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LISTA DE ABREVIACOES

Ac: Anticorpo

Ag: Antigeno

ASO: Anti-estreptolisina O

Cd-rom: Compact disc — Read Only Memory (disco compacto apenas de leitura)
CRP: Proteina C-reativa

FD: Fator de Diluicao

FR: Febre Reumatica

IgA: Imunoglobulina da classe A

IFN-y: Interferon -y

IgG: Imunoglobulina da classe G

IGM: Imunoglobulina da classe M

IL-1: Interleucina -1

IL-6: Interleucina - 6

I: litros (ul = micro litro)

mg: miligramas

nm: nanémetros

RPM: rotacées por minuto

TNF: Fator de Necrose Tumoral

Ul: unidade de medida de concentragido de ASO
VHS: Velocidade de Hemossedimentacao
Vi: Volume inicial

Vf: Volume final



1. INTRODUGAO

Atualmente ha uma crescente necessidade de economia de tempo,
aumento de produtividade e qualidade em todas as areas. Para tanto, torna-se
essencial a criagdo de materiais criativos que auxiliem a encontrar respostas rapidas
e eficazes para os problemas do cotidiano, incluindo a area de ensino. A tecnologia
esta sendo cada vez mais utilizada para o aperfeicoamento das técnicas
pedagdgicas através do uso de computadores e videos; mas para que haja uma
completa transmissdo do conhecimento & necessaria a combinagdo dessas novas
tecnologias com as de informacao convencional (textuais e visuais), possibilitando a
propagagao do conhecimento, pelo uso da reprodugado, em programas eletronicos,
de varias atividades desenvolvidas em laboratério com um nivel elevado de
realidade, sem os custos dos materiais e equipamentos laboratoriais, sem os riscos
inerentes, sem as limitagées de tempo e espaco.

Assim, um Cd-rom interativo com textos e exercicios que nao se resuma a
oferecer subsidios para aulas tedricas, mas que inclua animagdes de experimentos e
seus possiveis resultados, sendo necessaria apenas a disponibilidade de um
computador representa uma possibilidade interessante no setor de educagéao. Essa
interacdo com a informacgéao fomenta o aprendizado.

A proposta deste trabalho consiste em uma abordagem sobre diluicdo e
titulacao, assim como dosagem de proteinas, tendo ainda como tema paralelo a
pesquisa de proteina C-reativa e de anti-estreptolisina O.

Este interativo pode ser encarado como uma forma de esclarecimento aos
alunos acerca de assuntos aparentemente complexos — como os calculos de diluigdo
e titulacdo — ao disponibilizar demonstracées e explicagoes ilustrativas sobre os
procedimentos, além de proporcionar a todos os usuarios uma fonte de informacgao

segura e atualizada.



2. JUSTIFICATIVA

2.1 Uso de Tecnologias na Educagao

Durante todo o processo evolutivo do homem diversos instrumentos
“tecnolégicos” foram criados por todas as civilizagbes, sempre com o objetivo de
auxiliar e explorar novos modos de sobrevivéncia dos povos e novas metodologias
de trabalho (KENSKI, 2003).

Assim, até mesmo o processo de ensino-aprendizagem teve sua forma
tradicional modificada como conseqiiéncia da insergdo do computador nas escolas.
Aliada a este fator, vem a crescente exigéncia dos alunos por técnicas inovad'oras
que tornem o ensino mais dinamico e motivador (BERNARDI; CASSAL, 2002).

O processo educacional, por conseguinte, esta passando por uma
atualizacdo, procurando novos recursos de ensino-aprendizagem, como forma de se
adequar a nova realidade do ensino. A questdo é reduzir a distancia entre o
conhecimento que um curriculo tradicional considera importante e o conhecimento
que os alunos acreditam ser importante (McARTHUR et al.,1993).

A partir da utilizacdo de software multimidia em aula, os alunos tém a
oportunidade de explorar diferentes informagdes em varios suportes (texto,
animacao, etc.), de forma simultanea, em uma mesma atividade. Isso faz com que
um Cd-rom se torne um recurso atrativo para a obtencao de conhecimentos, uma
vez que as ultimas geragdes de estudantes demonstram um maior interesse pela
informatica tanto para diversdo quanto em momentos de estudo (ESTANQUE;
NUNES, 2003).

Entre os instrumentos necessarios ao professor, a didatica apresenta seus
conceitos e metodologias, os quais podem se firmar na instrumentacdo dos
professores de ciéncias em termos de previsdo, observagado, analise, gestao,
regulacdo e avaliacdo de situagoes de aprendizagem e ensino (ASTOLFI,
DEVELAY, 1990). Contudo, € de extrema importancia que o professor nao fique
limitado a recursos como o giz e a lousa, e que faga uso de novas tecnologias que
criem um ambiente propicio ao aprendizado. \

O interativo permite praticar virtualmente testes que apresentariam riscos

de contaminagdo aos alunos se fossem desenvolvidos nos laboratérios de aulas



praticas. Os gastos com materiais também sdo minimizados uma vez que o uso do
interativo permite repeti¢cées ilimitadas sem custos adicionais.

Outro aspecto a ressaltar € que o interativo se apresenta como um fator
importante no processo de ensino-aprendizagem, uma vez que facilita a observagao
de elementos do sistema imunolégico que s6 poderiam ser visualizados em livros ou
outras fontes, muitas vezes pouco acessiveis durante as aulas. Assim, no momento
em que se estd expondo a matéria o aluno podera acompanhar as imagens
simultaneamente, complementando a exposicao feita pelo professor.

