazer ajustes no sistema antes
de prosseguir com estudos mais completos.
Desta forma, foram avaliadas trés amostras
com atividades enzimaticas diferentes da
TK-E, analisadas por sistema de repetitividade,
ou seja, as oito medicoes de cada amostra
foram realizadas no mesmo dia e sem alteragdes
de local, equipamento, reagentes e do técnico.
Os resultados estao consignados na Tabela 1.

Neste estudo preliminar foi possivel
verificar que o método apresentou um CV
médio de 6,67 %. E, pela semelhanca dos
CVs apresentados nas trés amostras, podemos

Tabela 1. Estudo preliminar intraensaio

4

concluir que a imprecisaio ¢é
variando em diferentes niveis de
enzimatica.

O limite de repetitividade (Lrepé) obtido
neste estudo foi utilizado para identificar
valores discrepantes ou outliers nos demais
experimentos. E a diferenca méxima permitida
entre um par de replicatas de cada corrida, tendo
o cuidado de ndo rejeitar mais de 5 % das
analises’.

A precisio intermedidria ou interensaio
foi realizada em duas amostras com niveis
de atividade enzimatica diferentes, porém
previamente conhecido. Cada amostra foi dividida
em quatro partes e analisada diariamente em
duplicata por cinco dias. Os resultados estdo

constante nao
atividade

consignados na Tabela 2.

TK-E sem TPP em UI/gHb

TK-E com TPP em Ul/gHb

Replicatas
Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3

1 0,59 0,94 1,19 0,68 1,16 1,3

2 0,63 0,81 1,06 0,7 1,02 1,12

3 0,52 0,9 1,18 0,74 0,98 1,29

4 0,62 0,85 1,02 0,6 1,09 1,24

5 0,57 0,93 1,22 0,66 1,06 1,28

6 0,58 0,94 1,16 0,72 1,15 1,29

7 0,52 0,83 1,18 0,7 1,02 1,14

8 0,61 0,96 1,04 0,64 0,98 1,16
Média 0,58 0,895 1,131 0,68 1,058 1,228
DP 0,042 0,057 0,078 0,045 0,071 0,075
CV % 7,257 6,405 6,903 6,67 6,682 6,139
Lrepé* 0,118 0,16 0,219 0,127 0,198 0,211

Lrepé*: desvio padrao x 2,8 (para duplicata e nivel de confianca de 95 %)
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Tabela 2. Resumo estatistico do estudo de precisdo completa

TK-E sem TPP TK-E com TPP
Parametros analisados
Amostra 1 Amostra 2 Amostra 1 Amostra 2

Média 0,58 0,85 0,67 1,11
DP intraensaio 0,04 0,06 0,05 0,06
CV % intraensaio 6,74 6,95 6,8 513
DP interensaio 0,02 0,03 0,02 0,04
CV % interensaio 3,79 4,06 2,72 3,22
DP total 0,04 0,06 0,04 0,06
CV % total 6,96 7,26 6,48 5,49
Erro aleatério total 11,0 % 12,0 % 11,0 % 9,0 %
Critério de aceitabilidade entre replicatas 0,12 0,16 0,13 0,2

Linearidade

O estudo da linearidade teve como
objetivo verificar se o método tem a capacidade
de demonstrar que os resultados obtidos
sdo proporcionais a concentragdo, dentro de
um intervalo especifico (Figura 1). Foram
realizadas diluicbes seriadas de uma amostra
com atividade alta (obtida com acréscimo de TK)
e uma amostra com atividade baixa, resultando
em 7 amostras. Cada amostra foi analisada
trés vezes. Aos resultados obtidos foram aplicados
testes estatisticos. A homocedasticidade das
varidncias foi comprovada através do teste de
Cochran, o C calculado de 0,287 foi menor
do que o C tabelado 0,561 ( triplicata em sete
niveis de concentragdo, em nivel de confianca
de 95 %). Através da andlise de regressao linear
e ANOVA foi possivel observar que a regressao
foi significante (p<0,05), porém os desvios de

linearidade de todas as concentracoes foram
menores que 5 % quando comparado com a
regressdo polinomial de 2° grau (regressao
quadratica), desconsiderando a releviancia da
ndo linearidade detectada. O coeficiente de
correlacdao de Pearson(r) foi de 0,9923.

¥ = 09581k + 0,0191 Yy
A = 0,9847

y = 0,4114x + 0,0955 + 10,4454
RE = 0,9947

2.0 &
g 1,20

_31.00 2

= 040

w

i o 02 04 o6 0,8 1 1.2 1,4 1,6
< Atividade da TK-E em Ul/gHb

Figura 1. Gréfico da linearidade com as equagdes polinomiais
de 1° e 2° graus
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Limite de deteccao e de quantificagiao

A determinacio do limite de deteccio
(LD) e de quantifica¢do (LQ) foi estimada através
das equagdes: LD = média + tDP e LQ = média
+ 10DP, onde ¢ (Student) com nivel de confianca
de 95 % e DP ¢é o desvio padrao. Os resultados
estao representados na Tabela 3.

Tabela 3. Limite de detec¢ao (LD) e de quantifica¢ao (LQ)

LD LQ
TK-E s/TPP 0,091 0,296
TK-E ¢/TPP 0,121 0,398
Estabilidade

A estabilidade do  hemolisado foi
conferida através da avaliacio de sete amostras
distintas com quatro replicagbes em cada
amostra. Os hemolisados foram analisados no
dia do preparo e no dia seguinte. Foram mantidas
por 24 horas em temperatura entre 4 a 8 °C
(geladeira) e entre -16 e -20 °C (freezer).
A comparagdo entre os valores do dia e do
posterior, nas sete amostras, revelou que a TK-E
¢ estavel nos hemolisados, sejam armazenados
em geladeira ou no freezer. O resultado estatistico
demonstrou ndo haver diferengas significativas
ao nivel de confianga de 95 % (p>0,05).

