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Resumo

Resumo

A anemia adquirida em hospital (AAH) ¢ uma consequéncia derivada da hospitalizacao
que persiste ainda nos dias de hoje. Nos doentes com maior nimero de comorbilidades,
nao anémicos a admissao hospitalar, os niveis de hemoglobina podem diminuir devido a
intervengdes médicas e/ou terapéuticas abaixo do limite de diagnostico de anemia. O risco
de aquisi¢do de anemia durante a hospitalizagdo ¢ tanto maior quanto mais prolongado
for o periodo de internamento e depende da concentracdo de hemoglobina na admissdo e

do numero de comorbidades.

E fundamental perceber a etiologia da AAH, que é multifatorial, a fim de identificar os
doentes de risco e implementar medidas que previnam a anemia nosocomial e transfusdes

sanguineas nos doentes mais suscetiveis.

Palavras-chave: Anemia adquirida em hospital, hospitalizagdo, periodo de internamento,

intervencoes médicas



Anemia adquirida em hospital

Abstract

Hospital-acquired anaemia (HAA) is a consequence of hospitalization that persists to this
day. In patients with a greater number of comorbidities, who are not anaemic on
admission to the hospital, haemoglobin levels may decrease due to medical and/or
therapeutic interventions below the diagnostic threshold for anaemia. The risk of
acquiring anaemia during hospitalization is greater the longer the hospital stay and
depends on the haemoglobin concentration on admission and the number of

comorbidities.

It is essential to understand the aetiology of AAH, which is multifactorial, to identify
patients at risk and implement measures to prevent nosocomial anaemia and blood

transfusions in the most susceptible patients.

Keywords: Hospital-acquired anaemia, hospitalization, length of stay, medical

interventions
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Introducdo

1. Introducao

A anemia adquirida em hospital (AAH) ¢ a reducdo dos niveis de hemoglobina
abaixo do limite do diagndstico de anemia durante a hospitaliza¢do, nos pacientes que
nao se encontravam anémicos na admissao hospitalar (Koch et al., 2013; Mann, Williams,
Marisa, & Huy, 2017; Shander & Corwin, 2020). De acordo com os critérios da
Organizacao Mundial de Satide (OMS), define-se anemia nas mulheres com concentragdo
de hemoglobina inferior a 120 g/L e nos homens com valor inferior a 130 g/LL (WHO,
2011). A severidade da AAH classifica-se como leve quando a Hb ¢ superior a 110 g/L,
mas abaixo do limiar de diagnostico, e como moderada a severa quando a Hb ¢ inferior

ouigual a 110 g/L (Salisbury et al., 2010).

A AAH constitui um desafio para os cuidados médicos da atualidade, devido as
causas serem complexas e multifatoriais (Martin & Scantling, 2015). O desenvolvimento
de anemia provocada pelo internamento ocorre devido a uma combinagdo de intervengoes
médicas e o estado de saude do doente (Salisbury et al., 2010). A perda de sangue
consequente de colheitas sanguineas frequentes de volume consideravel para testes de
diagnostico durante curtos periodos de tempo ¢ o principal preditor de anemia nosocomial
em todas as faixas etarias (Thavendiranathan, Bagai, Ebidia, Detsky, & Choudhry, 2005;
Valentine & Bateman, 2012). Na maioria dos doentes hospitalizados, a anemia ¢

frequente e esta associada a pior prognostico e maior taxa de mortalidade (Shander, 2004).

Devido a falta de consenso das causas da anemia adquirida em hospital, as
variaveis de confusdo, tais como, malignidade, doenca inflamatoria, cirurgia e trauma,
dificultam a identificagdo dos fatores de risco (Aronson et al., 2007). Nao existem
diretrizes que guiem a pratica clinica de como avaliar as causas da anemia nos doentes
hospitalizados. H& necessidade de criar medidas que permitam diminuir o risco de AAH,
desde identificar os doentes de risco, diminuir o volume de sangue colhido para
diagnostico laboratorial através da utilizacdo de tubos de colheita de tamanho pediatrico
e da diminuicdo da frequéncia de colheitas efetuadas e avaliar e tratar as causas

reversiveis da anemia (Bressman, Jhang, Mcclaskey, & Ginzburg, 2021).
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1.1. Eritropoiese

A eritropoiese ¢ um processo complexo de varias etapas de diferenciagdo e
maturacdo desde a célula-tronco hematopoiética (HSC) multipotente até ao eritrécito
maduro (Fig. 1). Uma pessoa saudavel tem capacidade de produzir 2 milhdes de
eritrocitos, a cada segundo. As HSCs diferenciam-se numa célula indiferenciada
mieloide, que por sua vez, quando estimulada pela eritropoietina (EPO), diferencia-se em
células formadoras de colodnias eritrocitarias e proeritroblasto, que sdo as primeiras
células progenitoras da linhagem eritroide (Zivot A, Lipton JM, Narla A, & Blanc L,
2018).

A EPO ¢ uma glicoproteina produzida no rim, responsavel pela regulacdo da
eritropoiese ao modular a sobrevivéncia e proliferacdo das unidades formadoras de
colonias eritroides na medula ossea. A libertagao da EPO ¢ estimulada pela diminui¢ao

da tensdo de oxigénio nos tecidos (Fink, 2004).

A diferenciagdo da linhagem eritroide tem lugar nas ilhas eritroblasticas,
constituidas por um macréfago central com cerca de 30 células eritroides a sua volta, com
diferentes niveis de maturacdo. O macrdofago tem o papel de fornecer interagdes celulares
importantes na diferenciacdo e proliferacdo celular, transferir ferro para os progenitores
eritroides a fim de sintetizar heme e de fagocitar o nicleo expulso dos eritrocitos na

diferenciagao final.

Ao longo fase de maturagdo, a concentragdo de hemoglobina eritroide aumenta
gradualmente, o tamanho celular decresce progressivamente ¢ o nicleo condensa até ser
expulso do eritrocito imaturo (enucleagdo). Este processo gradual comecga nos precursores
nucleados de proeritroblastos que se diferenciam progressivamente em eritroblastos
basofilos, policromatofilicos e ortocromaticos, sendo estes tltimos o resultado final deste

processo de maturagao.

A sintese de eritrocitos termina com a maturacao dos reticulocitos em eritrocitos,
que desenvolvem forma biconcava e estdo prontos para circularem na corrente sanguinea

(Zivot A et al., 2018).
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Corrente
Ilhas eritroblasticas sanguinea

*-0R{-P -4 =

Proeritroblasto  Proeritroblastc  Proeritroblasto
BFU-E CFU-E Proeritroblasto bassfile policromético  ortocromatico Reticulécito GV

Sintese de hemoglobina

Figura 1: Eritropoiese. Diferenciacdo e maturagdo das células da linhagem eritroide desde as stem cells
hematopoiéticas até aos eritrocitos (adaptado de Zivot A et al., 2018).

1.2. Anemia

A anemia consiste na diminui¢do da concentragdo de hemoglobina e,
habitualmente, do hematdcrito e do nimero de GV. A hemoglobina ¢ a proteina presente
nos GV responsavel por carregar o oxigénio recebido nos pulmdes aos restantes 0rgaos
do organismo. Nas situacdes de anemia, onde a quantidade de Hb ¢ menor, a capacidade

de fornecimento de oxigénio ¢ limitada (Bain, 2015).

Segundo os critérios da OMS, os valores limite de hemoglobina sdo <130 g/L para
os homens e <120 g/L. nas mulheres (WHO, 2011). No entanto, na literatura ndo ha
concordancia com estes valores, por ndo terem em consideragao a faixa etria, condigdes
fisicas, etnia e a altitude de residéncia (Ahmed, 2014). Beutler ¢ Waalen (2006) definem

os valores limite de diagnostico da Hb consoante género, idade e etnia (Tabela 1).

Tabela 1: Valores limite de Hb que definem anemia (adaptado de Beutler e Waalen, 2006).

Etnia Idade (anos) Homem (g/L) Mulher (g/L)
20-59 137 122
Caucasiana
>50 132 122
20-59 129 115
Africana
>60 127 115

11
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1.2.1 Classificagdo morfologica

No estudo das anemias, o diagndstico diferencial com base nos indices
eritrocitarios (VCM, HCM e CHCM) permite a classificacdo em 3 grandes grupos —

anemia microcitica, anemia normocitica ¢ anemia macrocitica.

Os indices eritrocitarios de Wintrobe sao calculados a partir da contagem de GV,

concentragdo de Hb e hematocrito (Ht) (Fig. 2) (Nagao & Hirokawa, 2017).

A B C

vem = 28 10 aem = 22510 ciem = 22 10
=G =GV = He S

Figura 2: Calculo dos indices eritrocitarios. (A) Volume corpuscular médio (fL); (B) Hemoglobina
corpuscular média (pg); (C) Concentra¢ao de hemoglobina corpuscular média (g/dL).

A anemia microcitica e hipocromica ¢ caraterizada pela produ¢ao de GV com
tamanho menor do que ¢ normal (VCM < 80 fL) e menor intensidade da cor vermelha,
devido a diminuicdo da produgao de Hb (Chaudhry & Kasarla, 2021; DeLoughery, 2014).
Nas anemias microciticas, a produc¢do ineficaz de globina (talassemia), a distribui¢cdo de
ferro restrita ao grupo heme da Hb (anemia de inflamagao), a subprodugao de grupo heme
por deficiéncia em ferro (anemia ferropénica) e defeitos na sintese do grupo heme (anemia

sideroblastica) sdo as causas da reducdo da sintese de Hb (Fig. 3) (DeLoughery, 2014).

FEITO Anemia ferropénica
Anemia de doenga crénica

Hemoglobina
Heme
X
Protoporfirina T
Tk —X—
- Anemia

sideroblastica

Talassemia

Figura 3: Causas de anemia microcitica. Défice em ferro (anemia ferropénica ou anemia de doencas
cronicas), defeitos na sintese de protoporfirina (anemia sideroblastica) ou de globina (talassemia) (adaptado
de DeLoughery, 2014).
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A anemia normocitica e normocrémica ocorre devido a perdas de sangue,
supressao da produciao de GV ou hemdlise. Nas perdas sanguineas, a morfologia dos GV
nao apresenta alteracdes, exceto surgimento de policromasia nas primeiras 12 a 24 horas.
Nos doentes com eritropoiese reduzida, a morfologia dos GV pode ser normal devido a
baixa concentragdo de EPO, como ¢ o caso dos doentes com complicag¢des renais. No
entanto, nas causas intrinsecas de eritropoiese ineficaz (por exemplo, mielodisplasia) e

hemolise, a morfologia dos GV pode alterar-se e auxiliar no diagnostico (Ford, 2013).

A anemia macrocitica (VCM > 100 fL) pode ser classificada como megaloblastica
e ndo megaloblastica. A anemia megaloblastica deve-se a deficiéncia em vitamina B12
ou folato. A caréncia em vitamina B12 ou folatos provoca anormalidades na sintese de
DNA, que inibe a divisdo celular dos precursores eritrocitarios (Fig.4). A anemia ndo
megaloblastica ¢ provocada por disfungdo hepatica, alcoolismo, sindrome
mielodisplasica (SMD) ou hipotiroidismo (Nagao & Hirokawa, 2017). Na anemia
megaloblastica, os GV apresentam normalmente VCM > 115 fLL, com macrocitose oval
acentuada. O volume dos GV na anemia ndo megaloblastica ndo ¢ tdo acentuada,

tipicamente designado macrocitose redonda (Ford, 2013).

Eritropoiese normal
® oo @b‘ﬁ’é
S0 w@a%@ ::>©@@ :>-eac‘@

@ % @
CFU-E Proeritroblastos Eritroblastos Eritroblastos Erstrobl?s.tos
baséfilos policromaticos ortocromaticos e

Reticuldcitos

Eritropoiese megaloblastica

®® Fo Se
= ®e o @@:) D 2 ®

. Eritroblastos
CFU-E Proeritroblastos Eritroblastos Erl_tmbla'st_os ortocromaticos e
basdfilos policromaticos Reticulécitos

Figura 4: Comparacdo da eritropoiese normal com eritropoiese megaloblastica devido a caréncia em
vitamina B12 ou folatos que compromete a sintese de DNA e, por conseguinte, a divisdo celular dos
precursores eritrocitarios (adaptado de Koury et al., 1997).
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2. Epidemiologia

A anemia nosocomial tem sido reportada na literatura por apresentar elevada
frequéncia entre os doentes hospitalizados. A incidéncia da anemia varia entre 25% a
74%, de acordo com a populacao em estudo (Kurniali et al., 2014). As caracteristicas da
populagdo dependem das comorbidades e fatores demograficos (idade e género) (Hayden,

Albert, Watkins, & Swenson, 2012).

No estudo de Koch et al. (2013), aproximadamente 74% dos doentes nao
anémicos, no momento de admissdao, desenvolve anemia durante a hospitalizacdo. A
severidade da AAH neste grupo de pacientes manifestou-se como leve em 29%,
moderado em 41% e severo em 30%. A prevaléncia de AAH ¢ superior nos doentes com
maior numero de comorbidades, nos submetidos a intervengdes cirurgicas, sexo feminino
e com idade superior em comparagao aos doentes sem anemia. Os doentes do sexo
masculino e os que estdo hospitalizados em medicina interna desenvolvem anemia mais
precocemente, em comparagdo aos pacientes do sexo feminino e os que sdo submetidos

a cirurgia, respetivamente (Koch et al., 2013).

Nos pacientes internados por enfarte do miocardio ndo anémicos na admissao,
57,5% desenvolve anemia. De todos os doentes hospitalizados, a AAH leve ocorre em
37,4% ao fim de 26 horas (12,6-50 h; P<0,001) ap6s admissao, 15,5% desenvolveu AAH
moderada nas primeiras 20,2 horas (10,0-40,5 h; P<0,001) e a AAH severa ocorre em

4,6% apo6s 17,1 horas internados (7,7-37,9 h; P<0,001) (Salisbury, Amin, et al., 2011).

A anemia esta maioritariamente representada nas unidades de cuidados intensivos

(UCI), onde estao os doentes mais vulneraveis (Corwin et al., 2004; Vincent et al., 2002).

A incidéncia de AAH ¢ muito variavel consoante o tipo de hospital ¢ a sua
localizagao. Num estudo efetuado nos Estados Unidos da América, verificou-se que o
risco de desenvolver anemia nosocomial em hospitais de ensino ¢ menor do que em
hospitais ndo educacionais e ¢ varidvel consoante o tamanho do hospital e a localizagao

(Fig. 5) (Salisbury, Reid, Amin, Spertus, & Kosiborod, 2014).

14
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RR (95% Cl)

Numero de camas

100-199 vs <100 —— 1.03 (0.88, 1.21)

200-299 vs <100 —— 1.01 (0.86, 1.19)

300-499 vs <100 —— 1.00 (0.85, 1.17)

>500 vs <100 —— 1.04 (0.87, 1.23)
Hospital de ensino - 0.91 (0.84, 0.97)
Urbano vs rural S 0.92 (0.76, 1.13)
Regido

Nordeste vs Centro —e— 1.10 (1.01, 1.19)

Sul vs Centro Oeste - 1.03 (0.95, 1.12)

——

Oeste vs Centro Oeste 1.19 (1.06, 1.33)

[ I 1
0.5 1 2 4

<<<< Menor risco de AAH Maior risco de AAH >>>>

Figura 5: Associacdo entre as caracteristicas dos hospitais e o risco de AAH (adaptado de Salisbury et al.,
2014).

Em Portugal, ndo existem estudos epidemiologicos que avaliem a AAH. A anemia
¢ altamente prevalente na populacdo portuguesa e uma grande parte dos casos ndo esta
diagnosticada (Marques et al., 2016). O estudo da qualidade dos cuidados primadrios e
hospitalares ndo inclui a avaliagdo da anemia e baseia-se numa anélise ao nivel regional.
Nao se verifica uma comparacao dos riscos iatrogénicos entre hospitais de ensino e ndo

educacionais (Alves et al., 2008; Duarte et al., 2021).
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3. Etiologia

A anemia pode ocorrer devido a perda de sangue, eritropoiese ineficaz e
diminui¢ao do tempo de semivida dos eritrécitos. A origem da AAH resulta de varias
causas, cuja contribuig@o para este tipo de anemia € dificil de determinar. A maioria dos
internados que desenvolvem anemia durante o internamento aparenta nao evidenciar
perdas sanguineas nao detetadas, o que faz com que a perda de sangue por flebotomia
seja a principal causa a desencadear AAH (Salisbury et al., 2010). No entanto, ndo existe
um consenso entre diferentes estudos na etiologia da anemia nosocomial, o que faz com

que seja tao complexa a sua compreensao (Bressman et al., 2021).

Outras causas de AAH incluem hemorragias excessivas, hemodilui¢do por
administracdo de fluido intravenoso e compromisso da eritropoiese (Napolitano, 2004;

Shander, 2004).

Nos estudos que excluem os doentes com anemia a admissao, ndo ha interferéncia
das causas de anemia cronica (sangramento gastrointestinal, insuficiéncia renal cronica,

doencga autoimune, entre outras) no estudo da etiologia da AAH (Merofio et al., 2012).

A tabela 2 sintetiza a etiologia e as causas de AAH nos doentes internados e

criticamente doentes.
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Tabela 2: Etiologia e causa da anemia adquirida em hospital (iatrogénicas e estado de saude do doente)
(adaptado de McEvoy & Shander, 2013).