A possibilidade de controlar os fatores que afetam um experimento e
verificar os resultados estimula os alunos a fazerem previsées do que pode ou ndo
acontecer, envolvendo-os na discussdo. Além da propria visualizacao e estimulo a
imaginacdo, que potencializa a criagdo de significados para o que estd sendo
ensinado, o recurso virtual tem uma importancia muito grande ao ampliar a interagcao
entre os sujeitos da aula, alunos e professores, cuja troca de idéias e impressdes
facilita o aprendizado significativamente.

Segundo PINHO (1996), a potencialidade do uso de animagbes esta
exatamente no fato de proporcionar a exploragdo de ambientes, processos e
situagcdes, ndo por meio de fotos, livros, filmes ou aulas, mas através da
manipulacdo e analise virtual do proprio alvo de estudo.

Nos ultimos 20 anos o computador tem sido utilizado na educagao e tem
se mostrado de grande valia como recurso no processo ensino-aprendizagem
(BECK et al.,, 1996; URBAN-LURAIN, 2005). Por isso € muito importante que se
incentive os professores a ter nos microcomputadores aliados no ensino presencial
(SANTA ROSA, 1990). Alguns docentes ja os utilizam para a construgéo de textos,
outros para apresentagées em datashow. Mas um numero reduzido efetivamente
transforma suas aulas em programas de multimidia, dificultando o processo de
integracao da interatividade em grande escala no processo de ensino.

As metas educacionais e os métodos tradicionais de ensino e
aprendizagem sao gradualmente substituidos gracas as novas tecnologias. A
questdo é que métodos tradicionais ja sdo bem definidos e conhecidos e os novos

necessitam de uma discussdo mais aprofundada (McARTHUR et al, 1993).



Os principios dos modelos novos podem ser representados por vivéncia,
experimentacao, simulagdes, visualizagao, colaboragao.

A ideia classica de ensino, em que o professor prové o ensino e o aluno
possui o papel passivo de apenas capta-lo, estd sucumbindo as novas tecnologias.
Atualmente, o modelo didatico esta centrado no aluno, que passa a assumir um
papel muito mais ativo e auténomo no processo de aprendizado (CARDOSO, 1998).

SHANK (1991) recomenda o principio do aprendizado baseado em
simulagdes, que envolve a criagdo de modelos dinamicos e simplificados do mundo
real. Esses modelos permitem a exploragéo de situagbes complexas, muito onerosas
ou até impossiveis de serem realizadas. A simulacdo permite ao aluno a analise de
hipéteses por ele testadas, instigando a curiosidade sobre os resultados e refinando
seus conceitos.

O aprendizado colaborativo pode ser entendido como estudantes
trabalhando em grupos de forma interativa para a solugdo de problemas. KATZ
(1995) vé esses ambientes como benéficos, tanto em aspectos cognitivos, quanto
em sociais, ja que o foco dessa situagcao nao € mais a interagao professor-aluno, que
algumas vezes pode ser vista como intimidante. Os alunos interagem entre si e
podem ensinar uns aos outros, sem a necessidade constante de um professor.

Estdo em voga atualmente ndo s6 a busca dos resultados, mas a
construgao do conhecimento através de modelos mentais, que sdo os limites que
emergem da estrutura daquele conhecimento previamente adquirido — conhecimento
esse que auxilia no entendimento de novas experiéncias e situagdes (BREWER,
1987). Além disso, o professor deve ajudar os alunos a tomar consciéncia dos erros
cometidos, tornando-os construtivos (DAVIS e ESPOSITO, 1990).

McARTHUR (1993) afirma que o uso de sistemas colaborativos néo
precisa ser necessariamente em ambientes sincronos. Alunos de uma mesma
equipe podem trabalhar em materiais diferentes. simultaneamente. Esse aspecto &
interessante, pois a individualizagdo € uma caracteristica importante do processo
ensino-aprendizagem; o proprio aluno pode definir sua melhor forma de aprender.
Assim sendo, podem ser definidos ambientes que oferecem ferramentas de
colaboragdo assincrona, desligadas da necessidade de que todo o grupo esteja

trabalhando um mesmo problema.
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Segundo PINHO (1996), a educacao deve ser encarada como processo
de exploracao, de descobrimento, de observagdao e construgdo da nossa visao e
conhecimento.

Assim, o Cd-rom se apresenta um meio pratico, barato, moderno e
eficiente de distribuir e possibilitar que programas de aprendizagem e treinamento
exibam sons, ilustragdes, imagens, auto-avaliagdes interativas, etc. (SANTA ROSA,
1999).

A escolha do tema “Diluigao, Titulagdo e Dosagem de Proteinas” — tarefas
que exigem calculos e conhecimentos basicos de matematica, muitas vezes
assustadores aos profissionais da area biologica — se justifica pelo fato de diluigéo e
titulagcdo serem de extrema importancia para a realizagao de varios imunoensaios, e
tendo o aluno a possibilidade de testar seus conhecimentos quantas vezes forem
necessarias, havera uma familiarizagao com os métodos, facilitando a aprendizagem
de novos temas relacionados.

Ja a dosagem de proteinas € uma etapa de grande importancia para
laboratérios que trabalham com a obtengao, separagao e purificagdo de proteinas,
mas sua realizagao é trabalhosa, muitas vezes tornando impossivel sua execugao

em aulas praticas.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

¢ Produzir material didatico atualizado para profissionais egressos das
instituicoes de ensino e graduandos dos diversos cursos da area Biologica e da
Saude.