Temporalidade

A temporalidade das amostras foi
definida juntamente com a precisao intermediaria
quando as amostras foram analisadas por cinco
dias consecutivos, armazenadas em temperatura
entre 4 e 8 °C. A diferenca percentual da perda
de atividade enzimdtica entre os valores obtidos
no primeiro dia e no quinto dia foi em torno
de 7,9 % para a TK-E sem TPP e de 6,2 %
para a TK-E com TPP. O método foi testado
em 21 amostras obtidas de voluntarios
saudaveis, sem uso de complementos vitaminicos.
Os dados obtidos apresentaram distribuicdo
gaussiana pelo teste de Anderson Darling (p>0,05).
A Tabela 4 consigna os dados estatisticos desses
voluntarios.
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Tabela 4. Resumo estatistico dos valores obtidos das amostras
de 21 individuos normais

TK sem TPP TK com TPP

Parametro % estimulac¢ao

Ul/gHb Ul/gHb
Média 0,732 0,827 12,98
Desvio Padrao 0,113 0,136 3,48
Valor minimo 0,57 0,63 5,97
Valor maximo 0,973 1,16 21,84

Quando surgiram os primeiros surtos de
beribéri em 2006, no estado do Maranhdo, nao
havia nenhum laboratério publico que pudesse
avaliar a tiamina daquela comunidade, incluindo
o JAL. Foi assim que surgiu este estudo para
implantagdo do método da andlise da atividade
da transcetolase eritrocitaria com e sem estimulo
pelo TPP. Um método indireto, porém adequado
para o propdsito, uma vez que as hemadcias
sdo as primeiras células a serem afetadas pela
deplecao vitaminica®.

O método escolhido foi o proposto
por Bayomi e Rosalki em 1976'. Para avalia-
lo foi necessario realizar estudo de validacio.
Ele comprova através de evidéncias objetivas
alguns requisitos bdsicos que garantem a
confiabilidade dos resultados.

O primeiro passo foi verificar a precisao
do método. E importante salientar que
toda medi¢do analitica agrega um percentual
de variagdo, o qual é conhecido como “erro”
Este “erro” pode ser de ocorréncia casual
ou acidental, chamado de erro aleatério.
Neste estudo, o erro aleatério total ficou em
torno de 11,5 % para a TK-E sem adigao de TPP
e de 10 % para a TK-E com adigdo de TPP,
dentro do recomendado pela ANVISA'™ o qual
se permite até 15 % para as imprecisoes.

A imprecisdo intraensaio encontrada
ficou entre 6 e 7 %, uma estimativa bastante
razoavel em se tratando de enzimas. Este
achado estd em consonancia com dados do
laboratério de Cambridge onde o CV deles
fica entre 5,1 a 7,7 % ?', utilizando metodologia
semelhante.
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A exatiddo ndo pode ser avaliada conforme
exigido pelas normas da qualidade por nao haver
amostras de referéncia e nem ter como comparar
com outro método. Porém, a média da atividade
da TK-E do grupo de voluntarios saudaveis
foi de 0,732 Ul/gHb, com desvio padrio de
0,113 UlI/gHb, proximos ao valor médio de
0,77 Ul/gHb encontrados por Smeets et al** em
doadores de sangue e, dentro do intervalo de
0,514 a 0,739 Ul/gHb, encontrado por Waring
et al”® obtidos, também, em doadores de sangue
de ambos os sexos. Ambos utilizaram metodologia
similar ao deste trabalho. Valores mais baixos
foram encontrados em pacientes com diabetes
mellitus tipo 2 com neuropatia®.

Valor de referéncia para individuos
normais podem diferir de um laboratério
para outro, mesmo que ambos utilizem o
mesmo método. As variagdes pré-analiticas,
variagbes analiticas e as variagbes bioldgicas
inter-individuos sdo os fatores que podem
influenciar nessas diferencas. Por isso, ¢é
recomendado que cada laboratério determine
o seu proprio valor de referéncia com as
incertezas associadas. No presente estudo, a
média obtida no grupo de voluntarios nao
pode ser utilizada para esta finalidade devido
ao numero pequeno de voluntarios.

A estabilidade da atividade da TK-E
no hemolisado foi verificada. Observou-se que
se manteve estavel por até 24 horas, quando
conservado em temperatura de geladeira ou
congelado. Smeets et al** descreve que nao
hd perda de atividade da TK-E por quatro
semanas nos hemolisados armazenados a -20 °C.
Porém, se forem congelados e descongelados
por duas vezes podera haver perda significativa
da atividade enzimatica.

A  maijoria das enzimas presentes no
globulo vermelho ¢ mais estavel quando
estdo no sangue total do que quando as células
sao lavadas ou congeladas®. Esta estabilidade
foi conferida por até cinco dias no sangue total,
contento anticoagulante EDTA e armazenada
em temperatura entre 4 e 8 °C. Ao final de cinco
dias, verificou-se uma diminuicio da atividade
enzimatica proxima de 8 %. Beutler** define para
varias enzimas eritrocitarias uma estabilidade

de 20 dias com perda de atividade <10 %,
nas mesmas condi¢oes. Soukalon et al*
mantiveram os globulos vermelhos lavados e
congelados a -30 °C por até 3 meses para avaliar
a TK-E.

A avaliacdo da transcetolase eritrocitaria
nao é comum na pratica clinica e, portanto nao
ha muitas informacdes sobre o desempenho do
método analitico na literatura para comparagio.
Desta forma, todos os dados obtidos neste
estudo poderdo ser utilizados como indicadores
nas especificagoes da qualidade, visto que
eles ficaram dentro dos limites aceitaveis
determinadas pelas normas regulamentadoras
como a RDCn®27/2012 da ANVISA'™,

O Dberibéri tem sido um importante
problema de satide publica*. E, o agente causador
nem sempre é a caréncia alimentar da tiamina.
Existem outros mecanismos que podem levar
a deficiéncia. Por exemplo, a suspeita da causa
do surto ocorrido no estado do Maranhao
foi a contaminagdo do arroz pelo fungo
Penicillium  citreonigrum®, que produz a
micotoxina citreoviridina, a qual degrada a
tiamina. Existem, também, as tiaminases
presentes em alguns alimentos como peixe,
crustdceos e chd, ou produzidas por algumas
bactérias como Clostridium botulium?, que age
da mesma forma sob a tiamina.

Publicacbes recentes tém relatado casos de
beribéri em pacientes com uso prolongado de
diuréticos”” e muitos casos graves apos cirurgia
bariatrica>'%".