Etiologia da anemia Causas
Flebotomia

Trauma

Perda de sangue iatrogénica Cirurgia

Outros procedimentos

médicos e terapéuticos

Deficiéncia em ferro

o L Deficiéncia em folatos
Deficiéncias nutricionais o o
Deficiéncia em vitamina

Erit iese inefi
I1 I‘OpOlGSG mericaz B12

(carateristicas dos :
Doenga cronica

doentes) o .
Deficiéncia em Doengas renais
eritropoietina Infegdes
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3.1. Perdas de sangue para diagnodstico

A flebotomia ¢ a causa que mais contribui para o decréscimo da concentragdo da
hemoglobina. A associagdo entre perda de sangue para diagndstico e desenvolvimento de
anemia consequente de hospitalizagdo surgiu pela primeira vez na década 70. Por dia, a
cada doente em UCI eram colhidos 54+17 mL de sangue com efeito no decréscimo do

hematocrito (Eyster & Bernene, 1973).

Os doentes cujo 6bito ocorreu tiveram mais sangue perdido por flebotomia do que
aqueles que sobreviveram até ao fim do internamento. Os doentes internados em UCI
também sdo sujeitos a maior volume de sangue colhido para analises laboratoriais, maior
frequéncia de flebotomias diaria (exceto UCI cardiovascular) e niimero médio de

unidades de eritrocitos transfundidos superior do que nas restantes unidades de saude.
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Além disso, os doentes admitidos em UCI para transplante hepatico, transplante renal e
hematologia tém maior volume de sangue colhido. Em todas as unidades hospitalares, o
volume de flebotomia ¢ maior no dia de admissao e vai diminuindo ao longo dos dias de
internamento e estabilizando até ao sexto dia. No sétimo dia, aos doentes em UCI
cardiovascular foi retirado o maior volume de sangue, 28,5+15,4 mL, e o volume menor
foi aos pacientes do servigo de enfermaria cirargica com 8,6+8,1 mL colhidos. Até ao dia
28 de internamento, as perdas de sangue por flebotomia diarias foram 17,4+11,9 mL em
UCI cardiovascular, 15,5+12,2 mL em UCI geral e nas restantes unidades a média
estimada foi inferior a 15 mL por dia. Apos os 28 dias, ha uma queda acentuada na perda

de sangue para diagndstico em todas as unidade de satde (Quinn et al., 2019).

Nos doentes que desenvolvem anemia moderada a severa, o volume médio de
sangue colhido para testes laboratoriais (173,8 mL) ¢ superior do que nos doentes nao

anémicos até ao final do internamento (83,5 mL; p<0,001) (Salisbury, Reid, et al., 2011).

Por cada 1 mL de sangue colhido, a hemoglobina diminui em média 0,070,011
g/L e o hematocrito decresce 0,019+0,003%. Em média, sdo colhidos 75 mL de sangue
por dia e o tempo de internamento ¢ cerca de 6 dias. Para esta média, sdo perdidos 3,15
g/l de hemoglobina. Alteracdes entre 6,6 ¢ 10 g/l de hemoglobina comegam a ter
significado  clinico. Os pacientes que apresentam maiores niveis de
hemoglobina/hematdcrito apresentam maiores alteracdes nestes parametros durante a
hospitalizagdo. Nestes casos os pacientes perdem mais globulos vermelhos por mL de
sangue colhido, com diminuigdao mais acentuada de hemoglobina e hematocrito. Em
alternativa, se no momento de admissao hospitalar, os pacientes estiverem em estado de
desidratacdo, ocorre também um decréscimo abrupto de hemoglobina e hematécrito apos

reidratagdo, além da flebotomia (Thavendiranathan et al., 2005).

Um modelo matematico simulou que, para colheitas de 53 mL de sangue por dia
em adultos com peso normal, com concentracdo de hemoglobina inicial dentro da média
dos valores de referéncia e eritropoiese ativa, os doentes ficam animicos entre 40 e 70
dias de internamento. Mas se o doente estiver abaixo de peso, com niveis de hemoglobina
no limite inferior normal e eritropoiese reduzida, com flebotomias frequentes, o modelo
estima que ocorra uma reducdo de 70 g/L de Hb ou menos aos 9-14 dias (Lyon, Chin,
Slotsve, & Lyon, 2013). As carateristicas destes doentes coincidem com os doentes

admitidos nas unidades de cuidado intensivo e de tratamento coronario, que sao
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submetidos a exames laboratoriais com maior frequéncia (Sanchez-giron & Alvarez-

mora, 2008).

O numero de extragdes didrias depende da patologia do doente. Nas unidades de
Cirurgia Cardiaca e Unidade Corondria, sdo efetuadas mais colheitas sanguineas por
doente durante as primeiras horas ap6s admissao, por conseguinte perdem mais sangue
pela frequéncia aumentada de analises laboratoriais. Os doentes internados por
traumatismo neuroldgico e patologias cardiovasculares tém maior alteracdo da
concentracdo de Hb (Maqueda-Palau & Pérez-Juan, 2018). No estudo de Vincent et al.
(2002), considera-se que a perda de sangue por flebotomia ndo ¢ um fator causal
independente da AAH, uma vez que esta ¢ multifatorial. Pode estabelecer-se uma
correlacdo positiva entre a disfuncdo dos orgaos e a frequéncia de colheitas e o volume

de sangue colhido.

Apesar do reconhecimento da anemia provocada por perdas de sangue para
diagnostico nos doentes em UCI, no contexto atual de pandemia pelo coronavirus SARS-
-CoV-2, a gestdo da frequéncia de testes laboratoriais e o volume de sangue colhido foi
descuidada nos doentes com doenga COVID-19 aguda. Ao longo do internamento em
UCI, o nivel de Hb médio diminuiu progressivamente ¢ a necessidade de transfusoes
sanguineas aumentou. O desenvolvimento de anemia nos doentes ndo anémicos a
admissdo ocorreu em média ao terceiro dia. O volume médio de sangue colhido para testes
de diagnoéstico diariamente corresponde a 21,7 mL (18,7-26,7 mL). Nos doentes que
receberam transfusdo sanguinea tiveram maior volume de sangue colhido por dia (2,7
mL) do que os pacientes que ndo foram transfundidos (Beverina, Borotto, Novelli,

Radrizzani, & Brando, 2021).

Além da AAH, a flebotomia também contribui para o aumento da frequéncia de
transfusdes sanguineas, que por si s6 aumentam o risco de mortalidade (Bodley et al.,
2021). No estudo de Chant, Wilson, Friedrich e Friedrich (2006), foi demonstrado que
em pacientes internados por mais de 21 dias o nimero de unidades de GV transfundidos
¢ significativamente correlacionado com o volume diario de flebotomia,

independentemente de outros fatores de confusao.
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3.2. Outras perdas de sangue iatrogénicas

Existem outros mais procedimentos médicos que sdo potencias indutores de
anemia nosocomial. A plasmaférese ¢ um tratamento para varios tipos de complicagdes,
mas pode ser também uma fonte de perdas de sangue cumulativas, por ndo ser possivel
devolver na totalidade o sangue do paciente apos este procedimento (Schwartz et al.,
2016). Os doentes que sdo sujeitos a plasmaférese durante o internamento hospitalar,
necessitam também de realizar exames laboratoriais e, em média, perdem 200 mL por
estadia em internamento no total por lhes ser executado as duas técnicas (Mann et al.,

2017).

Os pacientes submetidos a procedimentos cirurgicos mantém por mais dias os
niveis de hemoglobina reduzidos do que pacientes clinicos. O tipo de cirurgia faz variar
as tendéncias no desenvolvimento da anemia, assim como os cuidados que se tem para

evitar as perdas sanguineas (Bremer, Schiele, Sagkob, Palmaers, & Tschaikowsky, 2004).

Os ventiladores mecanicos podem provocar stress fisiolégico nos doentes
submetidos por mais de 48 horas, que contribui para perdas de sangue por sangramento
gastrointestinal superior induzido por stress (Rawal, Kumar, Yadav, & Singh, 2016). Os
doentes submetidos a ventilagdo mecénica sdo sujeitos a flebotomias frequentes para
monitorizagdo da evolucdo do estado médico. Quando os pacientes estdo ventilados
mecanicamente por mais de 24 horas, perdem em média 50 mL apenas para gasometria

(Shafter, 2007).

Os procedimentos a cabeceira do doente, tais como colocacao de cateteres venosos
centrais, cateteres arteriais e tubos toracicos, tratamento de feridas, acesso de fistula para
didlise, ocorrem com frequéncia crescente nas UCI, com potencial associacdo a perdas
sanguineas profundas e por vezes desnecessarias (Barie, 2004). Nos doentes internados
com cateter arterial e/ou central, os exames ao sangue aumentaram 33% ¢ a perda de
sangue ¢ 44% superior em comparagdo aos pacientes com apenas acesso periférico (Low,

Harrington, & Stoltzfus, 1995).

Nos doentes internados com enfarte do miocardio, o tratamento com
medicamentos tromboliticos, antitromboéticos e antiplaquetdrios e procedimentos de
revascularizacdo corondria contribuem para perdas de sangue iatrogénicas, aumentando

o risco de anemia (Mahendiran et al., 2020; Rao et al., 2007).
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3.3. Hemodiluigao

A hemodiluicao ¢ a diluicdo da massa eritrocitaria, habitualmente resultado de
ressuscitagdo volémica, e ndo se considera como fonte de perda de GV. A diminui¢do da
concentragdo de hemoglobina ndo corresponde a uma verdadeira anemia, devido a
diminui¢ao do hematdcrito consequente do aumento do volume plasmatico (Fig. 6) (Van
etal., 2011).

7 Anemia Hemodiluicao
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Figura 6: Comparagdo da hemodilui¢do e da anemia na concentragdo de Hb e no valor do hematocrito
(adaptado de Astin & Puthucheary, 2014).

Nos doentes com maior risco de enfarte agudo do miocardio (classe II-IV,
segundo os critérios de Killip), a anemia ¢ mais prevalente, o que sugere que a
hemodilui¢do contribui para a anemia. A retengdo de fluidos, medicamentos e fluidos
intravenosos sdo responsaveis pelo surgimento de hemodiluicdo como consequéncia de

enfarte do miocardio (Aronson et al., 2007).
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Os doentes sujeitos a hemodiluigdo normovolémica aguda perdem sangue devido
a hemodilui¢do e durante procedimento operatorio. Nestes pacientes é esperado anemia

durante a cirurgia (Murray, 2004).

Nos pacientes que recebem coloides como terapia no perioperatério, a
hemodilui¢do iatrogénica provoca diminui¢do da concentragdo de Hb, que compromete a

distribuicao de oxigénio aos orgaos (Lai et al., 2015).

A hemodiluigdo iatrogénica contribui para a diminui¢do da concentracdo de Hb
abaixo do limite estabelecido para requisitar transfusdes sanguineas aos doentes sem

sangramento significativo (Perel, 2017).

3.4. Eritropoiese ineficaz

A eritropoiese consiste na producdo de eritrocitos na medula 6ssea por estimulo
da hormona eritropoietina, que ¢ uma citocina glicoproteina produzida rim. Individuos
saudaveis produzem diariamente 15 mL de GV e em situagdo de necessidade tém a
capacidade de gerar 200 mL (Hillman & Henderson, 1969). Em contrapartida, os
pacientes em estado critico ndo terdo a mesma capacidade de resposta numa situagdo de

perda de sangue continua, como flebotomias diarias.

Mesmo os doentes em UCI que ndo desenvolveram anemia, o nivel de Hb também
reduziu. A maioria dos internados em UCI estd em caréncia nutricional e toma farmacos
que podem suprimir a medula 6ssea. Uma minoria desenvolve infecdo e os antibioticos

podem inibir a eritropoietina (El-soussi, Asfour, & Raffat, 2016).

Nos doentes com enfarte do miocardio, verificou-se que a insuficiéncia renal
aguda e a doenca renal cronica estdo fortemente correlacionadas com o desenvolvimento
de anemia nosocomial (Choi et al., 2013). Na doenga renal, a sintese da eritropoietina esta

reduzida devido a ineficécia da func¢ao renal (Mercadal et al., 2012).

Os doentes com doengas cronicas tém estados inflamatdrios aumentados, o que
faz com que a eritropoiese esteja inibida pelo excesso de citoquinas. As citoquinas
associadas a inflamacdo e a infecdo (IL-1, TNF-B, TNF-a) inibem a transcri¢do de

eritropoietina nas células renais justaglomerulares e comprometem a resposta a
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eritropoietina na medula o6ssea, por interferéncia na proliferacdo dos progenitores

eritroides (DeBellis, 2007).

Alguns farmacos tém efeito supressor na libertagdo de eritropoietina, que
contribui para o desenvolvimento de anemia nos doentes nas UCIL. Os farmacos mais
utilizados sdo inibidores do enzima conversor da angiotensina ¢ bloqueadores dos
recetores da angiotensina, bloqueadores dos canais de célcio, teofilina e bloqueadores -

adrenérgicos (Hayden et al., 2012).

3.5. Deficiéncia em ferro

Nos doentes em estado critico, o estado inflamatério contribui para o aumento de
hepcidina, que por sua vez leva a que os macrofagos sequestrem o ferro. A concentragao
de ferro circulante diminui, provocando eritropoiese com restri¢ao em ferro (Ganz, 2006).
A adsor¢ao de ferro da dieta ¢ dificultada pelo efeito inibitorio da hepcidina sobre a

ferroportina ao nivel das células intestinais (Fig. 7) (Nemeth et al., 2004).

O perfil do estudo do ferro nos doentes internados em UCI carateriza-se por baixa
concentracgao de ferro sérico, baixo nivel e baixa saturagao de transferrina e concentragao
de ferritina sérica aumentada, devido ao estado inflamatdrio e rea¢do de fase aguda. Como
ha menor concentracdo de ferro em circulagdo, a eritropoiese ¢ ineficaz por haver menos

ferro para integrar a Hb (Fink, 2004).

Os doentes admitidos em hospital com deficiéncia em ferro, mas ainda sem
anemia, podem desenvolver anemia mais rapidamente. O volume de sangue perdido por
flebotomia ou outras intervengdes médicas estimulam a eritropoiese, mas que sera

ineficiéncia devido a falta de ferro (Ahmed, 2014).
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Figura 7: Mecanismo da anemia de doenga cronica.

Nos individuos saudaveis, o ferro é absorvido no trato

gastrointestinal e ¢ transportado na corrente sanguinea pela transferrina para os GV imaturos. Nos doentes
com doenga cronica, o estado inflamatério provoca a diminuigdo da absor¢ao de ferro que resulta na redugéo

da saturagdo de transferrina e dificulta a libertagdo

de ferro armazenado. O fornecimento de ferro aos GV

imaturos ¢ reduzido. Estas altera¢des sdo mediadas pela hepcidina que se liga e inibe a ferroportina (proteina
responsavel pela exportagdo de ferro). DMT1 ¢ uma proteina transportadora de metal divalente 1 que
permite a entrada de ferro do lumen intestinal para os enterdcitos e ndo sofre alteragdes (adaptado de

DeLoughery, 2014).
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3.6. Hemolise induzida por farmacos

A anemia hemolitica induzida por farmacos ¢ um fendémeno raro e grave
consequente da destrui¢ao dos eritrocitos pelos macréfagos que sao ativados pelo fArmaco

administrado ao doente (McEvoy & Shander, 2013).

Os farmacos mais comuns responsaveis por provocar anemia hemolitica sdo f3-
lactamicos (cefalosporinas e derivados de penicilina, tal como, piperacilina), anti-
inflamatorios ndo esteroides (diclofenaco e ibuprofeno), antineoplasicos (fludarabina),
entre outros medicamentos como metildopa e alcaloides quinolicos (McEvoy & Shander,

2013).

Nesta situacdo de AAH, a unica forma de tratamento é descontinuar o farmaco

que induz os macréfagos na destrui¢cdo dos eritrocitos (Garratty, 2012).
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4. Fatores de risco

Os principais fatores que desencadearam anemia moderada e grave sdo o tempo
de internamento e procedimentos de diagnostico ou terapéutica mais invasivos (Makam,
Nguyen, Clark, & Halm, 2017). Os doentes ndo anémicos tiveram menor tempo de
internamento e a readmissdo hospitalar foi menos frequente, em comparacado com os

doentes com AAH, que tiveram maior taxa de mortalidade (Randi et al., 2020).

O volume de sangue médio cumulativo perdido para diagnostico laboratorial ¢
545 mL durante todo o tempo de internamento (Koch et al., 2015). Por cada 50 mL de
sangue colhido por flebotomia, o risco de AAH moderada a severa aumenta 18%

(Salisbury, Reid, et al., 2011).
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5. Preditores de AAH

Os doentes mais suscetiveis a desenvolver AAH moderada e severa sdo do sexo
feminino, em internamento eletivo (ndo de urgéncia), com creatinina sérica na admissao,
razao de BUN para creatinina superior a 20 para 1, tempo de internamento hospitalar e
foram submetidos a grande procedimento de diagnostico ou terapéutico (Makam et al.,
2017). Os doentes criticos sdo os mais vulneraveis a desenvolver anemia nosocomial, por
necessitarem mais testagem laboratorial e por isso maior quantidade de sangue colhido

(Chornenki et al., 2019).

