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Este manual aborda, baseando-se nos principios far-
macocinéticos, os principais topicos da interagdo entre dro-
gas e rim, Faz, inicialmente, consideragoes sobre a farmaco-
cinética aplicada a clinica e discute seus principios gerais,
desde absorgao, niveis plasmaticos, até mecanismos de ex-
cre¢do de drogas.

Em capitulos subseqiientes fornece as principais regras
do ajuste de drogas na insuficiéncia renal, dando énfase a
anestesia, uso de antidiabéticos e digitalizagdo.

Aborda ainda aspectos de nefrotoxicidade e depuragdo
de drogas e toxicos apontando mecanismos extracorporeos
de remocao (dialise e hemoperfusio).

Utilizando-se de figuras e tabelas adequadamente
construidas o autor fornece um guia pratico para uso em
“beira de leito”, na adequagdo de doses de diferentes
farmacos aos diferentes graus de fungio renal.

Este manual é recomendado para todos ‘os que se
interessam pela terapéutica clinica nas diferentes especiali-
dades médicas, principalmente internistas e nefrologistas.

Joel Paulo R. Veiga
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em face do alto custo e tempo de preparacdo de meios de
cultura ¢, de necessidade de pessoal treinado no seu preparo
e, muitas vezes, na manutengido de animais de laboratdrio
infectados experimentalmente.

Se um antigeno utilizado é comprado ou preparado no
proprio laboratorio é importante assegurar-se a qualidade e
reprodutibilidade do antigeno em pauta, antes de ser usadona
rotina.

A qualidade do antigeno deve ser testada tanto por
métodos quimicos, p. ex: — seu teor em constituintes quimicos
(proteinas, polissacaridos, glicoproteinas, etc ), por métodos
imunologicos (imunodifusao, imunoeletroforese) se aplicaveis
e, por seu comportamento na reagdo soroldgica em que é
utilizado (titulagdo do antigeno para estabelecer sua reati-
vidade 6tima} frente a soro padrio positivo e descartar reacées
inespecificas por reagdo com soros padrdo negativos.

Neste caso, especialmente se tratando de reagoes de
hemaglutinagdo passiva, & importante que os antigenos sejam
testados por soros padrdes negativos (como foi exposto
anteriormente) e por padrdes positivos de altos, médios e
baixos titulos. Os soros padrées positivos de titulo médio e
baixo sdo especialmente capazes de detectar diferencas na
composigéo de um antigeno que ocorrem na preparagdo de
partidas sucessivas.

F) TECNICAS

Além das recomendagdes relativas a pureza, concen-
tragdo do pH dos sais referidos na se¢do C, todos os reagentes
bioldgicos empregados em reagdes sorologicas devem ser
avaliados quanto a sua atividade para serem usados em
proporgdes timas.

a) — técnica de anticorpos marcados

1. antigenos em reagdes de imunofluorescéncia usa-
se como convengdo 20 a 25 parasitas por campo de 400 x.
Nas reagdes que empregam cortes de vermes eles devem ter 4
micrémetros de espessura;

— em enzima ~ imunoensaio a quantidade 6tima de
antigeno para sensibilizar os orificios de placa deve ser
determinada por meio de titulagdes que empreguem concen-
tragées decrescentes de antigeno, diluigdes crescentes de
soros padrdes positivos e negativos, e diluigdo otima de
conjugado (diluigdo de uso);

2. conjugado — em reagdes de imunofluorescéncia o
conjugado deve Ser usado em diluigdes que assegurem estar-
se trabalhando em zona de reatividade maxima e com
relagGes fluoresceina-proteina (relagdo F/P) compativel com
0 sistema antigeno-anticorpo usado. A determinagio de zona
de reatividade maxima, que determinara a dilui¢do de uso do
conjugado, é feita utilizando-se quantidade fixa de antigeno,
diluigGes crescentes de soros padroes positivos e negativos e
diluigdes crescentes de conjugado;

em reagdes de enzima — imunoensaio devem ser
determinadas a concentragéo proteina do conjugado, a con-
centragdo em enzima do conjugado e a reatividade maxima
do conjugado imunoenzimatico que definird a dilui¢do do uso
do conjugado, nos moldes citados acima para o conjugado
fluorescente;