A deficiéncia de tiamina ndo é uma
condi¢do rara”. Ela pode estar presente em
40 % dos casos de neuropatia apds a cirurgia
bariatrica’; nos pacientes cardiacos, Cunha et al'
encontraram deficiéncia em 33 %; nos pacientes
com anorexia nervosa 38 % **, nos hospitalizados
ficam entre 10 a 20 % .

Apesar do  diagndstico de  beribéri
ser basicamente clinico® e o tratamento ser
feito com reposi¢cdo de tiamina’, a avaliagao do
estado nutricional através da atividade da TK-E
podera nao sé contribuir na etiologia da doenca,
como também evidenciar o nivel da vitamina em
varias situagdes clinicas suspeitas, bem como na
realizacdo de estudos epidemioldgicos.
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Fica disponibilizado mais um método para
a Rede Publica de Satde, que se mostrou
analiticamente satisfatério. Entretanto, é necessario
definir valores de referéncias para estabelecer os
limites clinicos de deficiéncia.
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RESUMO

Foram propostas duas metodologias para realizar a determinagao de vitaminas em suplementos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE): uma para a determinagdo simultinea de vitaminas
lipossoluiveis (acetato de retinol, palmitato de retinol, acetato de a-tocoferol e 3-caroteno) e outra
para a determinac¢éo simultanea de vitaminas hidrossoluveis (B1, vitamina C, nicotinamida, acido
nicotinico, B6 e acido pantoténico). A validacdo das metodologias foi realizada utilizando-se material
de referéncia certificado SRM 3280 do NIST e padrdes de vitaminas. Os limites de detecgdo (LDs)
e de quantificagdo (LQs) variaram entre 0,3 e 4,3 ug/mL e entre 0,5 e 14,0 ug/mL, respectivamente.
Os percentuais de recuperagdo dos padroes adicionados nas matrizes variaram entre 92 % e 109 %
e entre 86 % e 108 % no material de referéncia. A repetitividade foi calculada utilizando-se o desvio
padréo relativo (RSD); e foram detectados valores entre 0,2 % e 9,6 %. Os métodos validados foram
aplicados para a determina¢do de vitaminas A, E, B1, C, niacina, B6 e dcido pantoténico em 10
amostras de suplementos vitaminicos. Ambos os métodos sdo adequados para a andlise de vitaminas
em suplementos e suas aplicagbes serdo imprescindiveis, visto a necessidade urgente de efetuar
monitoramento e fiscalizagdo destes produtos.

Palavras-chave. suplementos nutricionais, vitaminas lipossoluveis, vitaminas hidrossoluveis,
valida¢éo, cromatografia liquida.

ABSTRACT

Two methodologies were proposed for determining vitamins in supplements by means of high
performance liquid chromatography (HPLC): one for simultaneous determination of fat soluble
vitamins (retinyl acetate, retinyl palmitate, a-tocopheryl acetate and p-carotene), and the other for
the simultaneous determination of water soluble vitamins (B1, C, nicotinamide, nicotinic acid, B6
and pantothenic acid). The methodologies were validated using certified reference material SRM 3280
from NIST and vitamins standards. The limits of detection (LODs) and the limits of quantification
(LOQs) ranged from 0.3 to 4.3 ug/mL and from 0.5 to 14.0 ug/mL, respectively. The recoveries of
spiked vitamin standards in supplements ranged from 92 % to 109 %, and from 86 % to 108 % in
the reference material. The repeatability was calculated by the relative standard deviation (RSD),
with values from 0.2 % to 9.6 %. The validated methods were applied for determining vitamins A,
E, B1, C, niacin, B6 and pantothenic acid in 10 multivitamin supplements samples. Both methods
are suitable for determining vitamins in multivitamin supplements, and their applications will be
essential, considering the urgent need for monitoring and for surveying these products.

Keywords. nutritional supplements, fat-soluble vitamins, water-soluble vitamins, validation, liquid
chromatography.
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Estudos sugerem aumento do consumo de
suplementos vitaminicos e minerais no Brasil,
sendo comparavel aos encontrados em paises como
os Estados Unidos e a Alemanha'? Esta categoria
de produtos passou a ser isenta de registro no
Ministério da Saude a partir de 2010° facilitando
ainda mais a sua comercializagio no mercado
brasileiro. As informagdes sobre qualidade e
seguranga destes produtos sdo, na maioria das
vezes, limitadas as informagdes constantes nos
rétulos, porém, as concentragbes de vitaminas
declaradas na informagdo nutricional da rotulagem
poderao ser confirmadas somente apos andlise

destes produtos com metodologias analiticas
validadas®.
Para a  determinagdo de vitaminas

lipossoluveis em alimentos, a maioria das técnicas
envolve etapas de saponificacdo, extracio com
solvente orgénico e quantificagdo por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detec¢iao
por fluorescéncia ou ultravioleta-visivel (UV-Vis).
A determinacdo de vitaminas hidrossoluveis
foi realizada durante muitos anos por métodos
microbiolégicos e  espectrofotométricos e,
posteriormente, também por CLAE*°. Novas
técnicas cromatograficas tém sido desenvolvidas
apresentando diversas vantagens tais como:
redugdo no tempo de andlise, utilizacdo de menor
quantidade de solventes, maior eficiéncia, além
da possibilidade de quantificar varias vitaminas
em uma mesma analise. O uso de CLAE com
detector de massas e a técnica por cromatografia
liquida de  wultra eficiéncia (CLUE), por
exemplo, permitem essas vantagens, porém sao
equipamentos de alto custo”’.

A andlise de  vitaminas  envolve
alguns desafios. Sua determinagao exige cuidados
especiais, principalmente devido a sensibilidade
destes compostos a luz, oxigénio, temperatura
e alteragoes de pH’. Em alimentos in natura, as
vitaminas encontram-se em baixas concentragoes,
muitas vezes com a presenca de interferentes em
matrizes complexas. Em suplementos, as vitaminas
estdo presentes em concentragdes maiores, porém,
ha grande variagio entre as concentragdes
de vitaminas adicionadas nestes produtos,
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dificultando a extracdo e andlise simultinea de
alguns compostos'’. As concentragdes de vitamina
B,, e de vitamina C, por exemplo, encontram-se
proximos de 2 pg e 45 mg, respectivamente em
uma por¢ao.