Os preditores de alteracdo da concentragdo de hemoglobina e do hematocrito sao
o volume total de sangue colhido, tempo de internamento, quantidade de hemoglobina na
admissao (pacientes com maior concentracao inicial tém maior variagdo), idade (mais
jovens também com maior alteragao da hemoglobina), deple¢ao do volume intravascular
na admissdo e valor de CCI menor. Destes parametros, o volume de flebotomia ¢ o mais
significativo, sendo que por 1 mL de sangue colhido, a Hb diminui 0,070 £ 0,011 g/L e o
hematocrito desce 0,019 + 0,003 %. O nivel de Hb e hematdcrito na admissdo, deplegao
do volume intravascular e a idade sdo parametros também com significancia na variagao

da Hb e hematoécrito (Thavendiranathan et al., 2005).

Outro preditor de anemia sdao os doentes com doenga renal cronica nas fases I11-
IV, onde reduzidos niveis de TFG estdo associados a baixa concentragdo de hemoglobina
(Aronson et al., 2007). Nos pacientes com AAH e doenga renal, a taxa de mortalidade ¢
superior em comparacao aos doentes com AAH e sem doenga renal. O agravamento da
AAH nos doentes com doenca renal deve-se a atividade ineficaz da eritropoietina (Choi

et al., 2013).

Os doentes admitidos com valor de PCR aumentado t€ém maior risco de
desenvolver anemia nosocomial, por influéncia do estado inflamatdrio. No estudo de
Merofio et al. (2012), o nivel de PCR no momento de admissao hospitalar no grupo de
doentes com anemia nosocomial corresponde a 5,7+0,8 mg/dL (P<0,001), enquanto os
pacientes que mantiveram os niveis de Hb ao longo da hospitalizacdo apresentaram

valores inferiores de PCR a admissao (2,4+0,2; P<0,001).

Mesmo os doentes internados ndo anémicos, o nivel de Hb decresce durante a

permanéncia em UCI, devido a exposicdo dos fatores que contribuem para a AAH. A
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queda de Hb ndo ¢ tdo acentuada para desenvolver anemia, pois a Hb na admissdo era
maior em relagdo aos pacientes admitidos e que desenvolveram anemia. A Hb a admissao

¢ um fator de prote¢do contra a aquisi¢cao de anemia nosocomial (El-soussi et al., 2016).

Nos doentes que sdo internados por queimaduras corporais, os fatores de risco
para desenvolver AAH moderada a severa na 4.* semana de hospitalizacdo sdo o volume
de sangue colhido para diagndstico nos 28 dias de internamento, volume total de sangue
colhido antes da hospitalizacdo de 28 dias, area e espessura total de superficie corporal
queimada. Os doentes com maior area de superficie corporal queimada estdo mais
suscetiveis a desenvolver AAH, porque na fase final de queimaduras graves ha grande
quantidade de liquidos exsudados da corrente sanguinea. O sangue fica hemoconcentrado
e ha maiores perdas de eritrocitos e Hb por mL de sangue colhido para anélises clinicas.
Relativamente a necessidade de corrigir a AAH através de transfusdes sanguineas,
depende do volume total de flebotomia ao fim de 90 dias de internamento, area e
espessura total de superficie corporal queimada, estado de lesdes por inalagdo,
traqueostomia, nimero de operacdes e tempo nos UCI. Destes pardmetros, apenas a area
total de superficie corporal queimada, nimero de operagdes, duracdo em UCI e periodo
de internamento sdo considerados fatores de risco independentes do volume elevado de

transfusdo sanguinea (Yao et al., 2020).

Nas maternidades, os recém-nascidos prematuros sao mais suscetiveis a adquirir
anemia, devido ao volume de sangue no nascimento dependente do clampeamento
precoce do cordao umbilical, a taxa de eritropoiese ¢ a quantidade de sangue perdido
durante a colheita de sangue (Papa et al., 2011). O sangue perdido para diagndstico afeta
principalmente os bebés prematuros de peso muito baixo no nascimento (PMBN, <2,500
g) e de peso extremamente diminuido no nascimento (PEBN, <1,500 g) (Cibulskis,
Maheshwari, Rao, & Mathur, 2021). Nas primeiras 6 semanas de vida, os bebés
prematuros nas UCI perdem 15 a 30% do volume de sangue circulante devido as colheitas
sanguineas para diagnostico (Carroll & Widness, 2012). Ao longo da hospitalizagdo, 40%
dos bebés PMBN e 90% dos bebés PEBN recebe pelo menos uma transfusdo sanguinea
(Cibulskis et al., 2021).

No estudo de Valentine e Bateman (2012), numa UCI pediatrica, o volume de
sangue descartado consequente de flebotomia ¢ significativamente maior nos cateteres

venosos centrais do que nos periféricos (143%=+39%; p<0,001).
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Antes de colher sangue por um cateter venoso central, uma por¢ao do sangue ¢
descartada antes da colheita para diagndstico a fim de evitar a contaminacao com fluidos
intravenosos. Coene, Roos e Scharnhorst (2015) repararam que hé grande variacao de
volume de sangue descartado, entre 0,8 mL e 13,8 mL, dependendo do enfermeiro que
efetua a técnica, quando o volume suficiente para garantir resultados laboratoriais

fidedignos ¢ de 5 mL.
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6. Manifestagdes clinicas

Quando a anemia nosocomial comeca a desenvolver-se, as pequenas variagdes de
hemoglobina podem passar despercebidas pelos clinicos. Nesta fase a anemia pode ser
assintomatica ou entdo os sintomas podem ser camuflados pela doenga que levou a
hospitalizagao. Na maioria dos doentes, os sintomas de fadiga, mal-estar, falta de ar,
tonturas s6 sdo detetados quando hé um acentuado decréscimo de Hb, sendo necessario
recorrer a transfusdo sanguinea (Chandrashekar, 2018). A anemia ¢ principalmente
debilitante em pacientes idosos com doenga cronica, resultando em pior prognodstico
(Rawal et al., 2016). Os doentes que desenvolvem anemia t€ém maior risco de desenvolver
complicacdes cirurgicas, infegdes, enfarte agudo do miocardio, lesdo renal, progressao e
recorréncia de cancro, acidente vascular cerebral ¢ mortalidade, bem como aumento do
tempo de internamento e risco aumentado de readmissdo em UCI (Shander & Corwin,
2020). A anemia diminui a capacidade de fornecimento de oxigénio aos 6rgdos, que

implica uma compensag¢do no débito cardiaco (Wang & Klein, 2010).

A AAH esta associada a um risco de mortalidade ¢ utilizagdo de recursos
superiores em comparagao aos doentes ndo anémicos durante todo o periodo de
internamento. Até mesmo a AAH leve esta associada ao aumento da utilizacdo de
recursos, no entanto ndo contribui para o aumento da mortalidade hospitalar (Koch et al.,
2013). Entre os doentes intubados, o risco de reintubagao ou o insucesso do desmame do
ventilador mecanico € superior nos doentes com concentragdes diminuidas de Hb (Rawal

et al., 2016).

No estudo de Salisbury, Amin, et al. (2011)., os doentes internados por enfarte do
miocardio que adquiriram AAH leve ndo apresentam a risco de mortalidade aumentada,
uma vez que as alteragcdes provocadas pela anemia, como supressdo do fornecimento de
oxigénio ao miocardio e aumento da ativacdo neuro-hormonal, sio menos provaveis
ocorrer derivado de anemia leve. A AAH severa ¢ a unica que esta independentemente
associada a maior probabilidade de readmissdao ou morte nos 30 dias ap6s alta hospitalar,

quando comparado a doentes sem anemia (Makam et al., 2017).

Nos pacientes em estado critico, a anemia pode afetar a fungdo plaquetaria ¢ a
interacao entre plaquetas e parede vascular. A menor disponibilidade de plaquetas em
agregar em lesdes endoteliais resulta na perda de mais sangue, comprometendo a

capacidade de tolerar a anemia. (DeBellis, 2007).
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Nos bebés prematuros, a saturacdo regional de oxigénio cerebral (rSO2) diminui
com a gravidade da anemia desenvolvida. Quando rSO2 cerebral atinge valores abaixo de
50% e a tensao arterial diminui, o risco de efeitos adversos no desenvolvimento
neurologico agrava nos bebés prematuros (Cibulskis et al., 2021). Em adultos saudaveis
a redugdo dos niveis de Hb para 5 g/dL aumenta ligeiramente o tempo de reacdo e
prejudica a memoria imediata e tardia reversivelmente (Weiskopf et al., 2000). Esta
situagdo pode ser uma hipdtese que justifique a relagdo entre anemia e delirio nas UCI

(Hayden et al., 2012).
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7. Prevencao e resolucao da anemia nosocomial

Como a AAH ¢ multifatorial, programas preventivos também devem ser

multimodais a identificar os fatores de risco da AAH (Tabela 3) (Salisbury et al., 2014).

E importante realizar anélises clinicas de forma criteriosa, tendo em conta o
hemograma dos pacientes, de modo a diminuir o risco de desenvolver anemia por
frequentes flebotomias. As perdas de sangue para diagndstico laboratorial podem ser
mitigadas com a utiliza¢ao de tubos de colheita de tamanho pediatrico, aproveitamento
das amostras de soro devidamente armazenadas no caso de acrescento de exames
laboratoriais, diminui¢do da frequéncia de flebotomias, reporte de volume cumulativos
de colheitas de sangue aos médicos e educagao dos profissionais de saude sobre os riscos
da AAH através da instru¢ao de melhorares praticas de prescrigoes de exames (Tabela 3)
(Dale & Ruby, 2003; Sanchez-giron & Alvarez-mora, 2008; Tinmouth, Mclntyre, &
Fowler, 2008). A eliminagdo de ordens automatizadas de analises resulta na diminui¢ao
da frequéncia de testes diarios em 15-20% (Tabela 3) (Sadowski, Lane, Wood, Robinson,
& Kim, 2017).

Atualmente os laboratorios estdo equipados com analisadores modernos que
precisam apenas de 100 pL a 200 pL de amostra para processar as analises requisitadas.
Nos tubos de tamanho pediatrico o volume desperdi¢ado ap6s analise laboratorial € 74%
do volume colhido, enquanto que a percentagem de volume inutilizado nos tubos
standard é 91%, o que demonstra que os tubos de tamanho menor ndo comprometem a
eficacia dos exames laboratoriais (Sanchez-giron & Alvarez-mora, 2008). No entanto, as
amostras com fibrina e os erros laboratoriais aumentaram significativamente (fibrina
0,3%; p<0,001; erros totais 0,4%, p=0,03) (Myles, Wielligh, Kyriacou, Ventrice, & To,
2018). Em testes laboratoriais especificos, como coagulacdo especial, medicina da
transfusdo e testes de laboratorios de referéncia, a utilizagdo de tubos de colheita
pediatricos ndo permite a colheita de sangue com volume suficiente para realiza¢ao de
todos os exames. Os testes que implicam o processamento em varios equipamentos
exigem varias aliquotas e maior volume de sangue colhido pode ser necessario (Wu et al.,
2021). Adam et al. (2018) verificou que no estudo da coagulagdo de rotina os tubos de
citrato de sddio com tamanho pediatrico (1,8 mL) sdo igualmente eficazes como os tubos
de citrato de sodio de tamanho standard (3mL). Ainda assim, verifica-se que o aumento

do volume de sangue colhido e maior nimero de testes realizados ndo corresponde ao
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aumento da qualidade dos cuidados de satide e na melhoria dos resultados dos pacientes
(Branco et al., 2012). No final, a adog@o de tubos de tamanho pediatrico contribui para a
diminui¢do da perda de sangue e, consequentemente, frequéncia de anemia devido a
flebotomia e necessidade de transfusdo sanguinea nos doentes em estado critico (Dolman
et al., 2015). Além de se salvaguardar a recuperagdo dos doentes, prevenir a AAH tem
efeitos positivos diretos nos custos hospitalares pela diminuigcdo de exames laboratoriais
desnecessarios e a mudanca para tubos de colheita de tamanho menor nao acrescenta valor

as despesas em saude (Salisbury, Reid, et al., 2011).

Nas UCIN, o volume de sangue colhido para testes laboratoriais ¢ 19% superior a
quantidade solicitada pelo laboratério hospitalar. A utilizagao de tubos evidentemente
marcados ¢ uma forma de colmatar os excessos de sangue colhido (Lin et al., 2000). A
utilizagdo de cateteres arteriais umbilicais em recém-nascidos para analise de gasometria
e quimica em dispositivos de POCT permite a redugdo de volume cumulativos de
transfusdo de GV. Estes dispositivos proporcionam a devolugdo da maior parte do sangue

e a reducao de testes analiticos em laboratorio (Widness et al., 2005).

A avaliagdo da gasometria arterial pode ser substituida por métodos ndo invasivos
POCT para medi¢do de CO2 e SpO: (saturacdo periférica de oxigénio). Assim ndo ha
necessidade de colocar cateteres arteriais, contribuindo para a redugdo do volume de
sangue perdido por consequéncia de intervengdes iatrogénicas (Astles, 2009).
Alternativamente, a colheita de sangue com seringas de 1 mL permite a reducao de 60%
do volume colhido em comparag¢ao com seringas de 3 mL. Se o volume de extragdo entre
0,3 mL e 0,5 mL fosse adotado pela equipa de enfermagem, a perda de sangue para
hemogasometria seria menor, sem afetar a eficacia laboratorial (Jensen & Markewitz,

2016).

Apesar dos mecanismos de conservacdo de sangue serem uma solugdo para
reduzir o volume perdido para flebotomia, ndo ¢ solucdo viavel porque podem originar
infegdes bacterianas por facilitar a colonizagdo de bactérias, que também ¢é outra
complica¢ao nosocomial que piora o prognodstico e aumenta o risco de mortalidade (Oto

et al., 2012; Page, Retter, & Wyncoll, 2013).

Nas cirurgias onde ¢ expectavel ocorrer grandes perdas sanguineas, deve-se
recorrer ao uso de farmacos antifibrinoliticos e dispositivos de recuperacao

intraoperatoria de sangue para reduzir as perdas sanguineas (Tabela 3) (Koch et al., 2013).
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Principalmente nos doentes que desenvolvem febre pos-operatoria precoce, hd que ter
especial precaucgdo na realizagdo de hemoculturas. A febre nas primeiras 48 horas ap6s a
cirurgia ¢ um acontecimento normal e geralmente ndo tem origem infeciosa, desde que
tenha havido esterilidade e ndo tenha ocorrido aspirag¢do durante a anestesia (O’Grady et

al., 2008).

As deficiéncias em ferro nao identificadas podem ser um objetivo a corrigir de
modo a prevenir e controlar AAH. Como o screening do perfil do ferro ndo ¢ um exame
de rotina, o hemograma ¢ a solucdo para identificar os doentes que provavelmente
desenvolveriam anemia nosocomial durante o internamento, através de RDW aumentado
e VCM diminuido. A identificagdo destes pacientes pode auxiliar na sele¢ao dos doentes
que mais beneficiariam da testagem da deficiéncia em ferro e, se necessario, da

suplementagdo com ferro (Salisbury et al., 2012).

As diretrizes ndo orientam corretamente a avaliacdo das causas da anemia nos
doentes hospitalizados, onde a maioria dos doentes internados apresenta anemia devido a

doenga cronica (Bressman et al., 2021).

A identificacdo das causas da anemia ¢ importante para gestdo apropriada da
anemia, pelo apoio de testes laboratoriais bésicos que incluem ferro sérico, ferritina,
saturagdo da transferrina, vitamina B12, folato, contagem de reticulocitos, hemoglobina
dos reticulocitos, hemograma, haptoglobina e painéis metabolico completo, de

coagulagdo e de coagulagdo intravascular disseminada (DeBellis, 2007).

Apbs alta hospitalar, o acompanhamento ambulatorio dos pacientes com AAH ¢
importante para resolver a anemia e melhorar o prognostico ao diminuir o risco de

mortalidade e de readmissdo hospitalar (Salisbury, Kosiborod, et al., 2011).

O trabalho dos profissionais de saude ¢ fundamental para prevenir as
complicacdes da AAH, através da identificacdo dos doentes com maior risco de
desenvolver anemia, da avaliagdo dos fatores de risco, aplicacdo de estratégias para
diminuir as perdas de sangue iatrogénicas, monitoriza¢do da concentragdo de oxigénio e
dos parametros hematologicos e avaliagdo nutricional dos pacientes (El-soussi et al.,

2016).
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Tabela 3: Causas, fatores de risco e prevengao/tratamento da AAH (adaptado de Martin & Scantling,
2015).