3. controles — em todas as reagées de imunofluores-
céncia devem ser incluidos controles positivos e negativos
(como foi referido);
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— em enzima — imunoensaio, além dos controles de
soros padrdo positivos devem ser incluidos controles do
antigeno e do conjugado. Os controles do soro padrio
negativo podem ser utilizados de duas maneiras:

a) incluem-se na placa dez soros sabidamente nega-
tivos, em diluicdes crescentes. Apos a reagdo, de cada
diluigdo determina-se a média e 2 desvios padrdes de cada
dilui¢do. Os valores a serem tomados como significantes
serdo aqueles maiores que o obtido da soma de média e dos 2
DP, para cada diluigdo (X + 2 DP);

b) constituem-se 3 pools de soros contendo cada um
dez soros negativos;

—cada pool de soro é diluido seqiiencialmente. Apds a
reacdo, extrai-se a média e 2 desvios padrées. Os valores
significativos seréo aqueles que excederem os obtidos para s
pools de soro. (X + 2 DP);

b) — reagdes de hemaglutinagdo

1. antigeno — a quantidade étima de antigeno para
sensibilizar as hemdcias deve ser aferida por reagdo entre
hemdcias sensibilizadas e quantidades decrescentes de anti-
geno e soros padrdes positivos e negativos;

2. controles — devem ser incluidos controles de
hemicias, de hemacias sensibilizadas, de soro padrao positi-
vo ¢ soro padrdo negativo em contato com hemacias ndo
sensibilizadas;
¢) — reacdes de fixa¢do do complemento

Todos os reagentes bioldgicos empregados em rea-
¢oes de fixagdo de complemento devem ser avaliados quanto
4 sua atividade bioldgica e usados em concentragdes 6timas
ou em niveis de reatividade maxima: hemacias de carneiro,
hemolisina, antigeno, complemento de cobaia de acordo com
as diregGes constantes dos livros de texto.

Os controles a serem incluidos em cada teste sao:
controle de hemadcias, controle de hemdcias e complemento,
controle de hemacias, soro e complemento, controle de hema-
cias, antigeno e complemento, controle do sistema hemolitico
(hemacias, hemolisina e complemento) em doses crescentes
de complemento que assegurem o grau de hemolise em que
estd trabalhando (CHsg, CHjgo).

G) CONTROLE DE QUALIDADE

Todas as etapas que envolvem a realizacdo de uma
reagdo soroldgica devem ser testadas para se assegurar a
qualidade étima do produto.

Assim, todos os reagentes quimicos devem ser p.a.
(como ja referido) e pesados com a necessaria precisio, e as
solugdes preparadas com eles devem ter o pH aferido em
potenciémetro. Os reagentes biologicos (para o preparo de
meio de cultura, p. ex.) devem ser manipulados e diluidos
com o devido cuidado e se necessdrio testados posterior-
mente para assegurar-se a devida esterilidade. As solugGes, as
misturas e os produtos finais devem ser colocados em frascos
de preferéncia de vidro, com rotulos onde constem o nome do
produto, a concentragdo, o pH (se aplicavel), a data do
preparo, o lote do sal. Devem constar também as indicagoes
quanto & temperatura necessaria para o armazenamento,
diferente daquele ambiente.

Os equipamentos de laboratério devem sofrer revi-
sGes periodicas para assegurar seu perfeito funcionamento e
serem usados em conformidade com as indicagdes do fabri-
cante.
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Todos estes cuidados prévios, ao lado dos cuidados
anteriormente mencionados para as reagdes sorologicas
““sensu strictu”, assegurardo a qualidade do produto final e
acima de tudo a exatiddo do diagnéstico sorolégico, subsidio
ao bem-estar do individuo ou da populagao.

H) AVALIACAO

Apés a realizagdo da sorologia é necessario calcula-
rem-se indices que atestem da validade dos resultados
obtidos.

A inclusdo destas categorias permite a avaliagdo
independente “cega” dos resuitados e o calculo dos para-
metros.

A inclusdo de soros de pessoas sabidamente porta-
doras dos anticorpos que se quer demonstrar pressupde a
evidenciagdo de diagnostico conclusivo, como sejam a de-
monstragdo do parasita ou a realiza¢do de provas que déem
tais indicagSes, antes mesmo da constituigdo da série de
soros. Como em algumas doencgas parasitdrias pode ser
dificil encontrar-se o parasita em algumas das suas fases (ex:
na toxoplasmose ou na leishmaniose mucocutanea) aceita-se
também como diagndstico de certeza a positividade em
reagoes de hipersensibilidade retardada que sejam diagnos-
ticas da infecgdo (ex: a reagdo de Montenegro).