O tamanho da porgiao para andlise é um
fator importante a se considerar, ja que algumas
vitaminas sdo microencapsuladas com a finalidade
de garantir sua estabilidade durante o periodo de
armazenamento e as particulas podem ndo estar
homogeneamente distribuidas. As tecnologias como
a nano e a microencapsulagdo estdo rapidamente
evoluindo, sendo que os diferentes processos
utilizados podem dificultar a extra¢do de algumas
vitaminas'!. Devido as dificuldades para se
estabelecer um método pratico e seguro para
analise de vitaminas em suplementos vitaminicos,
o National Institute of Standard and Technology
(NIST) produziu recentemente um material de
referéncia de multivitaminicos e multielementos'.
Este material serve de suporte para a validacao
de metodologias de andlise destes produtos
permitindo aos laboratérios a implantagio de
metodologias  confidveis, possibilitando uma
fiscalizagdo adequada para oferecer produtos com
major garantia de qualidade aos consumidores.

Com a isen¢do da obrigatoriedade de registro
sanitario, a fiscalizacdo de suplementos vitaminicos
por orgdos competentes torna-se extremamente
necessaria para assegurar a idoneidade dos mesmos.
Assim, este trabalho teve como objetivo, adequar
e validar metodologias para determinagiao de
vitaminas em suplementos vitaminicos nas formas
de comprimidos, drageas, capsulas gelatinosas duras
e moles e solugoes, visando estabelecer métodos de
facil e rapida execugdo para a implantagao na rotina,
tanto em laboratdrios de saude publica quanto em
laboratérios de controle de qualidade nas industrias.

Padroes, reagentes, material de referéncia
certificado e amostras

Os padroes de acetato de retinol, acetato de
a-tocoferol, p-caroteno, cloridrato de tiamina (B1),
riboflavina (B2), cloridrato de piridoxina (B6),
nicotinamida, acido nicotinico e acido pantoténico

foram adquiridos da Sigma-Aldrich® (St Louis,
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EUA); o palmitato de retinol da Fluka (Buchs, Suica)
e o acido ascorbico (C) da Supelco (Bellefonte,
EUA). Foram utilizados os seguintes solventes
grau cromatografico: metanol da Carlo Erba e
acetonitrila, hexano e cloroférmio da J. T. Baker®
(Bakerbond, EUA). Trietilamina e BHT (butil
hidroxi tolueno) foram adquiridos da Sigma- Aldrich®
(St Louis, EUA), HCI (4cido cloridrico) e acido
orto-fosférico, da Merck® (Darmstadt, Alemanha),
e fosfato de sddio monobdsico, da Calbiochem®
(San Diego, EUA). O material de referéncia
SRM 3280 - Multivitamin/Multielement Tablet, foi
adquirido do NIST e as amostras de suplementos
vitaminicos foram adquiridas no comércio da
cidade de Sao Paulo (SP).

A solugdo tampao fosfato de sodio 0,05 M
(pH 3,0) foi preparada semanalmente, dissolvendo-se
6,9 g de fosfato de sédio monobdsico em 1 L de
agua Milli-Q e o pH foi ajustado para 3,0 £ 0,1
com adi¢ao de acido ortofosforico 85 %. A solugao
foi colocada em banho ultrassonico por 10 min e
filtrada em membranas de 0,45 pm antes do uso.

Equipamentos

A pulverizagdo das matrizes drageas e
comprimidos foi realizada em moinho vibratdrio,
modelo MM400, marca Retsch Technology®
(Haan, Alemanha). Para os procedimentos
de andlise, utilizou-se balan¢a analitica modelo
XS205, marca Mettler Toledo (Schwerzenbach,
Suica); banho wultrassonico modelo Ultracleaner
1400, marca Unique (Sdo Paulo, Brasil); centrifuga
modelo 3-18K, marca Sigma (Osterode, Alemanha);
concentrador de amostras modelo Centrivap,
marca Labconco (Kansas City, EUA). A leitura
das absorvancias dos padroes de vitaminas e de
B-caroteno foi realizada em espectrofotdmetro
UV/Visivel modelo  UV-X1650PC,  marca
Shimadzu® (Kyoto, Japdo) e o ajuste de pH
da solu¢do tampao foi realizado em pHmetro
digital, modelo PG1800, marca Gehaka® (Sio
Paulo, Brasil). A 4gua foi purificada pelo sistema
Milli-Q, da Millipore (Bedford, EUA).

As analises cromatograficas foram realizadas
em cromatografo liquido de alta eficiéncia, modelo
LC-20AT, com injetor automatico SIL-20AC,
controlador CBM-20A, forno de coluna CTO-20A
e detector de arranjo de diodos PDA-20A, marca

Shimadzu® (Kyoto, Japao). Para ambos os métodos,
foi utilizada coluna de fase reversa C18 Shim-Pack
VP-ODS-2 (150 mm x 4,6 mm, particulas de 5 um),
marca Shimadzu (Kyoto, Japao).

Preparo das amostras de suplementos vitaminicos

Um minimo de dez unidades das amostras
em drageas ou comprimidos foram pesadas para o
célculo do peso médio real, e estas foram trituradas
em moinho utilizando vasos de moagem de 50 mL,
com frequéncia de 20 Hz durante 1 min. Para a
determina¢do das vitaminas A e E e [-caroteno
foi necessaria uma etapa adicional: as amostras
trituradas previamente, foram passadas em tamis
de 100 Mesh, e o conteudo retido no tamis foi
pulverizado em vaso de moagem de 10 mL com
frequéncia de 20 Hz durante 30 s, para que todo
o po6 atingisse uma granulometria menor que
150 pm, ou seja, passasse pelo tamis de 100 Mesh.

As capsulas gelatinosas duras foram abertas
manualmente e o conteido (pd) de dez unidades
foi homogeneizado em frascos de polipropileno.
As céapsulas gelatinosas moles de matriz oleosa
foram abertas com auxilio de estilete e o contetido
de dez unidades foi homogeneizado em tubos
de polipropileno. Nestes dois tipos de capsulas,
o conteudo foi completamente removido para a
pesagem das capsulas vazias. Determinou-se por
diferenca entre os pesos das capsulas inteiras e
das capsulas vazias, o peso médio do contetido
de dez unidades. Em matrizes liquidas, os frascos
foram agitados antes da tomada de amostra para
garantir sua homogeneidade.