3.2. Objetivos Especificos

e Possibilitar ao aluno melhor compreensao do assunto e melhorar os
resultados obtidos nas aulas;

e Possibilitar a melhor compreensao dos processos de diluicdo e
titulagdo, respectivos calculos e dos métodos utilizados na dosagem de proteinas
para as diferentes técnicas de laboratorio;

e Proporcionar o aprendizado interativo, no qual o estudante tem a
possibilidade de criar e resolver problemas seja com dados gerados por ele mesmo
seja com dados ja fornecidos no programa;

e Permitir aos profissionais egressos um recurso de atualizagdao e
educagao continuada;

o Reduzir os gastos com reagentes durante as aulas praticas.

12



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA
4.1.Diluigdo e Titulagido

Quando se deseja avaliar a sensibilidade de um teste ou analisar
quantitativamente uma amostra de soro, € necessaria a realizagéo de diluicées que
permitam encontrar a melhor concentragdo de anticorpos para a realizagdo de um
imunoensaio. Caso haja um excesso de anticorpos (pré-zona) ou de antigenos (p6s-
zona) havera uma inibigdo da interagdo antigeno-anticorpo. Quando esses
reagentes estdo em quantidades estequiométricas ha uma significativa redugao da
probabilidade de uma reagéo inespecifica. As diluicdes sao padronizadas com a
mesma razao. Quando por exemplo é utilizada a razédo 2, os tubos subsequentes
terdo uma diluicdo duas vezes maior que os tubos precedentes. Para saber o titulo
de anticorpos é realizada uma reacao antigeno-anticorpo com cada diluigao; a maior
diluicao da amostra com anticorpos que fornece o resultado positivo na presenga do
antigeno sera o titulo do anticorpo (ROITT, 2004). O titulo de determinado. soro
varia com a sensibilidade do teste . Quando um individuo se encontra na fase
aguda de um processo infeccioso o seu titulo de IgM sera alto, ao passo que no
processo cronico os niveis de IgG estarao elevados.

Muitos diagnosticos laboratoriais baseiam-se na avaliagéo quantitativa de
Ag e/ou Ac presentes no soro do paciente. No caso da Febre Reumatica, pesquisa-
se a presenga de ASO no soro dos pacientes através de seus anticorpos, ao passo
que na pesquisa de CRP o antigeno € o alvo do estudo. Da mesma forma,
anticorpos das classes IgM e IgG sao rotineiramente quantificados quando se deseja
avaliar ou inferir fase aguda ou cronica de um processo infeccioso (FERREIRA,
2001).

O fator de diluicao € a razao entre o volume final e o inicial de uma
amostra e é utilizado quando amostras diluidas sdo submetidas a analise fotométrica
para determinagao das suas concentragoes.

FD = Vi
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4.1.1. Febre Reumatica

Epidemiologia:

Também conhecida como cardiopatia reumatica ou reumatismo no
sangue, a epidemiologia da febre reumatica coincide com a da infeccdo da
orofaringe pelo Streptoccocus B-hemolitico do grupo A (PEREIRA, 2007). A
ocorréncia de febre reumatica apos epidemias de faringite estreptocécica é de 3%,
taxa muito superior a observada em situagdes normais e € mais comum na faixa
etaria de 5 a 15 anos (PRESTES-CARNEIRO, 2005).

A febre reumatica € uma complicacdo tardia de carater auto-imune que,
em individuos geneticamente suscetiveis, € desencadeada de uma a trés semanas
apos o episodio de faringotonsilite atribuida ao Streptoccocus B-hemolitico do grupo
A de Lancefield (MOTA, 2002).

Sua designagdo como doenga reumatica vem do fato de afetar as
articulagées. As complicagbes mais graves sao cardiacas (cardite) e pouco
freqlientemente neurolégicas (coréia) e dermatoldgicas (eritema marginado e
nodulos subcutaneos) (CUNNINGHAM, 2000).

Os individuos com febre reumatica apresentam uma combinacdo de
fatores genéticos e imunolégicos como marcadores em linfécitos B e de antigenos
de classe |l com diferentes alelos HLA-DR (WEIDEBACH, 1994). Ha uma
semelhancga do patégeno com os antigenos dos tecidos humanos atingidos pela fase
aguda da doenga, processo conhecido como mimetismo genético (GUILHERME et
al, 1995).

Quando ha a infecgdo da orofaringe pelo Strepfoccocus B- hemolitico do
grupo A, ha também liberagdo de antigenos estreptocécicos, desencadeando
resposta imunolégica com sensibilizagdo dos linfécitos T e B (FERREIRA, 2001) e a
conseqiiente formagdao de anticorpos estreptococicos, que fazem uma reagao
cruzada com as estruturas do individuo doente, causando hipersensibilidade ao
patégeno. Pode haver uma produgdo de auto-anticorpos contra a sinoOvia, as
cartilagens articulares, o miocardio, as valvulas cardiacas e neurénios (FRASER,
1997).

14



O episddio agudo da febre reumatica € autolimitado com duragcado de um a
seis meses. A doencga tende a recorrer, principalmente nos cinco primeiros anos
apo6s o surto inicial e nos pacientes com cardiopatia reumatica prévia (CARAPETIS,
2005). Os episddios subseqiientes minimizam o inicial.

E importante ressaltar que a Febre Reumatica é a causa mais freqiente
de indicagéo de cirurgias cardiacas em adultos (SILVA, 1999).

Diagnéstico Clinico:

Os critérios de Jones (modificados) baseiam-se na divisdo de achados
clinicos em maiores ou menores de acordo com a importancia diagnéstica (SPECIAL
WRITING GROUP OF THE COMMITTEE ON RHEUMATIC FEVER,1992). A
presenca de dois sinais maiores ou de um sinal maior e dois menores indica alta
probabilidade diagnostica, se acompanhados da evidéncia da infecgdo por
Streptoccocus B hemolitico (STOLERMAN, 2001).