Para a adequada constituigdo da série ¢ necessario
que haja soros de individuos chamados ‘“controles normais™,
ou seja, individuos nos quais o diagnéstico de certeza foi
excluido mediante a realizagdo das mesmas provas diagnds-
ticas mencionadas acima e cujo resultado mostrou-se negati-
vo. Se houver a inclusdo de soros provenientes de patologias
outras € necessario que as mesmas provas diagndsticas de
certeza sejam realizadas nos pacientes.

Realizados os testes, os resultados irdo se agruparem 4
categorias de acordo com a existéncia ou ndo da doenga € a
positividade ou ndo do teste a saber: 1 — soros com resultado
positivo ao teste e que provinham de pacientes nos quais o
diagnéstico de certeza era positivo, aos quais chamamos VER-
DADEIROS POSITIVOS (VP); 2 —soros com resultado ne-
gativo ao teste ¢ que provinham de controles normais aos
quais chamamos VERDADEIROS NEGATIVOS (VN); 3
— soros com resultado negativo ao teste mas que provinham
de pacientes com diagnostico de certeza positivo e que sdo
denominados de FALSOS NEGATIVOS (FN); 4 — soros
com resultado positivo ao teste e que provinham de contro-
les normais que sdo denominados de FALSOS POSITIVOS
(FP).

Determinadas estas 4 categorias pode-se calcular o
INDICE de SENSIBILIDADE do teste que significa a
capacidade do teste em detectar a doenga quando presente e
que corresponde ao quociente: S = VP/VP + FN. O
INDICE de ESPECIFICIDADE do teste ou seja a capaci-
dade do teste em detectar a auséncia da doenga corresponde
ao quociente: E = VN/VN + FP.

Os INDICES de SENSIBILIDADE e ESPECIFI-
CIDADE séo propriedades estdveis do teste pois ndo mudam
quando proporgdes diferentes de sadios e doentes sdo testa-
do, ou seja, ndo mudam com a alteragio da PREVALEN-
ClIA da doenga. Em relagéio & prevaléncia de uma doenga é
necessario ter-se em mente que ela varia amplamente entre
diferentes regides de um mesmo pais e que os valores obtidos
para um teste durante a sua padroniza¢do podem apresentar

indices de sensibilidade e especificidade diferentes dos obti-
dos durante a sua aplicagdo posterior pois durante a padroni-
zagdo a maioria dos testes é avaliada entre o nimero igual
de participantes com e sem a doenga ou seja com prevaléncia
igual a 50%.

Como néo existe o teste ideal, ou seja, aquele que ac
ser empregado so6 revele resultados verdadeiros positivos ou
negativos (VP e VN), é necessario que se calculem indices
para a aferi¢do dos resultados falso positivo e falso negativo.
Tais indices denominam-se VALOR de PREDICAO POSI-
TIVO (VP+) e VALOR de PREDICAO NEGATIVO
(VP—). O primeiro indica quantos dentre os positivos ao
teste sdo verdadeiramente doentes e se expressa pelo quo-
ciente: VP+ = VP/VP + FP ¢ o segundo indica quantos
dentre os negativos ao teste sio verdadeiramente negativos e
se expressa pelo quociente VP- = VN/VN + FN.

Finalmente, pode-se ainda calcular o indice de CON-
CORDANCIA de um teste soroldgico que se expressa pelo
quociente: concordancia= VP + VN/VP + FN + VN + FP,
ou seja, o denominador contém o total de soros testados.

Os indices de valor de predi¢do positivo, do valor de
predi¢do negativo e de concordéncia sdo propriedades ditas
instaveis do teste pois variam com a propor¢do de sadios e
doentes testados, ou seja, da prevaléncia da doenga.

No quadro abaixo estio indicados os indices aponta-
dos anteriormente segundo os atributos de presenga ou
auséncia de doenga e positividade ou negatividade ao teste:

Teste positivo Teste negativo Total
Doente a b atb
Sadio c d c+d
Total atc b+d a+b+c+d

a = Verdadeiros positivos

b = Falsos negativos

¢ = Falsos positivos

d = Verdadeiros negativos

SENSIBILIDADE = a/(a+b)
ESPECIFICIDADE = d/(c+d)

VALOR de PREDICAO POSITIVO = a/(a+c)
VALOR de PREDICAO NEGATIVO = d/(b+d)
CONCORDANCIA = a+d/(a+b+c+d)
PREVALENCIA = a+b/(a+b+c+d)