Metodologia proposta para a determinacao de
vitaminas A e E e B-caroteno

O desenvolvimento da metodologia foi
baseado no método descrito por Thomas et al
com modificagdes. As etapas de adequagio do
ensaio, que levaram a alteragdes no método original,
bem como os resultados da validagdo do ensaio
estdo descritas no item resultados e discussoes.
A fase movel foi constituida de metanol com
0,1 % de trietilamina : etanol (75 : 25, v/v), com
fluxo de 1,0 mL/min, em modo isocratico, com
forno de coluna a 35 °C. O volume de injecao foi
de 20 pL e a temperatura no injetor automatico foi
mantida a 15 °C para minimizar a degradagao das
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vitaminas. O tempo da andlise cromatografica foi
de 25 min.

Cerca de 250 mg da amostra pulverizada
foram pesadas em tubo de polipropileno com
tampa rosqueada com capacidade de 50 mlL.
Foi adicionado 1 mL de HCl 0,1 M aos tubos,
os quais foram sonicados a 40 kHz em banho
ultrassénico por 15 min. A extracido dos analitos
foi realizada em trés etapas utilizando 10, 10 e
5 mL de hexano respectivamente para a primeira,
segunda e terceira extragdes. Apods cada adicao
de hexano, os tubos foram homogeneizados em
agitador tipo Vortex por 1 min, colocados em
banho ultrassénico por 5 min, agitados novamente
em agitador tipo Vortex por 30 s e centrifugados
a 10.000 rpm por 15 min a 4 °C. Apods cada
centrifugacdo, os extratos foram transferidos para
baldes volumétricos ambar de 25 mL com auxilio
de micropipeta, e o volume final foi completado
com hexano. Aliquotas de 3 mL do extrato hexanico
foram transferidos para tubos de vidro de 10 mL
e colocados em concentrador de amostras por
10 min a 40 °C para evaporacio do solvente.
Quando foi observado algum residuo liquido no
tubo, este foi completamente seco com auxilio de
nitrogénio. As amostras foram ressuspendidas
em 2 mL de dlcool etilico com BHT a 0,3 mg/mL,
filtrados em membranas de 0,45 um (Millipore)
para frascos tipo vial ambar.

Para a analise dos suplementos com matriz
oleosa, utilizou-se quantidade de amostra entre
150 e 400 mg, e para andlise em matriz liquida,
pipetou-se um volume entre 1 e 3 mL, dependendo
da concentragdo de vitaminas declaradas na
informagdo nutricional. A extracio de vitaminas
A e E e P-caroteno foi realizada seguindo o
mesmo procedimento utilizado para as matrizes
pulverizadas, excluindo-se a primeira etapa
correspondente a adicdo de HCl 0,1 M com banho
ultrassonico por 15 min.

Para a curva de calibra¢ao, os padroes de
acetato e palmitato de retinol e acetato de
a-tocoferol foram dissolvidos em dlcool etilico
e o padrido de [-caroteno foi dissolvido em
hexano. As concentragdes das solugdes de estoque
foram determinadas espectrofotometricamente
pela Lei de Lambert-Beer, utilizando as seguintes
absortividades molares: 1560 dL/g.cm para acetato
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de retinol a 325 nm, 1000 dL/g.cm para palmitato
de retinol a 325 nm, 43,6 dL/g.cm para acetato
de a-tocoferol a 284 nm e 2590 dL/g.cm para
B-caroteno a 450 nm'*'.

As curvas de calibra¢do foram construidas em
cinco niveis nas seguintes faixas de concentragio:
0,95 a 30,42 pg/mL para acetato de retinol;
36,68 a 586,81 pg/mL para acetato de a-tocoferol;
2,41 a 76,96 pg/mL para palmitato de retinol e
3,09 a 51,64 pg/mL para B-caroteno.

Para a expressio dos resultados foram
utilizados os fatores 0,872, 0,546 e 0,167
respectivamente para acetato de retinol, palmitato
de retinol e (-caroteno e o fator 0,91 para o
acetato de a-tocoferol'>'®. Uma por¢do corresponde
a ingestao didria de suplemento recomendada pelo
fabricante.

Metodologia proposta para a determinacao de
vitaminas hidrossoluveis

A fase movel foi constituida de metanol (A)
e tampao fosfato de sédio 0,05 M (B), em modo
de gradiente linear, iniciando com 98 % de A,
passando para 40 % de A em 9 min, retornando
para a condi¢ao inicial em 15 min, e mantendo-se
nesta propor¢do até 25 mim para equilibrio da
fase movel, com fluxo de 0,8 mL/min. O volume
de injecdo foi de 10 uL e as temperaturas no
injetor automatico e no forno de coluna foram
mantidas a 15 °C e 26 °C, respectivamente. O acido
pantoténico foi detectado a 209 nm, a tiamina,
vitamina C, nicotinamida e acido nicotinico a
254 nm, riboflavina a 268 nm e a piridoxina a
283 nm.

Cerca de 350 mg da amostra pulverizada
foram pesadas em tubo de polipropileno
com tampa rosqueada com capacidade de 50 mL.
Foram adicionados 35 mL de solugdo tampio
fosfato de sdédio 0,05 M (pH 3,0) aos tubos,
os quais foram agitados em agitador tipo Vortex
por 20 s, filtrados em papel de filtro quantitativo,
e em seguida em membranas de 0,22 pm
(Millipore) para frascos tipo vial ambar. As analises
cromatograficas foram realizadas imediatamente
apds o preparo.

Para andlise em matriz oleosa, pesou-se
uma quantidade de amostra entre 150 e 400 mg,
adicionou-se 5 mL de cloroférmio e foram realizadas
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3 extragdes com 10 mL de tampao fosfato. A cada
adicdo de tampdo, os tubos foram agitados em
agitador tipo Vortex por 20 s. Apds a separaciao
das fases, a fase aquosa foi transferida para frasco
de polipropileno com auxilio de pipeta automatica.
Cerca de 2 mL de fase aquosa foi filtrada em
filtros de 0,22 um (Millipore) para frascos tipo vial
ambar e analisadas imediatamente por CLAE.