Causa Fator de risco Prevencao/Tratamento

Tipo e urgéncia da
Perdas sanguineas o '
o cirurgia Agentes hemostaticos
cirargicas )
Coagulopatias

' Doentes criticamente
Procedimentos a

) doentes Técnicas meticulosas
cabeceira '
Coagulopatias
Doentes criticamente
Flebotomia doentes Educacao dos profissionais de saude
Outros doentes
L Ressuscitagao . o
Hemodilui¢ao ' Educacao dos profissionais de saude
massiva
) Antibioticos e )
Induzido por farmacos o ' Cuidado refor¢ado
quimioterapia
Choque, sepsis,
Coagulopatias cronicidade, Identificacdo e corregdo precoce

iatrogenia

Supressdo da medula  Sepsis, induzido por ‘
Tratamento de problemas adjacentes
Ossea farmacos

Modelos de inteligéncia artificial, que utilizam métodos de deep learning,
permitem prever os riscos de AAH com 24-96 horas de antecedéncia, através do
processamento dos dados clinicos ndo estruturados (Goodwin & Demner-Fushman,

2020).
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8. Terapéutica

Os doentes que desenvolvem anemia por perdas de sangue oriundas de
procedimentos médicos podem ser suplementados com ferro, pois perdas sanguineas
levam a diminui¢do das reservas do ferro, a ferritina, provocando anemia ferropénica.
Este problema pode ser resolvido com a terapia oral de ferro e adicionalmente vitamina
C para facilitar a absor¢ao do ferro. Ao fim de 7 a 10 dias, deve avaliar-se os niveis de
reticulocitos para avaliar a resposta a terapéutica. Se ndo houver recuperagdo apos
suplementagdo oral, tem de se avangar para administracdo via parentérica (Ahmed,
2014). Em Portugal, estdo disponiveis duas formulagdes de ferro IV aprovadas pela
Autoridade Nacional de Medicamentos e Produtos de Satde (INFARMED),
nomeadamente, sacarose de ferro (<14 anos) e carboximaltose férrica (>14 anos) que ndo
requerem teste prévio e permite a administracdo de grandes quantidade de ferro numa
unica dose (Lopes et al., 2020). No entanto, nos doentes com infe¢des bacterianas, a
diminui¢do dos niveis de ferro sérico ¢ um mecanismo de defesa do organismo a sepsis
e, por isso, o tratamento da anemia com ferro (e transfusdes) ¢ contraproducente, por
contribuir para o aumento da proliferagdo das bactérias que sequestram o ferro do

organismo (Randi et al., 2020; Rawal et al., 2016).

A utilizagdo de eritropoietina humana recombinante ¢ uma mais-valia para
recuperar os niveis de hemoglobina e garantir a sobrevivéncia dos individuos que
sofreram sangramento gastrointestinal, trauma, cirurgia geral, cardiaca, ortopédica ou
queimaduras (Ball & Winstead, 2008). No entanto, os fiarmacos que estimulam a
eritropoiese apenas reduzem o risco de transfusdo e nao de adquirir anemia, fazendo com
que a prevencdo de perdas de sangue iatrogénicas seja a melhor forma de prevenir a

anemia nosocomial (Whitehead et al., 2019).

Nos bebés prematuros PEBN, a combinag¢do de EPO, ferro, vitamina B12 e folatos
como terapéutica nas primeiras semanas apos nascimento contribui para a mitigar as
transfusdes como tratamento de anemia. Quando as transfusdes sao o ultimo recurso para
tratar os bebés prematuros, as unidades de RBC devem ser desleucocitadas, para diminuir
o risco de transmissdo de CMV, e ser irradiadas nos prematuros com peso abaixo de 1200
g, sendo que na verdade a maioria das maternidades aplica a todas as criangas, a fim de
evitar doengas associadas a transfusdo por rejeicdo dos componentes transfundidos

(Cibulskis et al., 2021).
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O tratamento por transfusdes sanguineas deve ser evitado a0 maximo, uma vez
que constituem um risco de morbilidade e custos acrescidos (Murphy et al., 2007). O risco
de mortalidade ¢ menor quanto menos unidades foram administradas aos doentes (Akbas,
2019). As transfusdes de RBCs estdo associadas a complicagdes infeciosas e
inflamatorias e a erros transfusionais que podem provocar reagdes alérgicas, febre, reagao
hemolitica aguda devido a incompatibilidade, lesdo pulmonar aguda relacionada a
transfusdo (TRALI), sobrecarga circulatéria associada a transfusao (TACO) e
imunomodulacdo relacionada a transfusdo (TRIM) (McEvoy & Shander, 2013). A
restricdo de transfusdes em situagdes de hemoglobina abaixo de 70 a 80 g/L. permite

diminuir a percentagem de doentes expostos a transfusio (Carson et al., 2016).
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9. Otimizacao do sangue em Portugal

A implementagdo de programas de otimizag¢do do sangue dos pacientes ou Patient
Blood Management (PBM) em Portugal tem o objetivo de melhorar os resultados em
saude dos doentes, uma vez que a prevaléncia de anemia ¢ muito elevada (19,9%). Estas
medidas contribuem para a diminui¢ao da anemia e deficiéncia em ferro, das transfusoes
sanguineas, da taxa de mortalidade, das complicacdes, do periodo de internamento e da
taxa de reinternamento. Além disso, o consumo de recursos € os custos em Saude sdo
minimizados devido as medidas de conservacdo do sangue, apesar de se verificar um

aumento do nimero de consultas médicas € maior consumo de medicamentos.

A limitagdo das reservas de sangue em Portugal acentua a urgéncia da
implementagdo de métodos para conservar o sangue dos doentes de risco, corrigindo os
principais fatores causais para a utilizacdo de transfusdes. Os trés pilares do PBM
consistem na otimiza¢do da hematopoiese (Pilar 1), minimizacdo das perdas de sangue
(Pilar 2) e gestdo da anemia (Pilar 3). O programa deve ser adaptado aos requisitos de
cada doente e apoiado por todos os profissionais de satde, nas diversas areas médicas e

cirurgicas (Tabela 4).

Entre as estratégias atribuidas ao Pilar 1, a administragcdo de ferro tem maior
preferéncia entre os peritos do que a utilizagdo de estimuladores da sintese de eritrocitos
ou de acido folico e/ou vitamina B12. Tendo em conta as medidas do Pilar 2, a aderéncia
as distintas estratégias ¢ consideravelmente semelhante, com maior relevancia a
administracdo de concentrado de fibrinogénio. A restri¢do da utilizacdo de concentrado
eritrocitario ¢ a medida do Pilar 3 com maior adesdo em comparagdo a restricdo da
transfusdo de plaquetas e plasma. Em modo geral, todos os trés pilares sao considerados
unanimemente importantes entre os profissionais de satide (Anemia Working Group

Portugal, 2017).
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Tabela 4: Pilares e intervengdes do Patient Blood Management (adpatado de AWGP, 2017).
Pilar 3

Pilar 1 Pilar 2
Otimizagao da Gestao e tratamento de Estratégias
eritropoiese hemorragias ou do risco de restritivas de

hemorragia transfusao
o Restri¢do da
Administragao de .
. Administracdo de agentes transfusdo de
estimuladores da ) )
_ ' fibrinoliticos concentrado
eritropoiese o
eritrocitario
o Restri¢do da
. Administragdo de
Administragao de ferro ‘ . . transfusdo de
cristaloides/coloides
plaquetas
Administragdo de concentrado de
Administragdo de fibrinogénio '
Restrig¢ao da

vitamina B12 e/ou acido
' o transfusdo de plasma
folico Administragdo de concentrado de
complexo protrombinico

O incentivo e o investimento do programa de PBM em Portugal sdo promissores
em termos de saude publica para o Servigo Nacional de Satde, com maior eficacia da

utilizacdao de recursos de saude e do desempenho da pratica clinica (Anemia Working

Group Portugal, 2017).
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10. Conclusido

A anemia adquirida em hospital ¢ um problema que continua a existir nos servi¢os
hospitalares atuais e ¢ de maxima importancia evitar o seu surgimento, pois piora o
prognostico de recuperacdo da doenga dos doentes que os levou ao internamento e
aumenta a mortalidade e permanéncia hospitalar. A etiologia da AAH ¢ muito complexa,
conciliando as comorbilidades dos doentes e perdas de sangue por procedimentos
médicos. A diminuicao do volume e da frequéncia de colheitas de sangue para diagndstico
sdo as principais medidas preventivas da AAH. A concentragdo de hemoglobina a
admissao ¢ um fator protetor de anemia nosocomial. Nos doentes admitidos com niveis
elevados de hemoglobina, o risco de desenvolver anemia ¢ inferior em comparagdo aos
pacientes com concentragdo proxima do limiar inferior de ndo-anemia. A corre¢do da
anemia por transfusdo acarreta os seus proprios riscos, por isso a AAH deve ser tratada

de modo a evitar a exposi¢ao aos riscos extra por transfusao.

Mesmo que ndo se possa associar a perda de sangue para diagndstico inteiramente
ao desenvolvimento de anemia nos doentes hospitalizados, ¢ concordante entre varios
estudos a importancia da prevencao de perdas de sangue consequentes dos procedimentos

médicos e terapéuticos.
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Resumo

Resumo

O presente relatorio de estagio foi desenvolvido no ambito do mestrado em Analises
Clinicas do Instituto Universitario Egas Moniz. O estadgio curricular teve lugar no
laboratorio central da SYNLAB com duragdo de seis meses e engloba diferentes
valéncias, nomeadamente Hematologia, Imunologia, Microbiologia ¢ Bioquimica. Ao
longo do relatério sdo abordadas as técnicas e equipamentos utilizados e os pardmetros

mais frequentemente determinados de acordo com a relevancia clinica.

A Patologia Molecular foi uma area incluida no estagio, mas nao ¢ abordada nesta

dissertacdo por ser facultativa para a realizagdo do estagio.

Palavras-chave: Estagio, Hematologia, Imunologia, Microbiologia, Bioquimica



Relatorio de estagio

Abstract

This internship report was developed within the scope of Master’s degree in Clinical
Analysis of Egas Moniz University Institute. The intership took place in the central
laboratory of SYNLAB for six months and encompassed different areas, namely
Hematology, Immunology, Microbiology and Biochemistry. Throughout the report are
discussed the techniques and equipment and the most frequently determined parameters

according to clinical relevance.

Molecular Pathology was an area included in the internship, but is not covered in this

dissertation because it is optional for the internship.

Keywords: Internship, Hematology, Immunology, Microbiology, Biochemistry
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1. Introducao
O estagio curricular realizado no ambito do Mestrado de Andlises Clinicas do
Instituto Superior Egas Moniz tem como principal objetivo aplicar na pratica os

conhecimentos adquiridos ao longo do mestrado.

O estagio teve lugar no Laboratério Central da SYNLAB, em Lisboa, com a
orientagdo da Dra Ana Paula Farto, Especialista em Analises Clinicas e em Genética
Humana, pela Ordem dos Farmacéuticos. O estagio decorreu entre 15 de fevereiro de
2021 e 27 de agosto de 2021, com uma totalidade de 960 horas, distribuidas pelas varias
valéncias do laboratorio, nomeadamente, Fase Pré-analitica, Bioquimica, Microbiologia,

Imunologia, Hematologia e Patologia Molecular.

O laboratério da SYNLAB desempenha um papel importante na comunidade
através do fornecimento de dados laboratoriais fidveis para orientar os clinicos no
diagnostico, tratamento e prevengao de doencas. Os sistemas de gestdo da qualidade

apropriados garantem a qualidade e competéncia dos laboratdrios.

Este estagio providenciou a oportunidade de colaborar com diferentes
profissionais, o contacto com a realidade de um laboratdrio clinico e a aquisi¢do de

competéncias técnico-cientificas.

2. Caraterizagdo do laboratorio
O laboratério da SYNLAB ¢ constituido pelo CoreLab que integra as areas da
Bioquimica e Imunologia, setor da Hematologia, setor do Batch, laboratorio de

Microbiologia e laboratorio de Biologia Molecular.

O laboratorio estd equipado com aparelhos automatizados que permitem reduzir
o tempo de resposta e garantir resultados fidedignos. Os equipamentos estao conectados
a um sistema informatico APOLLO onde sdo integrados e validados os resultados
analiticos, além da informacao clinica dos utentes, o histérico de analises anteriores e

integragdo dos postos de colheita e informacao sobre cada tipo de analito.
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3. Fase Pré-analitica
A fase Pré-analitica inclui todos os procedimentos precedentes a analise das
amostras, nomeadamente, atendimento do utente, identificagdo e registo do utente,

colheita do material biolodgico, conservagao, transporte e triagem.

3.1. Colheita e transporte das amostras biologicas
A colheita das amostras biologicas ¢ realizada por um técnico de colheitas, de
acordo com o “Manual de Colheitas”. A conservagdo ¢ o transporte sao adaptados

consoante o tipo de produto colhido.

3.2. Triagem

As amostras, que sdo transportadas dos postos de colheitas, chegam ao laboratorio
central e sdo rececionadas na Triagem para Processamento, onde sdo triadas e processadas
para criagdo de listas de trabalho, distribuicdo das amostras pelas valéncias respetivas e

tratamento de amostras para envio a outros laboratérios.

Faz-se uma verificagdo das amostras aquando da sua rececdo, para evitar o
seguimento de amostras ndo conformes e resultados incorretos. As amostras que
cumprem os requisitos da qualidade sdo registadas no sistema informatico e sdo
distribuidas pelas respetivas sec¢des do laboratdrio a que se destinam, havendo especial
atencdo as amostras urgentes. Os responsaveis de cada sec¢do tém a responsabilidade de

recolher as amostras.

A triagem das amostras de soro ¢ efetuada pelo equipamento AutoMate 2500®,
da Beckman Coulter, que permite a automatizacdo do processamento das amostras. As
amostras que entram no aparelho sdo distribuidas consoante os pedidos e sao geradas
aliquotas quando o material biologico tem de ser processado por varios aparelhos da Fase
Analitica. O equipamento foi configurado de modo a distribuir as amostras consoante um
esquema incorporado pelo laboratério, que estabelece o seguimento a dar a cada amostra

— aparelho, urgente, anomalias e arquivo.
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4. Hematologia

A Hematologia ¢ a ci€ncia que estuda o sangue, os 6rgaos hematopoiéticos e as
doengas hematologicas. Nesta sec¢do do laboratorio as amostras chegam em tubos de
EDTA e de citrato. O sangue total em EDTA (com anticoagulante EDTA K3 ou K2) pode
ser utilizado para hemograma, estudo da morfologia sanguinea, velocidade de
sedimentacdo, doseamento de hemoglobina glicada, eletroforese de hemoglobinas,
citometria de fluxo, grupos sanguineos e teste Coombs. O plasma citratado, previamente

centrifugado (3000 rpm, durante 15 minutos), ¢ utilizado no estudo da hemostase.

4.1. Hemograma
O hemograma ¢ a avaliagdo e contagem de todos os componentes figurados do
sangue, que se subdivide em eritrograma (eritrocitos), leucograma (glébulos brancos) e

trombocitograma (plaquetas).

A contagem e medicdo dos eritrdcitos, leucocitos e plaquetas ¢ feita
automaticamente através dos aparelhos UniCel DxH 800 Coulter Cellular, da Beckman
Coulter, com base do principio da impedancia. As células passam por um pequeno orificio
com eletrdlitos. Por cada célula que passa ¢ gerado um pulso elétrico que representa uma
célula individual e a altura do pulso corresponde ao volume da célula (Tefferi, Hanson,

& Inwards, 2005).

Na contagem diferencial de leucocitos, o DxH 800 utiliza uma tecnologia de
dispersdao de luz com um laser vermelho e dispersdo de 5 angulos para definir a
granularidade e a lobularidade celular. Simultaneamente, sdo obtidas informagdes sobre
o volume e as estruturas internas da célula com medic¢des de impedancia e condutividade.
Uma solugdo de lise permite manter apenas reticuldcitos, leucdcitos e plaquetas, que sdo
diferenciados pelas carateristicas distintas da perda de luz axial por citometria de fluxo
(Meintker, Ringwald, Rauh, & Krause, 2013). O doseamento de Hb ¢ efetuado por um
espectrofotometro, apds lise dos GV (Bain, 2015).

O hemograma ¢ um teste laboratorial solicitado frequentemente para avaliagdo de
rotina e tem utilidade no diagnostico e monitorizagdo de doengas hematoldgicas, tais

como, anemia, infe¢des, doencas inflamatorias e malignidade (Dean, 2005).
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4.1.1. Eritrograma

O eritrograma inclui a contagem de eritrdcitos, a medi¢do do hematdcrito (HCT),
a concentracdo de hemoglobina (Hb) e os indices hematimétricos calculados pelo
software do contador, tais como, volume globular médio (VGM), hemoglobina globular
média (HGM), concentracdo de hemoglobina globular média (CHGM) e coeficiente
dispersao eritrocitaria (RDW) (Bain, 2015).

A concentragdo de Hb e os indices hematimétricos orientam no diagnostico da
anemia e na investigacdo da sua etiologia. Na tabela 1, estdo apresentados os valores de

referéncia da concentracdo de Hb, de acordo com o género e idade (WHO, 2011).

Tabela 1: Valores de referéncia da concentragdo de hemoglobina.

Populagao Intervalo de referéncia (Hb)
Criangas 6 — 59 meses >110 g/L
Criangas 5 — 11 anos >115 g/L
Criangas 12 — 14 anos >120 g/L
Mulheres (ndo gravidas) >120 g/L
Mulheres gravidas >110 g/L
Homens >130 g/L

Consoante 0 VCM, a anemia pode classificar-se entre 3 categorias — anemia
microcitica (VGM < 80 fL), anemia normocitica (VGM entre 80 ¢ 100 fL) e anemia
macrocitica (VGM > 100 fL). A anemia microcitica ¢ representativa de anemia
ferropénica, talassémia, anemia devido a inflamagdo e anemia siderobléstica
(DeLoughery, 2014). A anemia macrocitica pode ser anemia megaloblastica (deficiéncia
em vitamina B12 e/ou folatos) ou anemia ndo megalobléstica (disfuncdo hepatica,
alcoolismo, sindrome mielodisplasica) (Nagao & Hirokawa, 2017). A anemia
normocitica pode ser provocada por perdas de sangue, supressdo da eritropoiese ou

ocorrer devido a hemélise dos GV (Ford, 2013).