Tabela 4.1.1.1- CRITERIOS DE JONES MODIFICADOS:

Sinais Maiores: Sinais Menores:
1. Cardite Clinicos
2. Poliartrite 1. Febre reumatica anterior ou doenca
3. Coréia* cardiaca reumatica
4. Eritema marginado 2. Artralgia
5. Nédulos subcutaneos |3. Febre
Laboratoriais
1. Alteragdes das provas de fase aguda
2. Aumento do espago P-R no
eletrocardiograma

Evidéncia de infeccao estreptococica anterior:

Aumento dos titulos de anticorpos estreptocécicos (ASO e outros)

Cultura de orofaringe positiva para estreptococos do grupo A

Escarlatina recente

*Coréia € o unico sinal maior que isoladamente pode diagnosticar um quadro de FR
FONTE: ALTO, 1992.
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Por nenhum sinal ser especifico de febre reumatica, a presenca de coréia
ou cardite (valvulite mitral) permite uma maior seguranca no diagnostico.

A inespecificidade faz com que os critérios de Jones também sejam
preenchidos por individuos portadores de outras doengas como artrite reumatoéide
juvenil, leucemia, anemia falciforme, e por isso recomenda-se excluir a possibilidade
de outras patologias e evitar a infecgdo estreptococica progressiva (CARAPETIS,
2005).

Diagnéstico Laboratorial:

Nao ha sintoma, sinal ou exame laboratorial que sejam especificos da
cardiopatia reumatica. O diagndstico € complicado, e geralmente se da pela
combinagao de fatores clinicos. Porém, a maioria dos erros diagnosticos acontece
devido as diversas formas com que a doenga se apresenta, sendo muitas vezes
atipica (FELDMAN, 1996)

Os exames laboratoriais s@o valiosos auxiliares no diagndstico e
acompanhamento evolutivo da fase aguda.

As reagdes sorolégicas de fase aguda constituem alteragbes
inespecificas, observadas durante a fase aguda de enfermidades infecciosas e
inflamatorias. Séo elas:

¢ Velocidade de hemossedimentacao (VHS): eleva-se logo ao inicio do
surto; mantém certa proporcionalidade com a gravidade do episédio reumatico;
normaliza-se rapidamente com doses supressivas de acido acetilsalicilico ou
esteroides; nao se eleva em casos de atividade reumatica leve, coréia pura e em
portadores de falcemias; costuma permanecer em niveis inferiores aos normais em
reumaticos em fase aguda com insuficiéncia cardiaca congestiva.

e Pesquisa de proteina C-reativa: a presenca da proteina C-reativa &
constante nas primeiras duas semanas da doencga, sendo sua auséncia em testes
repetidos a prova de erro de diagnéstico, a menos que o paciente tenha sido
submetido a doses supressivas de antiinflamatérios. Em tratamento, o
_reaparecimento da proteina C-reativa indica inadequacao nas doses dos
medicamentos. Essa proteina pode ser encontrada no soro de pacientes com
insuficiéncia cardiaca congestiva de qualquer origem.

e Elevacao das mucoproteinas
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s Alteragdes das proteinas plasmaticas
¢ leucocitose

As provas que evidenciam a existéncia de infeccao estreptococica anterior

s Isolamento do estreptococo: apesar de a febre reumatica se
desenvolver habitualmente quando se remitiram as manifestagbes agudas da
estreptococcia, € rotina a tentativa de isolar o Streptoccocus B-hemolitico da faringe
do hospedeiro. .

e Pesquisa de ASO: a elevagiao dos anticorpos anti-enzimas
estreptococicas pode ser detectada em 100% dos individuos afetados. O limite
normal maximo apoés os cinco anos de idade é 333 unidades Todd.

Prevencéao:

E importante fazer a prevencéo daqueles pacientes que ja possuem uma
histéria anterior de dores de garganta com febre alta. Mas a profilaxia da FR néo
deve ser exclusiva dos pacientes reumaticos. Medidas simples de higiene, moradias
de qualidade com boa ventilagdo e a busca de diagnéstico correto, com cultura de
bactérias, antibiograma e antibiético-terapia constituem a melhor prevengao contra a
febre reumatica (MOTA, 2002).

4.1.2. Proteina C-reativa

A proteina C-reativa (CRP) & uma B-globulina encontrada no soro de
individuos com doenca inflamatoéria diversa que, por ter a capacidade de precipitar
seletivamente o extrato de pneumococo (substancia “C”), foi originalmente associada
a pneumonia.

As concentragdes desta proteina aumentam em até 1000 vezes no soro e
nos fluidos corporais de individuos com doengas infecciosas diversas, com atividade
inflamatoria de origem néo infecciosa e com certos estados malignos sendo, por isto,
conhecida também como proteina de fase aguda.

A CRP é uma excelente opsonina, facilitando a internalizacdo dos
patégenos infecciosos pelos fagocitos e atualmente vem sendo utilizada também

como um importante marcador do risco cardiovascular.
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Embora de carater inespecifico para fins de diagnostico, a CRP se mostra
um excelente marcador da resposta do hospedeiro ao tratamento. Algumas
condi¢oes nas quais a CRP esta quase sempre elevada sao febre reumatica, artrite
reumatoide, artrite reumatoide juvenil, infecgdes bacterianas agudas e hepatites
virais; tuberculose ativa, tumores malignos avancados, hanseniase, cirrose,
queimaduras generalizadas e peritonite. Esclerose mudiltipla, escarlatina, varicela,
estados poés cirurgicos, sindrome Guillain-Barré e utilizagdo de dispositivos
intrauterinos algumas vezes apresentam aumento da CRP (ANTUNES, 1992).