Em matriz liquida, pipetou-se um volume
entre 1 e 3 mL, seguindo o mesmo procedimento
utilizado para as matrizes pulverizadas.

Os padroes das vitaminas hidrossoluveis
foram dissolvidos em tampao fosfato de sédio
0,056 M e as curvas de calibracio foram
construidas em cinco niveis nas seguintes faixas
de concentragdo: 11,1 a 177,6 pg/mL para
nicotinamida; 29,8 a 476,9 pg/mL para vitamina
G; 3,8 a 60,4 pg/mL para tiamina; 3,7 a 59,3 pg/mL
para piridoxina; 3,7 a 59,3 upg/mL para
acido pantoténico e 10,4 a 166,3 ug/mL para
acido nicotinico. Os resultados foram expressos
em miligramas (mg) de vitamina por porgao de
suplemento.

Validacao

As validacdes dos métodos foram realizadas
de acordo com o documento de carater orientativo
da Coordenag¢ao Geral de Acreditagio DOQ-
CGCRE-008 - Orientagdo sobre validagio de
métodos analiticos do Instituto Nacional de
Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO,
2011)". Os seguintes parametros de desempenho
foram determinados:

Seletividade

Para o estudo da seletividade, foram
selecionadas amostras de suplementos vitaminicos
e minerais com auséncia do analito a ser estudado,
os quais foram utilizados como o branco da
amostra. Para a avaliacdo da seletividade foram
realizados os ensaios em dois grupos de amostras
de teste, um com a matriz (branco da amostra) e
outro sem a matriz (branco do ensaio), seguindo a
metodologia proposta. As analises foram realizadas
em seis replicatas independentes para cada grupo,
com adicdo de um nivel de concentracio do
padrao do analito.

O efeito da matriz suplementos vitaminicos

e minerais foi verificado pelo teste E para
comprovar a homogeneidade das varidncias
e pelo teste t, para a comparagio das médias.
Em cada grupo, foi verificada a existéncia de
outlier, através do teste de Grubbs. Os seguintes
critérios de aceitagdo foram utilizados: Se G__< 1,887
nao ha outlier;set <t eF_ <F_ ndo ha efeito
. calc tab calc tab B .
de matriz; set | >t _ e/ou F__>F _ hd necessidade
o calc tab calc tab
da adi¢ao padrao.

Linearidade e Faixa de Trabalho

O estudo da linearidade foi realizado
com cinco niveis de concentragdo. Os padroes
foram preparados em triplicatas e os valores
de suas dreas foram usados para a obtencdo
da equagdo de regressao linear pelo método dos
minimos quadrados. Um estudo da linearidade
foi estabelecido para o método por meio do
coeficiente de regressio linear (r) da reta.
O coeficiente de correlacio quadrado (r?) ¢é
normalmente mais utilizado porque fornece a
ideia percentual de correlagio dos pontos com
a reta. Quanto mais proximo de 1 é o r?, melhor
¢ a representacao do modelo matematico expresso
pela equagdo de reta. Para o conjunto de dados
obtidos foi calculado o valor de r*e um valor
maior que 0,995 foi requerido.

O método dos minimos quadrados supde
que os residuos tém a mesma varidncia. Na
calibracdo isto significa que a dispersdao das
medidas é independente do valor da concentragao.
Esta condigdo de variancia uniforme ¢ chamada
homocedasticidade. Para verificar se o sistema
¢  homocedastico  (varidncias  iguais) ou
heterocedastico (variancias diferentes) foi aplicado
o teste de Cochran, visando avaliar como ¢ a
variancia ao longo da curva. Os valores dos
residuos foram langados em gréfico e foi observada
se a distribuicdo dos pontos era aleatdria, livre
de tendéncias.

Limites de detecgio (LD) e de quantificagdo (LQ)
Foram adicionadas pequenas concentragdes
dos analitos ao branco da amostra e utilizou-se
como critério para determina¢do do limite de
detecgdo, as concentragdes que equivalessem a
uma drea de pico cerca de trés vezes maiores que
o ruido. Utilizando a féormula LD = LQ/3,3,
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estabeleceu-se o LQ. A precisdo e exatidao das
areas correspondentes ao LQ foram confirmadas,
preparando seis replicatas nestas concentragdes,
e quantificando conforme os métodos analiticos
estabelecidos.

Exatiddo

A exatiddo foi avaliada pelo teste de
recuperacao dos padroes adicionados nas matrizes
de suplementos vitaminicos. Foram preparadas
em triplicatas, amostras de suplementos com
adicdo de padrao em trés niveis de concentracao,
que foram quantificadas conforme os métodos
analiticos estabelecidos. Além disso, foi analisado
o material de referéncia SRM 3280 Multivitamin/
Multielement tablet em 6 replicatas.

Precisdo

Para a repetitividade, foram utilizados os
resultados obtidos no teste de recuperacio de
amostras fortificadas, calculando-se o desvio
padrdo para cada nivel de concentragio e o
desvio padrao relativo (RSD).

Andlise estatistica

Os resultados foram apresentados como
média e desvio padrdo. O nivel de significincia
estabelecido para os testes estatisticos aplicados
na valida¢do das metodologias foi de o = 5 %.
Todas as andlises dos dados foram realizadas pelo
programa Microsoft® Excel 2010.

Adequacdao da metodologia para determinacio
de vitaminas A e E e -caroteno

Condigoes cromatogrdficas

O desenvolvimento da metodologia foi
iniciado pelas condicbes cromatograficas de
separagdo e de deteccao do acetato de retinol,
palmitato de retinol, acetato de a-tocoferol e
p-caroteno em CLAE utilizando detectores de
arranjo de diodos e de fluorescéncia em série.
Inicialmente, foi utilizada uma coluna de fase reversa
C18, Shim-Pack VP-ODS-2 (250 mm x 4,6 mm,
particulas de 5 um, marca Shimadzu) e fase movel
metanol com 0,05 % de trietilamina : acetonitrila
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(96 : 4, v/v). Porém, nestas condi¢des, ndo ocorreu
eluicdo do [-caroteno em 60 min. Para uma
eluicdlo mais rapida do [-caroteno, havia a
necessidade de se utilizar uma fase movel menos
polar. A escolha dos solventes da fase movel
foi baseada no método descrito por Kandér et
al'®, pois o uso de etanol apresenta a vantagem de
ser menos toxico e o metanol, por ser de baixo
custo. Com esta fase movel, foi necessaria uma
corrida de 45 min para a eluicdo de todos os
analitos. Para redugido do tempo de corrida, foi
utilizada uma coluna de mesma composigao,
porém com comprimento de 150 mm, tornando
possivel a eluicdo e separagio de todos os
compostos de interesse em 25 min, permitindo
boa resolugdo para todos os picos cromatograficos.