O hematocrito (%) equivale a propor¢do de eritrocitos que ocupam um dado
volume de sangue total. A hemoglobina (g/L) ¢ doseada pelo método da
cianometahemoglobina modificado, com lise eritrocitaria. As formas de hemoglobina

presentes na amostra, a exce¢ao de sulfohemoglobina, sdo convertidas em
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cianometemoglobina sdo medidas a 540 nm por espectrofotometria. O VCM (fL) ¢
indicativo do volume médio dos eritrocitos, que € calculado pela divisao do valor do HCT
pelo niimero total de eritrécitos contado. A HCM (pg) corresponde ao peso médio de
hemoglobina por eritrocito, ou seja, divisdo entre Hb e eritrocitos. A CHCM (g/L) ¢ a
concentragdo média de Hb por unidade de volume de eritrécitos e € calculada pelo
quociente entre hemoglobina ¢ o hematdcrito. O RDW (%) indica a variacdo da

distribuicao do volume dos eritrécitos (Bain, 2015).

A contagem dos reticulocitos ¢ realizada por fluorescéncia, onde sdo

contabilizados GV recém-formados com vestigios de RNA (Bain, 2015).

A contagem de reticuldcitos contribui para a avaliacdo da capacidade de medula
Ossea produzir reticuldcitos. A anemia pode ser classificada de acordo com a diminui¢ao
da contagem de reticuldcitos, devido a producdo inadequada de Ret, ou aumento da
contagem provocada por perda excessiva ou destrui¢ao dos GVs. A avaliacao da fungao
da medula 6ssea em doentes apoOs intervengdo terapéutica (ferro, vitamina B12, acido
folico, entre outros), apds aplasia da medula 6ssea ou transplante de medula dssea permite

avaliar a resposta a terap€utica (Buttarello, 2016).

4.1.2. Plaquetograma
O plaquetograma inclui a contagem de plaquetas, plaquetocrito, o volume

plaquetario médio e o indice de dispersao plaquetéria.

Em adultos saudaveis, a contagem de plaquetas distribui-se entre 150x10°/L e
400x10°/L. A trombocitopenia (contagem de plaquetas inferior a 150x10°/L) ¢é
maioritariamente adquirida através do consumo aumentado de plaquetas, esplenomegalia,
supressao da medula dssea provocada por farmacos ou infe¢des e falha da medula dssea.
A trombocitose (contagem de plaquetas superior a 400x10%/L) est4 associada a um risco
acrescido de trombose. A trombocitose primaria pode ter origem hereditaria ou adquirida
com alteracdes direcionadas as células hematopoiéticas, enquanto a trombocitose

secundaria deve-se a fatores externos como inflamagao crénica ou cancro (Daly, 2011).

O plaquetdcrito (%) representa a razao entre o volume plaquetario e o volume de

sangue total. O volume plaquetario médio (fL) ¢ calculado a partir da razdo entre o
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plaquetdcrito e a contagem de plaquetas. O indice de dispersdo plaquetéria representa a

variagdo do volume das plaquetas (Leader, Pereg, & Lishner, 2012).

A utilizagdo de indices associados ao volume plaquetario no diagndstico ¢
limitado e requer mais estudos, uma vez que ¢ necessario estabelecer valores cuf-off no
diagnostico e na monitorizagdo em diversas patologias (Korniluk, Koper-Lenkiewicz,

Kaminska, Kemona, & Dymicka-Piekarska, 2019).

4.1.3. Leucograma
O leucograma apresenta a contagem total de leucdcitos e a formula leucocitéria,
em valores percentuais e absolutos, das cinco populagdes leucocitarias: neutrdfilos,

linfécitos, monocitos, eosinofilos e basofilos.

Os valores de referéncia para a contagem dos leucocitos ¢ 4000-10000/uL.
Leucopenia corresponde a diminui¢do da contagem total de leucocitos (valor de
leucocitos <4000/uL) e pode ocorrer em infegdes virais ou noutras condigdes como lupus
sistémico eritematoso. Leucocitose equivale ao aumento de leucdcitos (acima de
10000/uL) e estd comummente associado a resposta a infegdes ou em doengas malignas
como leucemia (Bain, 2015; Direcdo Geral de Saude, 2011). Valores de leucocitos entre
50000/uL. e 100000/uL representam reacdao leucocitica e pode ocorrer em infegdes
severas, sepsis, rejei¢do de 6rgdos ou em pacientes com tumores sélidos. Leucocitose
superior a 100000/uL ¢ praticamente sempre provocada por leucemias ou desordens

mieloproliferativas (Riley & Rupert, 2015).

O tipo de leucocitose mais comum ¢ neutrofilia (valor absoluto de neutroéfilos
superior a 8000/uL), que pode derivar de infecdes, stress, inflamagdes cronicas, farmacos
e outras causas (Direcao Geral de Saude, 2011; Riley & Rupert, 2015). A neutropenia
(neutrofilos <1500/uL) pode ocorrer devido producdo inadequada ou destrui¢ao dos
neutrofilos na medula 6ssea ou tempo de vida reduzido em circulacdo (Bain, 2015;

Direcao Geral de Saude, 2011).

Linfocitose (valor absoluto de linfocitos superior a 4000/uL) pode ocorrer em
pacientes com tosse convulsa, sifilis, infegdes virais, reagdes hipersensitivas e
determinados subtipos de leucemias ou linfomas (Riley & Rupert, 2015). A leucopenia
(linfocitos < 800/uL) é muito comum como resposta aguda ao stress e tem importancia
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no diagndstico e monitorizacao de infe¢ao por VIH e linfomas. Também pode se verificar

em doentes sujeitos a quimioterapia (Bain, 2015; Direcdo Geral de Saude, 2011).

A monocitose (valor absoluto de mondcitos superior a 1200/uL) pode ser
consequente de infecdes (virus Epstein-Barr, tuberculose, fungica, protozoarios ou
rickettsial), doengas autoimunes, esplenectomia ou ter causa maligna (Dire¢do Geral de
Saude, 2011; Riley & Rupert, 2015). A monocitopenia pode ocorrer devido doengas

hemato-oncolodgicas, infe¢des, quimioterapia, terapéutica com corticoides (Bain, 2015).

A eosinofilia (valor absoluto de eosinofilos superior a 300/uL) pode ser sugestivo
de condicoes alérgicas e infe¢des parasitarias. A basofilia (valor absoluto de basoéfilos
superior a 300/uL) também ¢ rara e improvavel de provocar leucocitose isoladamente,
mas pode ocorrer em situacdes alérgicas ou inflamatdrias e leucemia mieloide cronica

(LMC) (Diregao Geral de Saude, 2011; Riley & Rupert, 2015).

A eosinopenia e basopenia sdo duas condic¢des dificilmente detetadas na contagem
diferencial de leucocitos e por serem anomalias pouco especificas ndo tém relevancia

clinica (Bain, 2015).

4.2. Estudo da morfologia do sangue periférico

Os contadores automaticos estdo programados para alertar a existéncia de
carateristicas anomalas ao nivel do hemograma. Nestas situagdes, ¢ necessario a
observa¢ao ao microscopio. O esfregaco sanguineo a ser observado ¢ efetuado pelo
equipamento automatico da Beckman Coulter, que também executa a coloracao de May-

Grunwald Giemsa.

A interpretacdo do esfregaco sanguineo deve ser acompanhada do hemograma e

da informagao do paciente, nomeadamente, idade, género e etnia (Bain, 2015).

As carateristicas hematoldgicas que tém de ser confirmadas por observacdo
microscopica sdo neutropenia, leucocitose, basofilia, macrocitose e neutréfilos
hipersegmentados, carateristicas especificas de leucemias e linfomas, células imaturas,
linfocitos atipicos, trombocitopenia, plaquetas gigantes, agregados plaquetarios e

fragmentos eritrocitarios.

A observacao do esfregaco sanguineo ¢ feita ao microscopio Optico, numa

primeira fase, com objetiva de 10x para avaliar a qualidade do esfregago, detetar células
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anormais em menor quantidade, preseng¢a de rouleaux ou agregados eritrocitarios e
verificar a cauda do esfregago, onde podem estar presentes agregados plaquetarios e
filamentos de fibrina. Com a objetiva de 40x procede-se a avaliagdo da morfologia
eritrocitdria, leucocitéria e plaquetaria e realizagdo da féormula leucocitéria. A objetiva de
100x, com 6leo de imersdo, pode ser util para observacao de detalhes finos ou na pesquisa
de parasitas da malaria. Na férmula leucocitaria, conta-se cada grupo de leucécitos até se
contar um total de 100 leucocitos, de modo a obter a percentagem de cada tipo de

leucéceito — neutrofilos, linfocitos, mondcitos, eosinodfilos e basofilos (Bain, 2015).

4.2.1. Avaliacao da série eritrocitaria
Na observagdo microscopia da série eritrocitaria ¢ importante notar a cor,

tamanho, morfologia, distribui¢do e inclusdes eritrocitarias.

Em relacdo a cor, pode avaliar-se como hipocromia, normocromia e policromasia.
Normocromia representa os eritrocitos normais (Tabela 1). Hipocromia ocorre nos
eritrocitos com palidez no centro, devido & menor concentragdo de Hb e ¢ comum na
anemia ferropénica, anemia sideroblastica, talassémia e anemia de doencas cronicas. A

policromasia esta associado a presencga de reticulocitos (Fig. 1) (Bain, 2015).

Em relacao ao tamanho, as altera¢des do volume classificam-se como microcitose,
normocitose € macrocitose. A normocitose representa os eritrocitos normais (Tabela 1).
A microcitose corresponde a diminui¢do do volume dos eritrocitos e ¢ comum na anemia
ferropénica, anemia sideroblastica, talassémia e anemia de doencas crdénicas. A
macrocitose observa-se em eritrocitos com volume aumentado e pode ocorrer em anemia
megaloblastica, doenga hepatica cronica, alcoolismo e sindromes mielodisplasicas (Fig.

1) (Bain, 2015).
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Figura 1: Alteracdes no tamanho e cor dos eritrdcitos: (a) microcitose e hipocromia; (b) macrocitose; (c)
policromasia.
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Em termos de morfologia, as alteracdes que se podem ser observadas, para além
da forma normal biconcava, sdo os acantdcitos, estomatocitos, dacriocitos, equindcitos,

esferdcitos, diandcitos, drepanocitos, eliptocitos e ovalocitos (Tabela 2) (Bain, 2015).

Tabela 2: Alteragdes morfologicas dos eritrdcitos e principais causas.

Alteragoes

‘ Principais causas Observacao
morfoldgicas

RN
-) T """)‘I O
Eritrocitos Individuos saudaveis [ o

) Doenca hepatica grave,
Acantocitos ) S )
abetalipoproteinemia, pos esplenotomia

) Estomatocitose hereditaria, alcoolismo,
Estomatoécitos

sindromes mielodisplasicas

Dacriécitos  Mielofibrose, sindromes mieloproliferativas

Equindcitos Artefactos, uremia, insuficiéncia renal

. Esferocitose hereditaria, anemia hemolitica
Esferocitos . _ _
autoimune, toxinas de bactérias
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' . Doenga hepatica cronica, anemia
Diandcitos ) ) ) .
ferropénica, talassemia, hemoglobinopatias

Drepandcitos Drepanocitose . f‘“‘ <

Eliptocitos/ o _ o
' Eliptocitose/ovalocitose hereditaria
ovaldcitos

As inclusdes eritrocitarias incluem anel de cabot (membrana nuclear
remanescente), corpos de Heinz (hemoglobina desnaturada), reticuldcitos, corpos
Howell-Jolly (vestigios de DNA nuclear), pontuado basofilo (ribossomas e RNA
precipitados) e corpos Pappenheimer (granulos siderdticos) (Fig. 2) (Bain, 2015).

A (b) v (c) (d)
ab .o L, :

G

Figura 2: Inclusoes eritrocitarias: (a) pontuado basofilo, (b) corpos de Pappenheimer, (c) anel de Cabot,
(d) corpo de Howell-Jolly.

4.2.2. Corregao da contagem total de leucdcitos

Os contadores automaticos ndo sdo eficazes a distinguir os eritroblastos dos
leucdcitos, o que pode contribuir para a alteragdo na contagem de leucocitos. A
observagao do esfregaco de sangue periférico permite corrigir a férmula leucocitéria e

quantificar o nimero de eritroblastos (Bain, 2015).
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4.2.3. Avaliagdo da série leucocitaria
A avaliacdo da série leucocitaria consiste na observagdo microscopica da
morfologia e nimero de leucécitos. Os leucdceitos normalmente observados em sangue

periférico sdo neutréfilos, linfocitos, eosinodfilos, basofilos e mondcitos (Fig. 3).

(a) - - (b) ()

Figura 3: Diferentes tipos de leucocitos: (a) neutrédfilo, (b) linfocito, (c) eosindfilo, (d) basofilo, (e)
mondcito.

Quanto a quantidade, as alteragdes podem ser avaliadas como neutrofilia,
linfocitose, monocitose, eosinofilia e basofilia em consideracdo ao aumento acima do
valor de referéncia para cada tipo de leucocito. A diminui¢do do nimero classifica-se
como neutropenia, linfopenia, monocitopenia, eosinopenia (raro) e basopenia (raro)

(Bain, 2015).

A observacao do esfregago sanguineo permite confirmar a presenga ou erro na
detecdo de granuldcitos imaturas pelo contador automatico. A contagem destas células ¢

integrada na correcao contagem diferencial de leucocitos manual (Fig. 4).

() b Vo

Figura 4: Granuldcitos imaturos ordenados por ordem crescente de diferenciagdo: (a) promielocito, (b)
mieldcito, (¢) metamielécito (seta), (d) bastonete.

Durante o estagio em Hematologia tive a oportunidade de observar esfregagos de
sangue para avaliagdo externa da qualidade. Na figura 5, estio demonstradas algumas

células associadas as patologias que identifiquei (Bain, 2015).
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(a) (b} 3] e)

Figura 5: Células da série leucocitaria e principais patologias associadas: (a) neutrofilo hipersegmentado
(anemia megaloblastica), (b) neutréfilo de Pelger-Huét (comum em SMD e LMA), (¢) plasmdcito (mieloma
multiplo), (d) blasto com bastonetes de Auer (LMA ¢ alguns subtipos de SMD).

4.3. Velocidade de sedimentacao

A velocidade de sedimentacdo (VS) mede a velocidade, em mm/h, a que os
eritrocitos depositam e indiretamente gradua o estado inflamatério do individuo. A VS
ndo ¢ especifica para nenhuma doenga, mas em combina¢ao com outros testes ¢ utilizada

para determinar a atividade inflamatdria aumentada (Tishkowski & Gupta, 2021).

A medigdo da VS ¢ efetuada automaticamente no aparelho TEST 1 (ALIFAX®
da SYSMEX). Os tubos de sangue total sdo introduzidos no aparelho em racks e sao
homogeneizados durante 2 minutos. Uma agulha de aspiragdo fechada recolhe 150 pL de
amostra e distribui cada amostra por capilar, posteriormente centrifugados a 20g. A
temperatura da area de detengdo ¢ mantida a 37°C. O sistema utiliza um microfotdémetro
de raios infravermelhos com comprimento de onda de luz equivalente a 950 nm. Os
impulsos elétricos, capturados por um detetor de fotodiodo, sdo diretamente
correlacionados com a agregacdo eritrocitaria em cada nivel capilar. Um algoritmo
matematico converte os dados brutos obtidos da avaliagdo de sinais de densidade Optica
em resultados de VS, que sdo transformados em valores de Westergren comparaveis (Cha

et al., 2009).

4.4. Hemoglobina glicada

A hemoglobina glicada (HbAlc) ¢ utilizada no diagndstico e monitorizagao de
diabetes mellitus. A HbAlc ¢ um derivado de hemoglobina formado por reagdes ndo
enzimdticas entre a molécula de glicose e a cadeia B da hemoglobina, seguido da
estabilizagcdo de um intermedidrio 14bil na forma cetoamina por um rearranjo de Amadori.

A medicao de HbAlc representa o valor de glicemia dos ltimos 2-3 meses € mantém-se
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estavel na presenca de variagdes glicémicas repentinas (Ang, Thevarajah, Alias, & Khor,

2015).

O equipamento D-100™ HbA1, da Bio-Rad, baseia-se no principio da
cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC), onde as hemoglobinas sdo separadas com
base nas interagdes idnicas com a coluna composta por resina de troca idnica de caracter
catidonico de fase reversa. A absorvancia das fracdes separadas ¢ medida a 415 nm ao
passarem num fluxo celular. O software D-100 analisa e calcula os valores de HbAlc

baseado na curva de calibragdo de 2 niveis (Maesa et al., 2016).

4.5. Citometria de fluxo

A citometria de fluxo ¢ uma técnica de imunofenotipagem que permite quantificar,
identificar e categorizar populagdes celulares através da expressdo de marcadores de
superficie ou intracelulares que sdo detetados por anticorpos monoclonais especificos
conjugados a fluorocromos. Antes da incubagdo com anticorpos monoclonais, os
eritrocitos sao hemolisados. Uma radiagdo laser incide nos fluorocromos, que ficam
excitados e emitem luz num determinado comprimento de onda que ¢ captado por um

detetor que converte em sinais elétricos.