A elevacao dos reagentes de fase aguda provavelmente represente uma
resposta as citocinas, incluindo IL-1, TNF, IFN-y e IL-6.

A quantificagdo dos mediadores inflamatérios € uma excelente forma de
monitorar estagios da aterosclerose e ainda, a presenga de biomarcadores
inflamatoérios pode auxiliar na predigdo de individuos com maior risco vascular e
aparentemente saudaveis. De acordo com estudos recentes, a CRP tem se
mostrado um importante medidor de risco de futuros infartos e derrames (ja que o
processo inflamatério esta intimamente implicado na génese, na progressao e na
ruptura da placa aterosclerética (LIMA, 2007). Aliando-se aos exames rotineiros de
colesterol e triglicérides, a pesquisa da CRP pode atuar como grande marcador de
risco cardiaco. Baseando-se no conjunto de trabalhos épidemiolégicos a este
respeito, a recente publicagdo da American Heart Association e do Center for
Disease Control sugere que 3mg/l sejam considerados o ponto de corte para definir
individuos de alto risco cardiovascular de acordo com seu status inflamatério
(PEARSON, 2003).

A CRP pode ser determinada qualitativa e quantitativamente pelo método
de aglutinagdo passiva. Esta técnica apresenta algumas vantagens em relagéo a
outros testes porque elimina o erro visual do teste de microprecipitagéo capilar,
menos trabalhosa do que a fixagdo do complemento e mais rapida do que a difusao
em gel.

No teste de CRP-Latex L/B as particulas de latex poliestireno
biologicamente inertes sao revestidas com anti-CRP obtido por imunizagéo animal.

Na aplicagao do principio de fixagao do latex, a CRP dos soros dos pacientes atua
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como antigeno adsorvido ao latex e, quando o soro contendo CRP é misturado com
o reagente do latex, ocorre uma precipitagdo macroscopicamente visivel,

Quando ha a necessidade de avaliar qualitativamente a presenga de CRP no
soro de algum paciente com suspeita de inflamagoes de origens diversas é realizada
a triagem. Ja na necessidade do teste quantitativo, é realizada a titulagéo do soro.

4.1.3. Pesquisa de Anti-Estreptolisina O

A Estreptolisina O € uma das toxinas prouzidas pelas varias espécies de
Streptococcus B-hemoliico o grupo A de Lancefild. Assim que o organismo é
infectado, o patégeno excreta essa enzima e o hospedeiro produz os anticorpos — a
anti-estreptolisina O (ASO). A presenga do anticorpo se faz notar de uma semana
um més apos a infecgdo com o estreptococo.

A pesquisa de ASO é utilizada para o diagnéstico laboratorial de doengas
de importancia mundial como a Febre Reumatica. A determinagao do titulo desse
anticorpo pode auxiliar na avaliagdo do grau de infecgao pelo estreptococo.

Praticamente todo soro contém ASO em certo grau, ja que todos os
organismos estdo em constante contato com exoenzimas estreptococicas (IN
VITRO, 2007).

4.1.4. Diferencas entre CRP e ASO

No exame da CRP, o anticorpo impregnado no latex & adquirido através
da imunizagdo de coelhos e é conhecido como anti-CRP. Como esse teste é feito
para detectar uma proteina e ndo um agente infectante, o hospedeiro nao possui
anticorpos contra essa substancia. O que ira reagir com o latex sera a propria CRP,
que atuara como antigeno.

Ja no teste da Anti-Estreptolisina O (ASQO), serao determinados os niveis

de anticorpos produzidos pelo paciente contra a proteina (ASO) do patégeno. O
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latex estara impregnado com a Estreptolisina-O (antigeno) e o soro do individuo
infectado tera ASO, dando o resultado positivo.

Latex com Ag
(teste de ASO)

Estreptolisina
—_—>
adsorvida ao

latex Ac anti-

/ Estreptolisina O

Latex com Ac
(teste de CRP)

Ac anti-CRP

CRP \
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ANIMAGCAO DA AGLUTINAGAO E DAS LIGAGOES COVALENTES

Pesquisa de PCR:

Pesquisa de ASO:

CRP

Ac anti-CRP
adsorvido ao
—» | latex
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4.2. Dosagem de Proteinas

A dosagem de proteinas € um método versatil baseado na adigdo de
reagentes em diferentes titulagdbes de uma solugdo, levando a uma mudanga de
coloragdo. Essa diferenca € medida através de um espectrofotébmetro,em
comprimento de onda de 600 nm. Os valores obtidos sdo comparados com os de
uma curva padrao com concentragdes ja conhecidas.

A dosagem de proteinas pode ser utilizada nos ensaios com antigenos
purificados, para estudos de proteinas em ensaios e no diagnostico de doencas
relacionadas a muitos sistemas, como nefropatias, hepatopatias, neoplasias (GOLD)
e também no controle nutricional de animais de interesse zootécnico, como gado
leiteiro, visando a qualidade do leite e seus derivados (CARDOSO, 2007).

Existem varios métodos para o ensaio, cada um com limitacées e
vantagens de acordo com a proteina ou a solugao tampao utilizadas. O método de
Bradford tem se mostrado mais eficaz, tendo sua eficiéncia reduzida apenas por
grandes quantidades de detergentes (BRADFORD, 1972).