Detecgdo

Inicialmente, foi utilizado o detector de
arranjo de diodos (DAD) para detec¢ao do
acetato e palmitato de retinol (A = 325 nm) e do
B-caroteno (A = 450 nm), em série com o detector
de fluorescéncia (Aex = 280 nm e Aem = 330 nm)
para deteccdo do acetato de a-tocoferol.
Para a analise simultanea das vitaminas A e E
normalmente utilizam-se estes dois detectores,
ja que a intensidade de resposta dos tocoferois
no UV ¢ relativamente menor quando
comparado a intensidade de resposta dos retindis.
Ao analisar estes dois analitos em concentracdes
equivalentes, os picos cromatograficos ficaram
desproporcionais, dificultando a quantificacdo
dos tocoferdis pelo UV e levando a necessidade de
uso do detector de fluorescéncia, o qual apresenta
maior sensibilidade. Porém, nos suplementos
vitaminicos a concentragdio de acetato de
a-tocoferol encontrada é cerca de 10 a 15 vezes
maior que a concentragdo de acetato de retinol.
Assim, a curva de calibragio foi construida
levando-se em consideragdo estas proporgdes,
o que possibilitou a quantificagdo de ambas
utilizando somente o DAD.

Preparo de amostra e extragdo das vitaminas

No método proposto por Thomas et al®,
utilizaram-se 2 g de amostra e no minimo 100 mL
de solvente organico, e a etapa de extracdo das
vitaminas foi realizada overnight, o que ndo se
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mostrou muito pratico. Assim, a extragdo foi
realizada utilizando-se 0,2 a 0,3 g de amostra e
reduzindo-se o volume de solvente para 25 mL.
Porém, com a redugdo da quantidade de amostra
foi necessaria uma homogeneizagio adequada
dos suplementos vitaminicos. O p6 obtido
apoOs trituracdo dos comprimidos no moinho
vibratdrio, utilizando vasos de moagem de
50 mL, com frequéncia de 20 Hz durante 1 min
apresentou-se visualmente homogéneo, porém,
apos analise das vitaminas, observou-se que
a homogeneizagdio nao foi suficiente para um
resultado satisfatorio, em relacio ao acetato de
retinol, o qual apresentou coeficiente de variagao
acima de 20 % para andlise em quadruplicata.
Para melhorar a homogeneizagdo, a amostra
pulverizada foi passada em tamis de 100 mesh e o
residuo retido foi novamente triturado em vasos
de moagem de 10 mL por 30 s até que todo o pd
passasse pelo tamis de 100 mesh. Com esta etapa
de homogeneizagdo foi possivel obter resultados
com coeficientes de variagdo menores que 10 %.
Além disso, foi realizado teste de extragdo das
amostras utilizando somente o Vortex por 1 min
ap6s adi¢do de hexano, ou o Vortex por 1 min
seguido de ultrassom por 5 min e novamente
o Vortex por 30 s. A eficiéncia da extragdo foi
confirmada pela quantificagio dos analitos
extraidos do residuo apds as trés extragdes, ou
seja, realizando a quarta extracdo e verificando-se
que as concentragdes de vitaminas encontrados
nesta ultima nao foram significativas.

Nos suplementos vitaminicos, a vitamina A
pode ser adicionada nas formas de acetato ou
palmitato de retinol ou ainda como o P-caroteno,
e as suas concentragdes sdo expressas como g ER
(equivalentes de retinol) por por¢do. A vitamina E
¢ adicionada na forma de acetato de a-tocoferol e
expressa como mg a-TE (equivalentes de a-tocoferol)
por porcao.

Adequagao da metodologia para determinacgao de
vitaminas hidrossoluveis

Condigoes cromatogrdficas

Utilizou-se inicialmente as fases moveis
tampao fosfato de sodio 0,05 M (A) e acetonitrila
(B), em modo de gradiente, com fluxo de

1,0 mL/min. Foram testadas concentragdes
de acetonitrila entre 2 e 25 % nas condi¢oes
iniciais, aumentando linearmente para 40 %,
porém, ndo houve separacio com boa resolucido
dos picos de piridoxina e nicotinamida.
Ao substituir a acetonitrila pelo metanol,
houve melhor separa¢io dos compostos, sendo
estabelecida a propor¢do de 2 % de metanol nas
condigdes iniciais com fluxo de 0,8 mL/min.

Preparo de amostra e extragdo das vitaminas

Utilizou-se 350 mg de amostra com 35 mL
de tampdo fosfato, combinando-se agitagdo em
Vortex e banho ultrassonico, testando-se a segunda
extracdo para certificar-se de que a extragdo unica
era suficiente. A agitagdio por 1 min em Vortex,
com 5 min em banho ultrassénico, seguido de
30 s de agitagdo em Vortex e centrifugacdo
a 10.000 rpm por 10 min a 4 °C (Método A),
mostrou-se  satisfatoria para a extragio e
quantificacao das vitaminas Bl, C, niacina, B6,
riboflavina e dcido pantoténico em material de
referéncia certificado. As andlises em material de
referéncia foram realizadas com seis repeticdes
em dois dias distintos. As seis replicatas foram
preparadas simultaneamente, assim, o tempo
decorrido entre as injecdes subsequentes foi
de 25 min, tempo correspondente a uma analise.
A média dos resultados para a vitamina C foi
satisfatoria, considerando a incerteza do valor
certificado, porém, foi visivel a sua degradagdo com
o tempo (Figura 1). O preenchimento dos vials
até a sua capacidade maxima para minimizar a
acdo do oxigénio, e o seu armazenamento em
compartimento refrigerado do auto injetor, nao
foram suficientes para evitar a degradacio da
vitamina C.