Freqilentemente em sorologia trabalha-se com séries
de soros nos quais o diagnostico de positividade ou negativi-
dade foi estabelecido por comparag¢io do seu comportamento
face a um teste considerado como de referéncia para adoenga
em questio e ndo com diagnosticos de certeza da presenga ou
auséncia da doenga ou infecgdo. Assim, ao indice resultante
do quociente entre positivos a ambos os testes/soma dos
positivos a ambos os testes e negativos ao teste que se quer
aferir porém positivos ao teste de referéncia, chamamos CO-
POSITIVIDADE e nao sensibilidade. Da mesma maneira,
ao indice obtido do quociente entre soros negativos para
ambos 0s testes/a soma dos negativos para ambos os testes
mais 0s Soros positivos para o novo teste porém negativos
para o teste de referéncia chamamos CO-NEGATIVIDA-
DE e nao especificidade.
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H4a uma precaucao que se deve ter na realizagio e
interpretag@o dos resultados dos testes, qual seja, que sejam
efetuados as “cegas” sem que se saiba se 0 soro que estd
sendo avaliado provém de um doente ou sadio; de maneira
semelhante, o diagnostico de certeza deve ser aplicado
ignorando-se o resultado dos testes.

Na padronizagéo de testes ¢ de muita importancia a
inclusao de soros com o mais amplo espectro da doenga,
desde os mais leves ou iniciais até os mais avangados para se
poder avaliar com precisao a capacidade discriminatéria do
teste na evidenciacdo dos anticorpos sintetizados contra
epitopos do parasita.

Durante a fase de padronizagdo de um teste assim
como durante o seu emprego rotineiro deve-se tomar todos os
cuidados para assegurar que os resultados obtidos segjam
reprodutiveis. Além dos cuidados com a adequada titulagdo
dos reagentes imunoldgicos usados no inicio da padronizagéo
devem eles ser novamente analisados quanto ao seu titulo
sempre que forem substituidos por outros. Assim, cada vez
que se preparar nova partida de antigeno este deve ser
titulado, 0 mesmo acontecendo com conjugados ou quaisquer
outros imunobioldgicos. Outros possiveis fatores de variagdo
dos resultados obtidos, como sejam a variacio “intra-dia” e
“inter-dia’’ sao eliminados, ou pelo menos minimizados, pela
inclusao de soros-controle positivos em cada teste realizado.
Além destes cuidados que pertencem ao campo estrito do
trabalho sorolégico, os resultados obtidos devem ser analisa-
dos por métodos estatisticos que atestem da veracidade ou da
confiabilidade dos resultados obtidos.

Como referido anteriormente, ndo existe o teste ideal e
em conseqiiéncia uma parte dos soros pertencentes a pessoas
sabidamente doentes dara resultados negativos ao teste. Esta
falsa negatividade constitui um dos tipos de erro inerentes ao

trabalho em sorologia e se denomina ALFA. Outra parcela
dos soros que pertencem a pessoas sabidamente sadias dara
resultados positivos ao teste. Esta falsa positividade consti-
tui um outro dos erros inerentes ao trabalho em sorologia e se
denomina BETA. Com a melhoria do trabalho soroldgico,
representado por purificagdes de antigenos, especificidade de
conjugados, etc., se pode diminuir porém, ndo anular os tipos
de erros referidos.

Ao se padronizar um teste sorologico, se estabelece um
limiar de reatividade dos soros ao qual se denomina DILUI-
CAQ LIMITE ou “CUT-OFF”. Abaixo deste limite estio
os valores que se consideram negativos ¢ acima dele os
valores tomados como positivos. No estabelecimento do
limite deve ser levado em consideragdo a finalidade para a
qual o teste foi padronizado: para fins de triagem, de identifi-
cacéo de casos, de diagndstico, de cura, etc. E bastante facil
de entender que para cada um dos casos mencionados talvez
seja interessante variar-se o “cut-off” estipulado. Por exem-
plo, para fins de triagem em bancos de sangue um reagente
deve discriminar os verdadeiros positivos assim como 0s
falsos negativos, portanto se deverd trabalhar com teste de
sensibilidade maxima. Isto se faz baixando o limite do “cut-
off”’; inversamente, se o problema necessitar de teste com
especificidade maxima, sera necessario elevar o limite do
“cut-off” para valores além dos encontrados durante afase de
padronizagéo.

Em trabalhos de padronizagdo de testes sorologicos é
necessdrio calcular-se o tamanho da amostra minima a ser
testada. Este cdlculo devera ser feito idealmente em colabo-
ra¢do com um estatistico e dependera de fatores como o erro
alfa a ser aceito (95%?, 99%?, patamar?), do “poder” do
teste estatistico (1-beta) e, finalmente, da prevaléncia da
doenga que ¢ objeto da investigagdo.