A identificagdo de linhagens celulares especificas permite o diagnostico de
diversas leucemias e disturbios de imunodeficiéncia e a determinagdo do alvo terapéutico

contra a linhagem de células cancerosas (Herold & Mitra, 2021).

A escolha dos painéis de marcadores no diagnodstico de doengas hemato-
oncoldgicas ¢ realizada tendo em consideracdo a andlise do hemograma e a hipotese
diagnostica baseada no historico clinico. Os painéis de marcadores combinam os
anticorpos monoclonais mais relevantes para diferenciar as populagdes celulares. Na
tabela 3, estdo discriminados alguns antigénios especificos para determinagdo da

linhagem celular (Martins & Gagliani, 2008).
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Tabela 3: Marcadores celulares para determinacdo das linhagens celulares.

Linhagem Marcadores celulares

CD13, CD33, MPO, CD15, CD14, CD117, CD41, CD42b, CD61
Mieloide
e glicoforina-A
Linfoide T CD3, CD4, CD8, CD7, CD2, CD5, CDla, TCR-ap, TCR-yd

CD19, CD79a, CD22, CD20, CD103, CDI138, IgG, IgA, IgD e

Linfoide B . .
IgM (cadeia pesada p) e cadeias leves kappa ou lamba

Células NK CD16, CD56, CD57
Marcadores de CD38, HLA-DR, CD23, CDl1c e CD25

ativacao

Marcadores de CD71 e Ki67

proliferagao

Blastos CD34, TdT e CD117

4.6. Hemostase

A hemostase ¢ a resposta fisiologica que mantém a integridade dos vasos
sanguineos de modo a prevenir e interromper hemorragias ou coagulacio excessiva. Os
fatores pro-coagulantes e anticoagulantes sdo responsaveis pelo equilibrio hemostatico

(Toulon, 2016).

No laboratério da SYNLAB, a fungdo da coagulagdo ¢ avaliada no BCS XP, da
Siemens. Os parametros avaliados sdo tempo de protrombina (TP), tempo de
tromboplastina ativado (aPTT), fibrinogénio, proteina C, proteina S livre, antitrombina

[T funcional (AT II funcional), fatores V, VII, VIII, anticoagulante ltpico e d-dimero.

A avaliacdo de TP e aPTT tem o propdsito de monitorizar a terapéutica de
anticoagulantes, avaliacdo inicial de hemorragias e também pode ser solicitado na triagem
pré-operatoria de rotina. Os distirbios hemorrdgicos podem ser classificados em defeitos
hemostaticos primarios ou secundarios. Os defeitos hemostaticos primarios devem-se a
perturbagdes das plaquetas ou do fator de von Willebrand, enquanto os defeitos
secundarios sdo deficiéncias dos fatores de coagulacdo, devido a causas congénitas ou

adquiridas (Kamal, Tefferi, & Pruthi, 2007).
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4.6.1. Tempo de protrombina (TP)

O tempo de protrombina (s) avalia a via extrinseca através da medi¢ao do tempo
que decorre até a formagao de coagulo de fibrina, através da incubagdao do plasma com
quantidades otimas de tromboplastina e calcio. O TP ¢ utilizado na monitorizagdo da
terap€utica anticoagulante oral com antagonistas de vitamina K, dete¢do de deficiéncia
nos fatores de coagulacdo da via extrinseca e ¢ util na avaliacdo da fun¢do hepatica em

doencas do figado (Siemens Healthcare Diagnostics, 2018d).

Na monitoriza¢do da terapéutica anticoagulante oral ¢ recomendado pela OMS a
indicagdo dos valores de TP em International Normalized Ratio (INR). O INR ¢ a razao
entre o TP do doente e o TP de referéncia, elevado ao indice de sensibilidade internacional

(IST). O valor de ISI ¢ fornecido pelo fabricante (Siemens Healthcare Diagnostics, 2013).

4.6.2. Tempo de tromboplastina ativado (aPTT)

O tempo parcial de tromboplastina ativada (s) ¢ um teste de rastreio para a detecao
de transtornos da via intrinseca da coagulacdo ou da via comum. Nos pacientes, sob
terapéutica anticoagulante ¢ expectavel que o aPTT seja prolongado, devido a diminuicao
dos fatores II, VII, IX e X. A determinacdo de aPTT ¢ util na monitorizag¢do da terapéutica

de pacientes com risco hemorragico ou trombotico.

O procedimento analitico consiste na incubacdo do plasma com quantidades
otimas de fosfolipidos, ativador superficial e ides cdlcio que provoca a ativagdo dos
fatores da via intrinseca. O tempo que decorre até a formacdo do coagulo de fibrina ¢

medido e corresponde ao aPTT (Siemens Healthcare Diagnostics, 2019).

4.6.3. Fibrinogénio
O fibrinogénio ¢ uma glicoproteina sintetizada no figado e nos megacariocitos e ¢
libertada para a corrente sanguinea. Transforma-se em fibrina na presenca de trombina,

para formacao do coagulo (Burtis & Bruns, 2016).

Niveis elevados de fibrinogénio s3o encontrados como resultado do
comportamento como proteina de fase aguda e constituem um fator de risco nas doengas

cardiovasculares. A diminui¢do adquirida de fibrinogénio pode ocorrer devido a
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coagulopatia de consumo, doenga hepética aguda ou cronica, hemorragias, queimaduras,

em caso de choque e carcinoma.

A avaliacdo do fibrinogénio consiste na medi¢do do tempo de coagulacdo através
da modificagdo do método de Clauss. O plasma citratado ¢ levado a coagulacdo com
grande excesso de trombina. O tempo de coagulagdo depende do teor em fibrinogénio

presente na amostra (Siemens Healthcare Diagnostics, 2018b).

4.6.4. Proteina C

A proteina C ¢ um inibidor da coagulacdo, dependente da proteina K, que regula
a atividade dos fatores V e VIII. A deficiéncia congénita de heterozigotos aumenta o risco
de tromboses venosas, dependentes da idade. A deficiéncia de homozigotos esta
associada a episddios tromboéticos muito graves em recém-nascidos. A deficiéncia
adquirida pode resultar da deficiéncia em vitamina K (absor¢do ineficaz ou terapia

anticoagulante oral).

No aparelho, determina-se quantitativamente a proteina C funcionalmente ativa
através da incuba¢do do plasma citratado com um ativador especifico de veneno de
serpente que ativa a proteina C e por um teste cinético ¢ medido o aumento da absorvancia
a 405 nm, de acordo com o esquema de reacao (Fig. 6) (Siemens Healthcare Diagnostics,

2017a).

. Activador de proteina C .
Protein Cimostra Protein G

Protein G,
p-Glu-Pro-Arg-MNA — % p-Glu-Pro-Arg-OH + MNA

Figura 6: Equagdo da reagdo de medicao da proteina C.

4.6.5. Proteina S livre

A proteina S livre ¢ uma proteina plasmatica fisiologicamente ativa, dependente
da vitamina K. Na coagulagdo exibe funcdo anticoagulante ao atuar como cofator da
proteina C ativada. A proteina S estimula a inativagdo proteolitica dos fatores Va e VIlla
através da proteina Ca e, consequentemente, o seu efeito inibidor da coagulagdo. A

diminui¢do da atividade da proteina S aumenta o risco tromboembolico.
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No teste de medi¢do da concentrag@o de proteina S livre, a proteina Ca produz a
degradagdo do fator Va pela adi¢do de veneno de vibora de Russel. A proteina S, como
atua como cofator, acelera a reagao. O aumento do tempo de coagulacdo ¢ diretamente
proporcional a atividade da proteina S livre presente na amostra. O momento da

coagulacdo ¢ detetado de forma optica (Siemens Healthcare Diagnostics, 2014).

4.6.6. Antitrombina III funcional (AT III funcional)

A antitrombina III funcional ¢ um inibidor plasmatico da trombina e do fator X
ativado e forma um complexo inativo irreversivel com essas enzimas. A determinagao da
antitrombina III fisiologicamente ativa permite o diagndstico de deficiéncia hereditaria e
adquirida de antitrombina III, que representa risco elevado de trombose. As deficiéncias
adquiridas podem ser consequéncia do consumo de antitrombina III ap6s operagdes de
maior dimensdo ou devido a coagulacdo intravascular disseminada (CID) em casos de

sepsis, nefroses, lesdes hepaticas parenquimais e contracetivos com estrogénio.

O método para a determinagdo quantitativa da AT III funcional consiste na
conversao da AT III da amostra num inibidor imediato através da heparina e inativa a
trombina presente. O contetido residual de trombina ¢ determinado por um teste cinético,
medindo o aumento da absrovancia a 405 nm, segundo o esquema reacional (Fig. 7). A
alteracdo na absorvancia estd inversamente proporcional com a atividade da AT III na

amostra (Siemens Healthcare Diagnostics, 2018a).

) Heparina ) .
AT Il 3mostra + Trombina excedentep—) [AT lll- Trombina] + Trombina gectg

Trombina residual
Tos-Gly-Pro-Arg-ANBA-IPA Tos-Gly-Pro-Arg-OH + ANBA-IPA

Figura 7: Equacdo da reacdo de medi¢@o de antitrombina III funcional.

4.6.7. Fator V

O fator V ¢ uma proteina da coagulagdo, pertencente a via comum da coagulacao
(Chaudhry, Usama, & Babiker, 2021). A determinag¢do do fator V € util para o diagnostico
de deficiéncias em fator V, congénitos ou adquiridos. As deficiéncias congénitas sdo

raras, enquanto as adquiridas detetam-se em casos de disfun¢do hepatica, coagulopatia de
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consumo, hiperfibrindlise e tumores. Uma mutagao frequente do fator V estd associado a

risco aumentado de tromboembolia.

O principio do método que ocorre no aparelho consiste na incubagdo de plasma
com deficiéncia de fator de coagulacio V com plasma diluido do paciente e
tromboplastina, que conduz a ativagdo dos fatores da via extrinseca da coagulagdo. E
medido o tempo decorrido desde a adigdao de tromboplastina até a formagao de coagulo
de fibrina. O plasma do paciente com deficiéncia em fator V ndo sera capaz de compensar
a auséncia do fator do plasma com deficiéncia desse fator, resultando num TP prolongado.

(Siemens Healthcare Diagnostics, 2018c).

4.6.8 Fator VII
O fator VII ¢ uma proteina da coagulagdo, da via extrinseca. O fator VII, como
tem o tempo de semi-vida mais curto, ¢ o primeiro fator a aumentar o TP nos casos de

doenca hepatica (Chaudhry et al., 2021).

A semelhanca do principio utilizado para o fator V, o plasma diluido do paciente
¢ incubado com plasma deficiente em fator VII e tromboplastina para medir o TP. O
plasma do paciente com deficiéncia em fator VII ndo serd capaz de compensar a auséncia
do fator do plasma com deficiéncia desse fator, resultando num TP prolongado (Siemens

Healthcare Diagnostics, 2018d, 2018c).

4.6.9. Fator VIII

O fator VIII ¢ uma proteina da coagulagdo da via comum. A hemofilia A é uma
perturbagao da coagulacao causada pela diminuigdo da atividade de fator VIII e ¢ herdada
por um padrao recessivo ligada ao cromossoma X (Chaudhry et al., 2021). A gravidade
da hemofilia A depende do grau de deficiéncia em fator VIII. A hemdstase minima ¢é
assegura por uma atividade de fator VIII de aproximadamente 10%-40%. Abaixo desses

valores, existe risco acrescido de hemorragia.

A atividade do fator VIII ¢ medido através de um teste cromogénico. O fator VIII
ativado pela trombina acelera a conversao do fator X em fator Xa na presenca de fator [X

ativado, fosfolipidos e ides de calcio. A atividade de Xa ¢ avaliada pela hidrélise de um
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substrato o p-nitroanilida (pNA) especifico do fator Xa. A taxa de libertacdo inicial de
pNA medida a 405 nm ¢é diretamente proporcional a atividade do fator Xa e,
consequentemente, a atividade do fator VIII presente na amostra (Siemens Healthcare

Diagnostics, 2017b).

4.6.10. Anticoagulante lupico (AL)

O anticoagulante lupico (AL) € constituido por autoanticorpos contra fosfolipidos
carregados negativamente ou complexos de fosfolipidos com [-2-glicoproteina 1 ou
factores de coagulacdo como a protrombina. O AL ocorre principalmente em doencas
autoimunes ¢ ¢ um fator de risco para os pacientes com tromboses de etiologia
desconhecida. O AL ¢ detetado com testes de coagulagdo sensiveis a fosfolipidos, como

¢ exemplo do APTT que ¢ prolongado.

O anticoagulante lupico ¢ detetado com a utilizagdo de um reagente com ativador
de veneno de vibora de Russel que provoca a coagulagdo através da ativacdo direta do
fator X. Os anticorpos AL prolongam o tempo de coagulagdo do reagente de rastreio.
Quando o teste de rastreio ¢ prolongado faz-se uma segunda incubagdo do plasma do
doente com reagente rico em fosfolipidos para correcdo especifica de anticoagulante

lupico, como teste confirmatorio.

No laboratorio da SYNLAB, para excluir a deficiéncia de fatores II, V e X, faz-se
uma mistura 1:1 de plasmas de utentes com plasma normal e do plasma em estudo

(Siemens Healthcare Diagnostics, 2017d).

4.6.11. D-dimero

O d-dimero ¢ o produto da degradagdo da fibrina de ligagdes transversao. A
analise ¢ indicada para utilizacdo em conjunto com um modelo de avaliagdo de
probabilidade pré-teste clinico para excluir trombose venosa profunda (TVP) e
embolismo pulmonar (EP) em doentes em ambulatdrio com suspeita destas patologias.

Pode ser utilizada para monitorizacao de mudanga relativa da concentracao de d-dimero.

No equipamento, as particulas de polietileno covalente revestidas com anticorpo

monoclonal (8D3) agregam-se quando misturadas com amostras com d-dimero. A regiao
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de ligacdes transversais de d-dimero possui uma estrutura esteriossimétrica, isto €, o
determinado antigénio para o anticorpo monoclonal ocorrer 2 vezes. Consequentemente,
basta apenas um anticorpo para despoletar uma reacao de agregacao que ¢ depois detetada
turbidimetricamente através do aumento da turvacdo (Siemens Healthcare Diagnostics,

2017c¢).

5. Imunologia

A imunologia ¢ o estudo do sistema imunologico responsavel pela protecao contra
agentes patogénicos por meio de varias linhas de defesa. O sistema imunitario é altamente
regulado e quando ocorre perturbagdo do seu equilibrio, pode ocorrer doengas infeciosas,

autoimunes e alérgicas.

A avaliagdo da resposta do sistema imunitario pode ser realizada em soro, urina

24 horas e LCR.

5.1. Eletroforese de proteinas

A eletroforese de proteinas ou proteinograma ¢ uma técnica no rastreio de
anormalidade nas proteinas séricas. No equipamento Capillarys 2, da Sebia, as moléculas
carregadas sdo separadas de acordo a sua mobilidade eletroforética dentro de um capilar
de silica preenchido com um tampao alcalino com um pH especifico, por eletroforese
capilar. A separagao também ¢ influenciada pelo pH do eletrdlito e o fluxo eletrosmotico.
A detegdo das proteinas ¢ detetada por UV a 200 nm na extremidade do capilar. As
proteinas sdo separadas em 6 fragdes distintas, nomeadamente albumina, al-globulinas,

a2- globulinas, B1-globulinas, B2- globulinas e y-globulinas (Sebia, 2013).

O proteinograma esta indicado para a identificagdo dos doentes com mieloma
multiplo ou com desordens de outras proteinas séricas (O’Connell, Horita, & Kasravi,

2005).

5.1.1. Albumina
A albumina ¢ a proteina mais abundante no sangue, sintetizada no figado, com
funcdo transportadora de proteinas e de manutencao da pressdo osmotica (Silva, Lopes,
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& Faria, 2008). A diminui¢dao da concentracdo da albumina no sangue pode dever-se a
doenga hepatica que compromete a sua sintese ou em casos de perda ou destrui¢ao desta
proteina. Desnutri¢do, sindrome nefrotica, terapia hormonal, gravidez e queimaduras
também podem ser responsaveis pelo decréscimo do nivel de albumina. O aumento de

albumina pode estar associado a desidratacdo (O’Connell et al., 2005).

5.1.2. Fragdo al

A fracdo al representa al-antitripsina, protrombina, transcortina, globulina
ligadora de tiroxina e a-fetoproteina. Esta fracdo tende a aumentar em processos
inflamatorios, infeciosos e imunes, de forma inespecifica. A al-antitripsina corresponde
a 90% do pico norma da fra¢do al. A deficiéncia homozigética em al-antitripsina e a
cirrose hepatica sdo as principais causas da diminui¢ao do pico na banda al (Silva et al.,

2008).

5.1.3. Fragdo a2
Na fracdo o2 migram ceruloplasmina, o2-macroglobulina, haptoglobina
eritropoetina e a colinesterase e tendem a apresentar maior concentragdo em processos de

fase aguda (Silva et al., 2008).

5.1.4. Fragao P

A fracdo B € constituida por transferrina (pico B1), B-lipoproteinas (pico B2)
proteina do complemento C3. A transferrina estd aumentada na anemia ferropénica, na
gravidez e no uso de métodos contracetivos hormonais. A diminuicdo de C3 esta
relacionada com doencas glomerulares. O aumento das B-lipoproteinas ocorre devido ao
excesso de colesterol sérico em situagdes como hipotiroidismo, ictericia obstrutiva e
diabetes mellitus (Silva et al., 2008). IgA, IgM, IgG e proteinas do complemento podem
ser identificadas na fracdo  (O’Connell et al., 2005).