Assim, verificou-se a necessidade de se
realizar uma extragdo rapida, agitando-se o tubo
com a amostra e a solugdo tampao fosfato somente
em Vortex por 20 s. Para reduzir ainda mais o tempo
de extragao, optou-se por nao centrifugar a amostra.
A solugao foi entdo filtrada primeiramente em
filtro de papel quantitativo e em seguida em filtros
de 0,22 pm e a analise cromatografica foi realizada
imediatamente apds cada preparo. Desta forma,
o tempo maximo a partir do inicio de preparo
até a analise cromatografica foi reduzido de 20 min
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para cerca de 5 min (Método B). O material de
referéncia foi também analisado por este método
de extragdo em seis replicatas em dois dias
distintos, e verificaram-se melhores resultados
em relacio a vitamina C (Figura 1). Com esta
extragdo, a quantificacdo da riboflavina ficou
prejudicada, provavelmente, porque esta vitamina
tem baixa solubilidade em solugdo aquosa,
e uma extragdo rapida nao foi suficiente para a
recuperacdo adequada desta vitamina. Porém,
optou-se pelo método sem centrifugagio para
priorizar a analise de vitamina C, tendo em
vista que esta vitamina ¢ o componente
mais abundante nas amostras de suplementos
vitaminicos disponiveis no comércio. Esta extragao
se mostrou rapida e pratica, apesar da necessidade
de andlise imediata no cromatégrafo apoés cada
extracao.

Ao analisar algumas amostras comerciais
pelos dois métodos de extragao (A e B), verificou-se
que ndo havia um padrao para a velocidade
de degradagdo da vitamina C. Ao comparar
as concentracdes de vitamina C analisadas por
ambos o0s métodos, observou-se porcentagens
de degradagao entre 18 e 83 % nos resultados
obtidos pelo método A quando comparado com o

resultado médio obtido pelo método B. O tempo
decorrido apds o inicio do preparo até a analise
cromatografica foi de 20 a 70 min no método
A, enquanto no método B, todas as analises
cromatograficas foram realizadas apoés cerca de
5 min do inicio do preparo.

Validagao das metodologias

Os parametros de validagao avaliados foram
a seletividade, linearidade e faixa de trabalho, limites
de deteccio e de quantificagdo, exatidio e precisio, e
os resultados estdo apresentados a seguir:

Seletividade

Os ensaios para avaliacdo da seletividade
mostraram que ndo ha outlier entre as replicatas,
ou seja, G_, < 1,887, e que ndo ha efeito de matriz,
poist_ <t eF  <F_ paratodos os analitos, logo
a adicao de padrao nao foi necessaria, podendo ser
utilizada a curva de calibra¢do preparada sem a
matriz.

Como os resultados mostraram que a matriz
ndo interfere na andlise, os estudos de linearidade,
limites de detecgdo e quantificagdo, precisio e
exatiddo foram baseados na curva de calibragcdo sem
a matriz.
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Figura 1. Concentragoes de vitamina C determinadas em material de referéncia certificado SRM 3280 (Valor certificado =42,2 + 3,7
mg/g), pela extragdo realizada com centrifugagdo (Método A) e sem centrifugagdo com inje¢ao imediata (Método B)
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Linearidade e faixa de trabalho

De um modo geral, um coeficiente de
correlagio quadrado igual ou superior a 0,995 ¢
utilizado para indicar métodos lineares, portanto,
adotou-se este critério. Considerando os resultados
obtidos, conclui-se que os coeficientes de correlagao
quadrado apresentaram valores superiores a 0,995,
logo, a faixa de trabalho ¢é linear nos intervalos
apresentados na Tabela 1.

No teste de Cochran, o valor de C_,_foi menor
que de C  (Tabela 1) para todos os analitos, logo,
a curva de calibracdo apresenta comportamento
homocedastico, ou seja, possui variancias
semelhantes ao longo da faixa de trabalho. Além
disso, os graficos de residuos das curvas analiticas
de calibracao mostraram uma distribuicao aleatdria,
livre de tendéncias, mostrando que o modelo
matematico utilizado para obten¢do da equagido de
reta é adequado.

LDeLQ

Os valores dos limites de detecgio e
de quantificagdo estido apresentados na Tabela 1.
Os valores de dreas obtidos para o limite de
quantifica¢ido  possuem  precisio e exatidao
adequados. O desvio padriao relativo entre as
repeticoes apresentou um valor inferior a 10 %,
indicando que as medi¢bes das dreas dos padroes
no LQ possuem precisaio adequadas, ou seja,

Tabela 1. Valores de r* obtidos das curvas de calibragio nas faixas de trabalho apresentadas, valoresde C e C

teste de Cochran, LD e LQ dos analitos

sdo repetitivas. A exatidao foi avaliada pela
linearidade da resposta deste padrio com o
primeiro ponto da curva de calibragio, onde
concentragdo e drea aumentam na mesma
propor¢ao.

Os limites de detecio e quantificagdo
ndo sdo criticos para esta metodologia, pois as
concentragdes normalmente encontradas destas
vitaminas em suplementos permitem a obtengdo
de extratos relativamente concentrados e as curvas
de calibragio foram determinadas levando-se em
consideragao estes niveis.

Exatiddo

Os resultados dos ensaios de recuperagio
dos padrdes de vitaminas e -caroteno adicionados
nas matrizes drageas, comprimidos e capsulas (p9d),
capsulas gelatinosas (matriz oleosa) e nas matrizes
liquidas estao listados na Tabela 2. De acordo com
o guia de validagio de métodos quimicos da
Association of Official Analytical Chemists (AOAC),
os valores aceitaveis de recuperagdo para o nivel
de concentracio do acetato de a-tocoferol, acido
pantoténico, nicotinamida, dacido nicotinico e
vitamina C situam-se entre 90 e 108 % e para os
demais analitos, entre 85 e 110 %'. A recuperagao
do padrio de P-caroteno em amostras liquidas
apresentou valores entre 80 e 130 %. No entanto, foi
verificado que este parametro seria desnecessario,

.. obtidos pelo

Acetato de retinol 092304 0,99999 0,684/0,666 0,1 0,5
Acetato de a-tocoferol 36,7 2 586,8 0,99997 0,684/0,467 3,0 9,9
Palmitato de retinol 2,4