Esse método simples, utilizado para a dosagem total de proteinas,
consiste na ligacdo do corante Coomassie Birilliant Blue G-250 com a proteina que
resulta na inversdo do pico de absor¢cédo do corante de 450 para 595 nm. Utiliza-se
como padrao a albumina purificada em diluicdo 1:10, e as amostras em diluicao 1:10
ou 1:5. A reacdo se da ao abrigo da luz, por 15 minutos. Entdo compara-se a

absorbancia de cada amostra com a mais préxima da curva padrao.
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5. MATERIAL E METODOS

Na fase de criacdo, diversas ferramentas computacionais disponiveis no
mercado foram utilizadas, cada uma para obter diferentes materiais. As escolhas
foram feitas satisfazendo os objetivos pedagdgicos e computacionais da elaboragao
do interativo. Sendo assim, as ferramentas que chamamos de auxiliares sdo as
seguintes:

e Adobe® Photoshop® 6.0 —
trabalho profissional. Utilizado para manipular diversos formatos e padrées de
imagem.

e PaintBrush10® — Ferramenta de criagdo de figuras simples, utilizado
para se fazer pequenos segmentos, quadrados e circulos, além da insercdo de
legendas.

e Microsoft Word® — Ferramenta de edicdo de texto, utilizado para
elaboragdo dos textos que posteriormente foram transferidos para o programa de
criacao do interativo.

e Microsoft Excel® — Ferramenta de analise de informagdes, utilizada
para elaboragao de tabelas e graficos ilustrativos.

As animacgdes foram, sempre que possivel, integradas aos exercicios e
explicacdes, facilitando a compreenséao dos temas.

Os modelos de representacdo dos dados e todos os trabalhos de
programagao de computador foram realizados pelo professor Remy Lessnau, com
software especifico e apropriado ToolBook®, disponivel no Setor de Ciéncias
Bioldgicas.

Em cada capitulo as técnicas e explicagbes foram minuciosamente
analisadas e revisadas, aumentando a eficiéncia do aprendizado, através de
abordagem simples e direta dos procedimentos de laboratério por parte dos usuarios

do interativo.
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5.1. Descrigiao do Método de Pesquisa de Proteina C-reativa

O objetivo da pesquisa é determinar quantitativamente a presen¢a da
proteina C-reativa no soro de pacientes com suspeita de condigdes inflamatorias
diversas.

Material necessario:

e Reagente do latex CRP L/B: consiste em uma suspensio de particulas
de latex poliestireno em tampao salina glicina pH 8,2. As particulas de latex estao
revestidas com anticorpos anti-CRP humana produzidos em animais. Sensibilidade =
0,65 mg/l de CRP;

¢ Soro CRP controle positivo: soro humano estabilizado, pronto para uso,
contendo proteina C- reativa como antigeno;

e Soro CRP controle negativo: soro humano estabilizado, pronto para
uso;

¢ Solugdo tampao salina glicina concentrada; para uso diluir 1:20;

¢ Soro teste, separado o mais breve possivel do coagulo. Nao se deve
usar plasma, pois o fibrinogénio pode causar agregacao inespecifica das particulas
de latex.

e Micropipeta de 30 ulL;

e Ponteiras plasticas descartaveis;

e Placa de vidro quadriculada para reagao de aglutinagao;

e Bastdes descartaveis para homogeneizagao das amostras;

Execucéao da técnica:

e Preparar uma série de diluicbes de razdo 2 dos soros positivos no
tampao de trabalho iniciando com a diluicdo de 1:4. As diluigbes devem ser
efetuadas para se determinar o titulo do soro, ou seja, a maior diluigao do soro que
ainda apresenta uma aglutinagao visivel.

e Colocar uma gota de cada diluicdo do soro nas areas de testes da
lamina que acompanha o kif. A mesma pipeta pode ser usada para transferir todas
as diluigbes de um dado soro para a lamina de testes, desde que se inicie a
pipetagem partindo da maior diluicdo para a menor diluicéo do soro.

e Colocar uma gota dos controles positivo e negativo nas areas

especificas da lamina;
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e Agitar vigorosamente o reagente para dispersar e ressuspender as
particulas de latex na solucdo tampao.

ATENCAO: Se o latex nao for bem homogeneizado antes do uso, podera
fornecer resultados falso positivos.

e Colocar uma gota do reagente de latex homogéneo em cada area da
lamina com as diluigdes.

e Homogeneizar as misturas soro-reagente em cada area do teste, com
o bastao, misturando e espalhando em toda area delimitada da lamina.

e Agitar a lamina manualmente, com um movimento suave (20-40 rpm)
durante 2 minutos. Nao utilizar agitador rotatério.

e Observar a presenga ou auséncia de aglutinagdo apo6s terem sido
decorridos dois minutos, com uma luz apropriada. Nao utilizar microscopio.

Para expressar o resultado em mg de CRP p/litro utilizar a formula:
Diluicao x 6,5 mg CRP pl/litro = mg CRP/litro,
Sendo que o valor de 6,5 corresponde a sensibilidade do reativo p/litro.

Observacées:
« Granulos finos do reagente do latex ndo devem ser interpretados como

um resultado positivo. A comparagdo com o teste controle negativo facilitara o
reconhecimento de uma aglutinagao significativa.

e Lipideos e soros macigamente contaminados podem dar resultados
falsamente positivos.

e Devido a possibilidade do fenémeno de pr6-zona, o teste deve ser
interpretado como negativo quando for efetuado com o soro diluido a 1:10.

o Num teste qualitativo a qualidade de aglutinagdo nao é
diretamente proporcional a concentragdo de CRP presente na amostra. Todo teste

qualitativo positivo devera ser titulado.
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Tabela 5.1.1 - CORRESPONDENCIA DOS VALORES DA DILUIGAO E CONCENTRAGAO EM MG/L

Titulo Concentragao
(mgl)
1:1 6,5
1:2 13
1:4 26
1:8 52
1:16 104
1:32 208
1:64 416
1:128 832
1:256 1664
1:512 3228

FONTE: LABORCLIN

5.2. Descricao do Metodo de Pesquisa de ASO
Esse exame tem como objetivo determinar qualitativamente a presenca de

anticorpos anti-estreptolisina-O em soro de pacientes, auxiliando o diagnéstico de

diversas doencas.