5.1.5. Fragao y
A fragdo y ¢ constituida por imunoglobulinas (Ig). Os anticorpos 1gG, IgM, IgA,
IgD e IgE constituem a fra¢do y. A IgG ¢ a Unica imunoglobulina que migra por toda a
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fracdo y. As alteragdes do pico da banda y refletem o que ocorre com IgG. A IgA migra
tipicamente na area de jun¢do com a fracdo . A IgM na regido entre IgG e IgG e ¢

detetada em situacdes de infecao aguda (Silva et al., 2008).

A proteina C reativa (PCR) esté localizada entre as fragdes § e y (O’Connell et al.,

2005).

5.2. Imunofixagao
A imunofixa¢do ¢ uma técnica que combina a eletroforese e imunoprecipitagao
utilizada para a dete¢do de bandas monoclonais em amostras de soro e urina (Bence

Jones), no diagndstico de mieloma multiplo.

O procedimento € processado automaticamente no equipamento HYDRASYS, da
Sebia. Numa primeira fase ocorre a migracao de proteinas em gel de agarose, depois sdo
adicionados antissoros para IgG, IgM, IgA, cadeia Kappa e cadeia Lambda ao longo do
gel onde ocorreu a migracao. Apds incubagdo, os anticorpos precipitam as proteinas alvo.
O imunoprecipitado criado fica fixado ao gel e as restantes proteinas sdo removidas por
lavagem e absor¢do com papel de feltro. A colorag@o das proteinas ¢ feita com coloragao
violeta 4acido (Amin Nordin et al., 2020; Bossuyt, Bogaerts, Schiettekatte, & Blanckaert,
1998).

5.3. ELISA

O imunoensaio enzimatico (ELISA) ¢ baseado numa rea¢do imunoldgica entre
anticorpo e antigénio, seguido de rea¢do enzimatica despoletada por adi¢do de um
substrato. Consoante o formato do ELISA, ¢ possivel detetar anticorpos ou antigénios nas
amostras de soro para avaliacdo da resposta imunolédgica e auxilio no diagnostico de

infe¢des virais ou bacterianas.

Esta técnica ¢ também feita de forma automatizada, no aparelho Euroimmun
Analyzer [-2p. Na determinagdo semiquantitativa de anticorpos no soro por ELISA direto,
as amostras diluidas dos pacientes sdo incubadas nos pogos revestidos com antigénio,
numa primeira reagdo. No caso de as amostras serem positivas, os anticorpos ligam-se ao

antigénio. Numa segunda fase, ocorre uma segunda incubacdo com IgG anti-humana
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marcada enzimaticamente, capaz de catalisar uma reacdo de cor apds a adigdo de
substrato. No final ¢ adicionada uma solugo de paragem e ¢ efetuada a leitura fotométrica
num comprimento de onda de 450 nm e um comprimento de onda de referéncia. A
intensidade luminosa ¢ diretamente proporcional a concentragdo de anticorpos presentes

na amostra (620-650 nm).

Neste equipamento sdo avaliados a serologia e autoimunidade. Na serologia,
detetam-se IgA, IgG e IgM anti-Chlamydia trachomatis, 1gA e 1gG anti-Helicobacter
pylori, 1gA e IgG anti-SARS-CoV-2, IgG e IgM anti-HSV-1 (gC1), IgG e IgM anti-
Mycoplasma pneumoniae, IgM e 1gG anti-HSV-2 (gG2), IgM e 1gG anti-HSV-1.

Quanto a avaliagdo da autoimunidade, pesquisa-se IgG anti-C1q (CIC), IgM e IgG
anti-fosfolipidos e IgG anti-dsDNA pelo método de ELISA (Alhajj & Farhana, 2021,
EUROIMMUN, 2022).

5.4. PhadiaTM 1000
O PhadiaTM 1000, da Thermo Fisher, ¢ um equipamento utilizado para
quantifica¢do de IgE no soro através do método de FEIA, no diagndstico de alergias. A

alergia ¢ uma reagdo de hipersensibilidade imediata devido a exposi¢do a um alergénio.

O alérgeno de interesse, acoplado covalentemente ao ImmunoCAP, reage com os
anticorpos especificos na amostra. Apds remocdo de anticorpos inespecificos por
lavagem, os anticorpos contra is6tipos especificos marcados por enzima sao adicionados
para formar um complexo. Depois da incubagdo, o conjugado enzimatico nao ligado ¢
removido por lavagem e o complexo ligado ¢ incubado com um agente de
desenvolvimento. Com a paragem da reacdo, a fluorescéncia do eluato ¢ medida. O valor
de resposta ¢ diretamente proporcional a quantidade de anticorpos especificos para o
alérgeno presentes na amostra. Para avaliar os resultados do teste, os valores das respostas
das amostras do paciente sdo transformados em concentracdes através da utilizagdo de

uma curva de calibracdo (ThermoFisher, 2020d).

5.4 Autoimunidade
As doencas autoimunes surgem da resposta imunitiria inadequada contra o

proprio organismo, controlada por propriedades dos genes e do ambiente. Ambas podem
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aumentar a suscetibilidade a autoimunidade ao afetarem a reatividade e a qualidade das
células do sistema imunitario. Os antigénios, especificos ou ndo de 6rgaos, alvo do ataque
imunologico sdo controlados por estes fatores. A especificidade do antigénio ¢ afetada
pela apresentagdo e reconhecimento de antigénio, expressao do antigénio e estado e

resposta dos 6rgaos-alvo (Marrack, Kappler, & Kotzin, 2001).

No laboratério da SYLAB, as doencas autoimunes sdo avaliadas no Phadia™ 250
(ThermoFisher), na técnica de ELISA, por Imunofluorescéncia Indireta e por
ImmunoBlot. Os autoanticorpos sdo marcadores especificos para o diagnostico as

doengas autoimunes.

5.4.1. Phadia™ 250

Os autoanticorpos sdo detetados pela técnica EIIA™ (imunoensaio
fluoroenzimético — FEIA). Os pogos de poliestireno EiA™ pré-revestidos com antigénio
especifico sdo incubados com soro. Na presenga de autoanticorpos na amostra, estes
ligam-se ao antigénio. Apos lavagem dos anticorpos nao ligados, sdo adicionados
anticorpos marcados enzimaticamente contra anticorpos (IgA, IgG ou IgM) humanos, que
se ligam aos autoanticorpos complexados aos antigénios especificos. O conjugado nao
ligado ¢ lavado e o complexo fixado ¢ incubado com solugdo de desenvolvimento. Apds
paragem da reagdo, procede-se a leitura da fluorescéncia gerada. O valor de resposta ¢

diretamente proporcional a concentracao de autoanticorpo presente na amostra.

Na tabela 4, estdo apresentados os autoanticorpos que se podem pesquisar para

diagnostico de doengas autoimunes (ThermoFisher, 2015a, 2020b, 2020c¢).

Tabela 4: Doengas autoimunes e respetivos autoanticorpos associados.

Doenga autoimune Autoanticorpos

Anti-Transglutaminase tecidual IgA e IgG
Doenga celiaca Anti-Gliadina desaminada IgA e IgG

Anti-Gliadina IgA e IgG

Anti-Péptido citrulinado ciclico (CCP)

Artrite reumatoide )
Fator reumatoide IgA e IgG

Vasculite e Sindrome de Goodpasture ~ Anticorpos contra mieloperoxidase
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Anticorpos anti-citoplasma de Anticorpos contra proteinase 3
neutréfilos (ANCA) Anticorpos  contra membrana  basal

glomerular (anti-GBM)

Doenga hepatica autoimune Anti-mitocondria
Anti-Cardiolipina IgA, IgG e IgM
Anti-B2-glicoproteina I IgA, 1gG e IgM
Anti-Recetor da tiroblobulina (anti-TSH-R)

Sindrome antifosfolipidica

Doenga tiroidea autoimune ‘ . o
Anti-peroxidase da tiroide

Anemia Perniciosa Anti-Fator intrinseco

5.4.1.1. Doenga celiaca

Doenga celiaca € uma doenga autoimune, em pessoas geneticamente predispostas,
devido a ingestdo de gluten, gliadina do trigo insoluvel em agua e prolaminas do centeio
e cevada que provoca uma inflamag¢do crénica, causando lesdes na mucosa do intestino
delgado. A transagluminase tecidular (tTG) € considerada o principal autoantigénio da
doenga celiaca. Os anticorpos IgA anti-tTG ¢ um marcador seroldgico com especificidade
elevada para a doenga celiaca. Os anticorpos IgG anti-tTG, por sua vez, sdo menos
especificos, no entanto, auxilia no diagndstico de doenga celiaca nos doentes com

deficiéncia em IgA (ThermoFisher, 2012, 2020c).

5.4.1.2. Artrite reumatoide (AR)
A artrite reumatoide (AR) ¢ uma doenga autoimune sistematica caraterizada pela
inflamacdo cronica das articulagdes e pode resultar na erosdo e destruicdo gradual da

cartilagem.

O fator reumatoide (FR) ¢ um anticorpo contra a fragao Fc da IgG. Os complexos
imunolégicos formados por FR e IgG sdo responsaveis pela artrite reumatoide. De acordo
com a historia clinica, o FR permite o diagndstico e o prognoéstico de AR. No entanto, em
cerca de 20% dos doentes com AR niao ¢ detetado FR e a positividade para FR ndo ¢
exclusivo de AR, uma vez que também estd presente noutras doencas autoimunes e

infeciosas (ThermoFisher, 2015b).

Como a sensibilidade do FR ¢ limitada para artrite reumatoide, o anticorpo contra

péptido ciclico citrulado (CCP) ¢ altamente especifico para AR (ThermoFisher, 2020b).
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A detegdo de anti-CCP e fator reumatoide IgA e IgM permitem o diagnostico da

artrite reumatoide, juntamente com outras informagodes clinicas.

Anti-CCP e fator reumatoide IgM podem ser detetados antes do aparecimento dos
sintomas, no entanto estdo associados a artrite reumatoide mais grave. A dupla
positividade para fator reumatoide IgA e IgM ¢ altamente especifico para o diagndstico
de artrite reumatoide. Nas situacdes de fator reumatoide IgA elevado, esta associado a
atividade da doenca e pode levar a uma resposta clinica fraca aos inibidores de TNF-a

(ThermoFisher, n.d.-b).

5.4.1.3. Sindrome anti-fosfolipido
A sindrome anti-fosfolipido (SAF) ou sindrome de Hughes ¢ caraterizada por
sintomas como tromboses arteriais/venosas ou abortos recorrentes, em simultaneo com

resultados positivos persistentes para os autoanticorpos anti-fosfolipidos.

Os anticorpos anti-cardiolipina pertencem ao grupo de autoanticorpos anti-
fosfolipidos. Além de auxiliarem no diagnostico de sindrome anti-fosfolipido, também
servem para avaliar o risco trombdtico nos doentes com lupus eritematoso sistémico

(LES) (ThermoFisher, 2015a).

Quando os anticorpos anticardiolipina e o anticoagulante lipico sdo negativos e
existe uma forte suspeita de sindrome antifosfolipidica, a dete¢do de anticorpos P2-

glicoproteina I pode ajudar no diagnostico de SAF (ThermoFisher, 2011).

5.4.1.4. Doenga tiroideia

A doenca autoimune da tiroide inclui doencas autoimunes distintas, mas
patogenicamente relacionadas com a tiroide, como ¢ o caso da doenga de Graves ou a
tiroidite de Hashimoto. Os autoanticorpos responsaveis por estas doencas sdo anti-recetor

TSH, anti-tiroblobulina (anti-TG) e anti-peroxidase da tiroide (anti-TPO).

A grande maioria dos doentes com tiroide (>98%) possui anticorpos anti-TG e/ou
anti-TPO. Na doenga de Hashimoto, a maioria dos doentes apresenta anti-TG e anti-TPO,
enquanto na doenca de Graves 30% dos pacientes possui anti-TG e 70% apresenta anti-

TPO. Anti-TG esta presente também noutros tipos de doengas autoimunes da tiroide,
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assim como em doencas autoimunes ndo tiroideias. A tiroglobulina como ¢ uma
glicoproteina fundamental na biossintese de T3 e T4, nestas doengas os niveis de T3 e T4
produzidos e secretados sao reduzidos. O anti-TPO impede que a peroxidase da tiroide
(hemoproteina de membrana integral) catalise a iodinacdo da TG e também o
acoplamento de dois rediduos de iodotirosina presentes na molécula de TG para formar

tiroxina (ThermoFisher, 2016, 2020a).

A doenga de Graves (hipertiroidismo) deve-se a ligacao de anticorpos ao recetor
de TSH, que ativam as células foliculares da tiroide. A grande maioria dos doentes
recentemente diagnosticados tem anticorpos anti-TSH-R detetaveis no soro

(ThermoFisher, 2017a).

5.4.1.5. Anemia perniciosa
A anemia perniciosa ¢ uma gastrite atréfica autoimune e carateriza-se pela

deficiéncia em vitamina B12.

Em individuos normais, as células parietais produzem fator intrinseco, que tem a
fun¢do de transporte de vitamina B12 pela parede de ileo. Na anemia perniciosa, 0s
anticorpos anti-fator intrinseco e os anticorpos dirigidos as células parietais
comprometem a absor¢do de vitamina B12 e, por isso, sdo uteis para o seu diagnostico

(ThermoFisher, n.d.-a).

5.4.1.6. Doenga de Crohn vs Colite ulcerosa
A doencga de Crohn e a colite ulcerosa sdo doencas inflamatdrias intestinais
caraterizadas por inflamag¢do do trato gastrointestinal e os sintomas associados sdo

diarreia, dor abdominal, hemorragia retal, perda de peso e anemia.

A medicdo combinada de anticorpos anti-Saccharomyces cerevisiae (ASCA) e
autoanticorpos anticitoplasma de neutréfilos com perfil perinuclear (pANCA) € a forma
utilizada para o diagndstico diferencial de doenga de Crohn e colite ulcerosa (Tabela 5)

(ThermoFisher, 2017b).
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Tabela 5: Diagndstico diferencial de Doenga de Crohn e Colite ulcerosa

Doenga de Crohn Colite ulcerosa
ASCA Positivo Negativo
pANCA Negativo Positivo

5.4.2. Imunofluorescéncia indireta (IFI)

A imunofluorescéncia indireta, utilizando as células Hep-2 como substrato, ¢ o
método de referéncia para o screening de autoanticorpos dirigidos aos componentes
nucleares e citoplasmaticos. A dete¢do destes autoanticorpos contribui para o diagnodstico
de diversas doengas autoimunes, tais como lupus eritematoso sistémico (LES), doenga
mista do tecido conjuntivo, artrite reumatoide (AR), sindrome de Sjorgren, esclerose
sistémica progressiva e hepatite cronica autoimune ativa. Os padrdes de fluorescéncia
obtidos pela ligagdo dos autoanticorpos aos constituintes nucleares ou citoplasmaticos
permitem distinguir o tipo de doengas autoimunes, assim como também ¢ possivel

determinar os titulos dos autoanticorpos (Voigt et al., 2012).

As laminas de IFI sdo preparadas de forma automatizada no aparelho Sprinter XL
(Euroimmun) com duas dilui¢des diferentes. A aquisi¢cao de imagens focadas dos campos
de reacdo ¢ obtida por microscopia de imunofluorescéncia automatizada. Os padrdes de
fluorescéncia sdo avaliados pelo software EUROPattern (Euroimmun), que ¢ um sistema
de diagndstico assistido por computador que implica a valida¢do técnica de todos os
resultados pelos técnicos de laboratério. As intensidades de sinal de amostras positivas e
negativas diferem significativamente e a avaliagdo microscopica permite a determinagao
do padrio de fluorescéncia. Cada anticorpo ligado corresponde a um padrio de
fluorescéncia tipico, de acordo com a localizagdo do autoantigénio correspondente

(Euroimmun, 2019; Voigt et al., 2012).

Em anexo, estdo representados os alguns padrdes de resultados negativos e

positivos para autoanticorpos antinucleares e anti-citoplasmaticos em células Hep-2.

5.4.3. Immunoblot
O ensaio immunoblot ¢ uma técnica automatizada efetuada no equipamento

EUROBIot One (Euroimmun), que utiliza tiras de teste revestidas com multiplos
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antigénios. Na primeira etapa de reagao, as tiras sdo incubadas com amostras diluidas. No
caso de as amostras serem positivas, os anticorpos especificos IgG (também IgM e IgA)
ligam-se ao antigénio correspondente. As tiras sao submetidas a uma segunda incubagao
com IgG anti-humana marcada enzimaticamente, capaz de catalisar uma reagao de cor

para revelar os anticorpos que se ligaram na primeira reacao.

Neste equipamento sdao efetuados os perfis ANA, hepatico, esclerose sistémica,
neuronais, miosites e mitocondrial (Tabela 6) (Euroimmun, n.d., 2016b, 2016a, 2017c,

2017a, 2017b).

Tabela 6: Perfil de autoanticorpos e possivel diagndstico (Euroimmun, n.d., 2016b, 2016a, 2017¢, 2017a,

2017b).