Material Necessario:
e Reagente do latex ASO L/B: consiste em uma suspensao de particulas

de latex poliestireno revestidas com a enzima estreptococica estreptolisina-O

estabilizada 1,0 %; Azida sédica 0,095%;
e Soro ASO controle positivo: soro humano estabilizado, pronto para uso,

contendo anti-estreptolisina-O como anticorpo;
e Soro ASO controle negativo: soro humano estabilizado, pronto para

uso;

e Solugao tampao salina glicina concentrada; para uso diluir 1:20;

e Soro teste, separado o mais breve possivel do coagulo. Ndo se deve
usar plasma, pois o fibrinogénio pode causar agregacao inespecifica das particulas
de latex.

¢ Micropipeta de 30 plL;
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o Ponteiras plasticas descartaveis;
e Placa de vidro quadriculada para reagao de aglutinagao;
o Bastoes descartaveis para homogeneizacao das amostras;

Execucao da técnica:

° Preparar uma série de diluicbes de razdo 2 dos soros positivos
no tampao de trabalho iniciando com a diluicdo de 1:4. As diluicoes devem ser
efetuadas para se determinar o titulo do soro, ou seja, a maior diluicdo do soro que
ainda apresenta uma aglutinagao visivel.

° Colocar uma gota de cada diluicdo do soro nas areas de testes
da lamina que acompanha o kit. A mesma pipeta pode ser usada para transferir
todas as diluicbes de um dado soro para a lamina de testes, desde que se inicie a
pipetagem partindo da maior diluicdo para a menor diluigdo do soro.

° Colocar uma gota dos controles positivo e negativo nas areas
especificas da lamina;

e Agitar suavemente o reagente para dispersar e ressuspender as
particulas de latex na solugao tampao;

ATENCAO: Se o latex nao for bem homogeneizado antes do uso, podera
fornecer resultados falso positivos.

e Colocar uma gota do reagente de latex homogéneo em cada area da
lamina com as solugdes.

e Homogeneizar as misturas soro-reagente em cada area do teste, com
o bastédo, misturando e espalhando em toda area delimitada da lamina.

¢ Agitar a lamina manualmente, com um movimento suave (20-40 rpm)
durante 2 minutos ou utilizar um mixer com rotagcao de 100 RPM.

e Observar a presenga ou auséncia de aglutinacdo apos terem sido

decorridos dois minutos, com uma luz apropriada. Nao utilizar microscopio.
Para expressar o resultado em Ul/ml, realizar o seguinte calculo:

Diluicdo x 200 =Ul/ml,
Sendo que o valor de 200 corresponde ao fator de converséo.
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Observacoes:

¢ Granulos finos do reagente do latex ndao devem ser interpretados como
um resultado positivo. A comparagao com o teste controle negativo facilitara o
reconhecimento de uma aglutinagao significativa.

e Lipideos e soros macicamente contaminados podem dar resultados
falsamente positivos.

e Devido a possibilidade do fenomeno de pré-zona, o teste deve ser
interpretado como negativo quando for efetuado com o soro diluido a 1:10.

® Num teste qualitativo a qualidade de aglutinagdo nao é
diretamente proporcional a concentragao de ASO presente na amostra. Todo teste

qualitativo positivo devera ser titulado.

Tabela 5.2.1. CORRESPONDENCIA DE VALORES DE DILUIGAO E CONCENTRAGAO:

Titulo Concentragao
1+1 (1:2) 200
1+2 (1:3) 400
1+3 (1:4) 600
1+4 (1:5) 800

FONTE: IN VITRO

5.3. Descricio do Método de Bradford para Dosagem de Proteinas
(BRADFORD, 1972)

Preparacéo da solucdo estoque de Coomassie (5X):

¢ Dissolver 10 mg de Coomassie Blue G-250 em 50 ml de etanol em tubo
Falcon de 50 mL em gelo; v

s Gotejar (de 2 em 2 mL) 10 mL de acido fosférico 85% homogeneizando
sempre;

e Completar o volume para 100 mL com agua destilada;

e Filtrar em papel filtro de 45 um e, posteriormente, filtrar novamente
utilizando uma seringa de 50 mL acoplada a um filtro de 22 pm;

e Acondicionar o reagente em frasco ambar em geladeira;
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Obtencao de curva-padréao e concentracéo protéica da amostra problema:

¢ Diluir o corante de Coomassie a partir da solugao estoque com agua
deionizada (1 parte de corante para 4 partes de agua). Serdo empregados 200uL de
solucgéo diluida para cada amostra;

¢ Adicionar diferentes volumes da solugdo-padrao de forma a obter pelo
menos cinco pontos para a curva. Cada ponto devera ser gerado em duplicata e a
média dos valores utilizados para a construgao da reta média (absorbancia no eixo
da ordenadas e concentragao protéica no eixo das abscissas);

¢ Adicionar diferentes volumes da amostra. Utilizar as amostras em
diluicdo 1:10 ou 1:5. O volume de amostra ou solucédo-padrao nao devera exceder
20 pL (ou seja, 10% do volume de corante adicionado);

o Deixar reagir por 15 minutos no escuro;

e Ler a absorbancia em comprimento de onda de 595 nm;

e Construir grafico de concentragéo pela absorbancia, calcular a reta
meédia e determinar a concentragédo protéica da amostra-problema por comparagao
com a reta média.

e Ou, alternativamente, comparar a absorbancia de cada amostra com a

absorbancia mais proxima correspondente a um ponto da curva padrao.

5.4. Metodologia

A revisao da literatura tanto impressa quanto virtual, deu inicio & produgéo
do interativo. Além disso, foram acompanhadas dosagens de proteinas com
estagiarios do Laboratério de Neurobiologia do Departamento de Patologia Basica.

Grande parte do material impresso teve que ser comparado a publicagdes
mais recentes dos mesmos autores. Esse cuidado foi necessario para que fosse
assegurado que o material presente no Cd-rom fosse o mais atualizado possivel.
Além disso, os sitios “on-line” possuem informagdes relevantes de extrema
importancia e riqueza de imagens e ilustragées.

Para a observacdao das dosagens de proteinas foi estabelecido contato

com os responsaveis e estagiarios do Laboratdrio de Imunologia, localizado no Setor
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de Ciéncias Biologicas no Campus |l — Politécnico — da UFPR, nesta capital. Os
procedimentos realizados para a dosagem de proteinas foram acompanhados e as
metodologias anotadas. As anotagdes foram posteriormente descritas visando a

maior fidelidade ao processo.

5.5. Construgao do interativo

Com todas as informagdes em maos teve inicio a fase de elaboragao do
material destinado ao interativo, obedecendo ao padrdo dos capitulos que
anteriormente ja haviam sido escritos. Os dados foram expressos das mais variadas
formas. Em cada capitulo as técnicas e explicagbes foram minuciosamente
analisadas e revisadas, aumentando a eficiéncia do aprendizado, através de
abordagem simples e direta dos procedimentos de laboratério por parte dos usuarios

do interativo.

5.6. Elaboragao do Texto Interativo

Apbs a organizagao das idéias, foram definidas as areas onde residiam as
maiores dificuldades de entendimento por alunos e profissionais. Foram analisados
aspectos como calculos, utilidade dos procedimentos, padronizagao, protocolos, etc.
A partir desse reconhecimento, os textos foram elaborados de forma a responder
essas questbes, sendo sempre que possivel associados a figuras e ilustragbes
elucidativas. A fim de torna-los dindmicos e simples, tentou-se elaborar textos curtos

e claros, facilitando sua leitura e entendimento.
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6. DISCUSSAO

6.1. Interativo

Como nao é viavel a impressao de todos os exercicios do capitulo “Diluigao e
Titulagéo” do interativo, foram escolhidos dois exercicios do mesmo problema. Séao
representados aqui os seguintes objetos graficos:

e Pipeta,

e Recipientes contendo soro, controles e antigeno,
e Laminas com 3 e 9 pogos,

e Tubos de ensaio.

'Hllllllrh)-,):].j

indice Proximo Anterior Voltar Sair Exercicios

Bancada 1
Aglutinacéo Indireta (ASO)
Objetivo: Auxiliar no diagnostico da Febre Reumatica através
da detecciio de anticorpos dirigidos contra a estreptolisina-O

ar——
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Imunologia
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7. CONCLUSAO

A possibilidade de utilizagdo de softwares como ferramenta auxiliar na
apresentacdo dos contetdos ja € bem conhecida, embora essa opgédo néo seja
muito utilizada pelos docentes. Esse interativo objetiva ampliar as opgées para dar
suporte a exposicdo das aulas pelos professores, além de oferecer uma
oportunidade extra para o entendimento de assuntos aparentemente complexos.

O computador ndo deve ser visto como instrumento para mudanca radical
no panorama de ensino, mas sim como um aliado do (ao) processo educacional que
vem se modificando gradativamente em nossa sociedade cada vez mais tecnolégica.
Assim sendo, o cd-rom de maneira alguma vem a substituir o professor, Este tem um
papel imprescindivel como mediador na execugdo dos exercicios presentes nesse
capitulo, assim como na apresentacao prévia dos assuntos.

Da mesma forma, esse programa multimidia ndo tem como objetivo ser
um mero recurso a literatura impressa. Visa simular situagdes reais, como ensaios
soroloégicos, mas reduzindo o custo, a possibilidade de contaminacao e erros na
elaboracdo desses testes. Aliado a isso, objetiva incentivar o aluno com uma
apresentacao interessante, que prenda a atengdo e proporcione um aprendizado
efetivo. Como o resultado dos exercicios & escolhido por sorteio, uma gama de
possibilidades é abrangida com a repeticdo dos mesmos.

Durante o processo de elaboragao do interativo, diversas dificuldades
foram encontradas para atingir as metas nesse novo cenario didatico. O
levantamento bibliografico foi iniciado em 2004 e a idéia do cd-rom como interativo
ainda parecia distante. Muitas informagdes foram coletadas sem a devida
sistematizacdao, sendo que muito tempo e esforco foram desperdigados por
inexperiéncia. Outra dificuldade apresentou-se no inicio da criacao efetiva. Apesar
de bom embasamento tedrico parecia impossivel produzir exercicios que fossem
inéditos e que atendessem a realidade imposta em um Laboratorio de Imunologia. A
medida que o material bibliografico foi revisado e as barreiras foram ultrapassadas, o

processo de producao foi fluindo com maior facilidade.
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Ao final do trabalho, quando o interativo ja estava concluido, cresceu a
expectativa de poder apresentar os exercicios aos alunos de graduagao, para que
estes pudessem avaliar os problemas e dar sugestdes, uma vez que o cd-rom nao €

um trabalho final; deve ser atualizado e revisado sempre que necessario.
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