Perfil Antigénios alvo dos autoanticorpos Diagnostico
‘ Sindrome de Sharp, LES,
dsDNA, nucleossomas, histonas, .
sindrome de Sjogren, esclerose
SS-A, Ro-52, SS-B, nRNP/Sm, Sm, ‘ .
sistémica progressiva,
Mi-2a, Mi-2f, Ku, CENP A, CENP ‘ o
ANA (IgG) poli/dermatomiosite, sindrome
B, Sp100, PML, Scl-70, PM- .
de sobreposicao, sindrome de
Scl100, PM-Scl75, RP11, RP155,
CREST, colangite biliar
gp210, PCNA e DFS70 o
primaria
Colangite hepatica biliar
‘ AMA-M2, M2-3E (BPO), Sp100, primaria, aumento de
Hepatico
(1£G) PML, gp210, LKM-1, LC-1, transaminases por razoes
g
SLA/LP e Ro-52 desconhecidas, suspeita de
hepatite autoimune
Scl-70, CENP A, CENP B, RP11, Esclerose sistémica
Esclerose o ) .
. _ RP155, fibrilarina, NOR90, Th/To, progressiva (formas difusa e
sistémica
(1£G) PM-Scl100, PM-Scl75, Ku, limitada), sindrome de
g
PDGFR e Ro-52 sobreposi¢ao
Anticorpos
anti- Anfifisina, CV2, PNMA2 Sindrome paraneoplésica
neuronais (Ma2/Ta), Ri, Yo e Hu neurologica (SPN)
(IgG)
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‘ ‘ Poli/dermatomiosite, miosite
Mi-2a, Mi-20, TIF1y, MDAS, o ‘
idiopatica, sindrome

Miosites NXP2, SAE1, Ku, PM-Scl100, PM- o o
antissintetase, miosites de
(IgG) Scl75, Jo-1, SRP, PL-7, PL-12, EJ,

corpos de inclusdo e sindromes
0OJ, Ro-52 e cN-1A

de sobreposicao

Mitocondrial

(1£G) AMA-M2, M2-3E, M4 e M9 Colangite biliar primaria
g

6. Microbiologia

A Microbiologia Clinica ¢ a area dedicada ao isolamento e caraterizagcdo dos
organismos infeciosos e na determinacdo da suscetibilidade aos agentes
antimicrobiologicos. Embora as metodologias em microbiologia tenham evoluindo com
o avanga de novas tecnologias, os métodos culturais e fenotipicos para a identificagdo de
microrganismos em cultura permanecem na pratica diaria do laboratério (Chandler,

2013).

O setor da Microbiologia ¢ onde maior variedade de amostras chegam para estudo
bacteriologico, parasitologico, micoldgico ou micobacteriologico, dependendo do tipo de

produto e da andlise requisitada.

O diagnostico de doengas infeciosas esta extremamente dependente da qualidade
das amostras, da quantidade apropriada e do acompanhamento de informacdo clinica
pertinente (Chandler, 2013). A correta analise e interpretacdo de resultados implica que

as amostras sejam selecionadas, colhidas e transportada corretamente (Baron et al., 2013).

Na interpretagdo dos resultados laboratoriais, deve-se ter em conta as informagdes
clinicas, como género, idade e sintomatologia, data de inicio, exposi¢des significativas e
estado imunologico, de modo a evitar a antibioterapia desnecessaria (Baron et al., 2013;

Washington, 1996).

Estas informagdes sao importantes para valorizagao clinica. O local anatémico, de
onde se colhe a amostra, ¢ constituido por microbiota inofensiva que na interpretagcdo
clinica ndo tem significado clinico. Da-se o exemplo do estafilococos coagulase-negativa

que fazem parte da microbiota da pele, trato gastrointestinal, vagina, uretra e trato
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respiratdrio superior. Quando ¢ isolado de amostras destes locais anatomicos, geralmente
interpreta-se como nao tendo significado clinico. No entanto, no contexto de infecdes
associadas a dispositivos intravasculares e materiais protéticos implantados, o isolamento
de estafilococos coagulase-negativa em vérios locais do dispositivo em varias amostras

de sangue colhidas separadamente ¢ de valorizar (Washington, 1996).

O estagio da SYNLAB, na area da Microbiologia, foi mais focado na bacteriologia

e o presente relatdrio descreve as técnicas realizadas durante o estagio.

6.1. Triagem
A triagem ¢ muito importante para processar apenas as amostras adequadas e
garantir resultados viaveis. Na avaliacao das condi¢gdes das amostras tem-se em atengao

a natureza do produto, o modo de colheita, o transporte, entre outros (Fonseca et al.,

2004).

6.2. Exame microscopico

A observagdo microscopica fornece informagdes sobre a qualidade da amostra e
permite identificar de forma presuntiva os microrganismos através da morfologia
carateristica microbiana e do local de colheita (Fonseca et al., 2004; Murdoch, Werno, &

Jennings, 2019).

A preparacao dos esfregacos para observacao ao microscopio, depende da
consisténcia e tipo de amostra. Nas amostras liquidas, coloca-se uma gota da amostra na
lamina e estender numa camada fina e, quando ja estiver seca, fixa-se com metanol. Para
amostras so6lidas, coloca-se uma gota de agua destilada na lamina para colocar uma por¢ao
de amostra e emulsionar, estendendo por fim. Procede-se também com secagem e fixagao
com etanol. A preparacdo dos esfregacos de amostras espessas ou purulentas baseia-se na
técnica de estiramento, ou seja, coloca-se uma por¢ao de amostra na ldmina e com outra

lamina pressiona-se e faz-se deslizar as laminas ao longo uma da outra.

Nos exames diretos a fresco, a preparacdo da amostra ndo envolve coloracdo e
consiste apenas na colocacdo da amostra na lamina, cobrir com lamela e observar ao

microscopio com objetiva de 10x e de 40x. Com a observacdo direta pretende-se obter
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uma visao geral dos elementos celulares e distinguir os microrganismos (bactérias, fungos

ou parasitas).

A observacdo microscopica de preparacdes coradas tem a vantagem de se
identificarem carateristicas morfoldgicas mais distintas, como a forma e afinidade para

os corantes (Fonseca et al., 2004).

No laboratoério de microbiologia, as coloragdes de Gram e de Kinyoun sado
efetuadas de forma automatica pelo aparelho PolyStainer (IUL), que ¢ programado para

cada procedimento de coloragdo.

Na observagao de esfregacos corados com coloragdo de Gram ¢ possivel distinguir
bactérias Gram positivas (azul-violeta) e bactérias Gram negativas (vermelho) e
caraterizar as suas estruturas (cocos, bacilos ou filamentos ramificados) e tamanho. As
bactérias adquirem cores diferentes consoante a composicdo da parede celular. As
bactérias Gram positivas t€ém uma parede celular de peptidoglicanos espessa que tem a
capacidade de reter o corante violeta cristal. Nas bactérias Gram negativas, a camada de
peptidoglicanos € mais fina e, por isso, ndo retém o corante cristal violeta e quando sao

incubadas com corante safranina ficam vermelhas (Tille, 2017).

Existem bactérias, as micobactérias, que sdo acido alcool resistentes e ndo coram
com coloragdo de Gram, pela parede celular ser constituido por dcido micélico (lipido
ceroso). Na técnica de Kinyoun, a parede celular das micobactérias adquire uma cor
vermelha por manter o corante fucsina devido a capacidade de resisténcia a descoloragdo
por alcool-acido, conferida pelo elevado teor em acido micolico na parede celular. A
observagao microscopica, utilizando esta coloracdo, permite o diagndstico precoce de
infecdo de micobactérias, dado que o periodo de incubacdo em meios de cultura ¢

extremamente prolongado (Tille, 2017).

6.3. Exames culturais

Os meios de cultura permitem o crescimento e o isolamento dos microrganismos
presentes num produto bioldgico através do mimetismo do seu ambiente natural pela
adicdo de nutrientes, fatores de crescimento e/ou inibidores. Consoante a composi¢ao
destes elementos, os meios de cultura podem ser seletivos, ndo seletivos, de
enriquecimento ou diferenciais (Bonnet, Lagier, Raoult, & Khelaifia, 2019).

47



Relatorio de estagio

Os meios seletivos permitem o isolamento de determinado microrganismo, por
inibirem o crescimento de microbiota indesejada pelo efeito de antibidticos, quimicos,
antissépticos, sais de sodio, corantes, entre outros inibidores (Bonnet et al., 2019). Os
meios nutritivos ou ndo seletivos permitem o crescimento da maioria dos
microrganismos. Os meios seletivos e ndo seletivos também podem ser diferenciais, por
permitirem a diferenciacdo das carateristicas dos microrganismos de interesse. Os meios
liquidos de enriquecimento (caldos) permitem a recuperacdo de microrganismos

presentes em menor quantidade nas amostras (Tille, 2017).

A escolha dos meios de cultura vai depender do tipo de produto biolégico para
permitir o crescimento dos microrganismos mais provaveis de provocar infe¢ao no local

anatomico onde se colheu a amostra.

Na tabela 7, estdo dispostos os meios de cultura utilizados no laboratorio de

microbiologia da SYNLAB (Tille, 2017).

Tabela 7: Meios de cultura utilizados no laboratério de microbiologia.

Meio de cultura  Classificacdo Principio
CLED (Cistina Isolamento de microrganismos presentes na
lactose Nao seletivo, urina, com diferenciagdo pela capacidade de
deficiente em diferencial fermentar lactose e a deficiéncia de eletrdlitos
eletrélitos) inibe o swarning de Proteus spp.

Favorece o crescimento de bactérias fastidiosas e

COS (gelose também adequado para o crescimento de
Columbia + 5%  Nao seletivo, bactérias anaerdbias. Distingdo pelas
sangue de diferencial propriedades hemoliticas, nomeadamente,
carneiro) hemolise total, parcial ou sem hemolise (B-, a-,

y-hemoliticos, respetivamente).

CNA (gelose
Columbia com Crescimento de bactérias Gram positivas e
sangue carneiro ‘ inibicao de bactérias Gram negativas por efeito
Seletivo, ‘ o
suplementado ‘ ‘ da mistura inibitoria CNA.
o diferencial o . .
com colimicina Também permite diferenciagdo das propriedades
e acido hemoliticas.
nalidixico)
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Crescimento das bactérias fastidiosas Neisseria

PVX (Polyvitex . spp., Haemophilus spp. e Streptococcus
Nao seletivo, '
ou Gelose ) ‘ pneumoniae devido a presenca de fatores X e V
enriquecimento _ _ o
chocolate) (obtido da hemolise dos eritrocitos). Incubagao
numa atmosfera 5% em CO2.
VCAT (Gelose

Crescimento de Neisseria gonorrhoeae e

chocolate com Neisseria meningitidis, com incubagdao numa

vancomicina, ‘ atmosfera 5% em CO2. Também tem fatores X e
o Seletivo
colimicina, V.
anfotericina e A mistura VCAT inibitdria inibe o crescimento
trimetropim) de bacilos Gram negativos e leveduras
CAM (Gelose ‘ Crescimento de Campylobacter intestinal
Seletivo o
Campylosel) (principalmente C. jejuni e C. coli)
Crescimento de bactérias Gram negativas
(Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp., E.
Seletivo, coli). Sais biliares e cristal violeta inibem
MacConkey o | | -
diferencial crescimento de bactérias Gram positivas.
Diferenciacao pela capacidade de fermentar a
lactose.
Crescimento de bacilos enteropatogénicos Gram
negativos, particularmente Sa/monella spp. e
Shigella spp, de amostras de fezes. Os sais
‘ biliares inibem as bactérias Gram positivas e
Seletivo, ‘
Hektoen ‘ ‘ retardam o crescimento de algumas
diferencial _
Enterobacteriaceae.
Diferenciacao pela capacidade de fermentar os
acucares lactose, sacarose e salicina e pela
produgdo de sulfureto de hidrogénio (H2S).
' ' Crescimento de bactérias Gram positivas.
Granada (meio Seletivo, ' ' ' '
' ‘ ‘ Diferenciagao por pigmentagdo laranja de
cromogeénico) diferencial
Streptococcus do grupo B (S. agalactiae)
MRSM (meio Seletivo, Crescimento de Staphylococcus aureus
cromogeénico) diferencial

meticilina resistente (MRSA)
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Sabouraud

Seletivo,

diferencial

Crescimento de fungos e leveduras pela presenga
de peptonas e dextrose. Gentamicina e
cloranfenicol inibe o crescimento da maioria das

bactérias. Incubagao a 35°C.

Miiller-Hinton

N3o seletivo

Meio utilizado para testes de sensibilidade

antimicrobiana.

Crescimento de Streptococcus do grupo B (S.

agalactiae), no rastreio na mulher gravida.

Caldo Todd- _ _ '
' Seletivo Enriquecimento de Staphylococcus aureus para
Hewitt
rastreio dos S. aureus resistentes a meticilina
(MRSA)
Crescimento de Salmonella spp. e algumas
Caldo Selenito Seletivo espécies Shigella spp. Selenito inibe maior parte

das bactérias Gram positivas e negativas.

Caldo BHI
(Brain heart

infusion agar)

N3o seletivo

Meio universal para bacteriologia aerdbia
exigente e para recuperagao primaria de fungos e

de Actinomycetales.

6.3.1. Técnicas de inoculagdo

No laboratério de microbiologia, as técnicas de inoculagao mais frequentes sao

método de esgotamento semi-quantitativo (com ansa calibrada de 1 pL) para amostras de

urina, método de esgotamento por quadrantes (ansa de plastico ou zaragatoa) para a

maioria das restantes amostras ¢ método de espalhamento com zaragatoa para exame

micoldgico e em antibiogramas manuais (Fig. 8) (Tille, 2017).

N &@

Figura 8: Técnicas de inoculagdo. Técnica de esgotamento semiquantitativo (A) e por quadrantes (B)
(Criado com biorender.com).
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6.5. Identificagdo manual

Apds 18-24h de incubacdo dos meios de cultura, ¢ observado o aspeto
macroscopico das colonias, tendo em conta a cor, forma, dimensdo, elevagao, margem,
superficie, consisténcia, producdo de pigmento e alteragdes no meio de cultura (ex.:

hemolise, alteracao da cor) (Fonseca et al., 2004; Tille, 2017).

Consoante a observacao macroscopica das colonias, podem fazer-se testes de

identificacao baseados nas carateristicas metabdlicas.

O teste da potassa ¢ utilizado para diferenciar bactérias Gram negativas e Gram
positivas. A parede celular das bactérias Gram negativas ¢ rompida por uma solucao
hidréxido de potassio 3%, que permite que os restos de DNA sejam libertados para a
suspensdo, ficando agregados e formam um filamento ao se elevar a ansa (reagdo
positiva). A parede celular das bactérias Gram positivas € mais resistente e ndo ¢ rompida

pela adi¢ao de KOH 3% (Fonseca et al., 2004).

O teste da catalase permite identificar as bactérias Gram Positivas produtoras de
catalase. Apos sele¢do de uma coldnia isolada, transfere-se com uma ansa de plastico para
uma lamina de vidro e adiciona-se uma gota de peroxido de hidrogénio a 3%. As bactérias
com catalase desdobram o H202 em H20 e Oa2. A libertagdo de Oz € observada pela
formag¢do de bolhas de ar (reacdo positiva). A auséncia ou fraca formacdo de

efervescéncia ¢ interpretado como negativo (Fonseca et al., 2004; Tille, 2017).

O teste da coagulase ¢ utilizado para diferenciar Staphylococcus aureus dos
Staphylococcus coagulase negativa. S. aureus coagulase positiva produz 2 tipos de
coagulase — livre e ligada. A coagulase ligada a parede celular bacteriana ou fator
clumping reage diretamente com fibrogénio plasmatico. A precipitagdo do fibrinogénio
resulta na aglutinacdo das bactérias em agregados visiveis (reacdo positiva).
Staphylococcus coagulase negativa, como ndo possuem coagulase na forma ligada, ndo

aglutinam na presenga de fibrinogénio plasmatico (Fonseca et al., 2004; Tille, 2017).

O teste da citocromo oxidase permite a distingdo das bactérias que possuem
citocromo oxidase. Esta enzima atua como elo final na cadeia de respiracdo aerobio,
transferindo eletrdes (H") para o oxigénio, com formag¢do de 4gua. Numa lamina de vidro,
transfere-se uma colénia isolada com uma ansa de plastico e adiciona-se solugdo

tetrametil-p-fenilenediamina dihidrocloreto 1% (reagente de Kovac). Este corante
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substitui o oxigénio como aceitador de eletrdes. As reagdes positivas revelam-se pelo
desenvolvimento de cor roxa nos primeiros 10 segundos (Fonseca et al., 2004; Tille,
2017). No laboratorio de microbiologia da SYNLAB, utilizam-se apenas ansas de plastico
descartaveis, mas ndo ¢ demais ressalvar que ¢ extremamente importante ndo utilizar

ansas metalicas para evitar reagdes falso positivas.

6.6. Processamento das amostras bioldgicas
No laboratério de microbiologia da SYNLAB, as amostras mais frequentemente
processadas sdo urina, fezes, expetoragdo, lavados e aspirados bronquicos, exsudados

urogenitais e orofaringeos e hemocultura.

O processamento das amostras depende do tipo de produto bioldgico e da
relevancia clinica do microrganismo isolado. Quando as amostras ndo cumprem os
requisitos necessarios para processamento deve-se notificar o médico/servigo requisitante
e em determinadas situagdes, como ¢ exemplo tempo prolongado do transporte da

colheita, pedir nova colheita (Fonseca et al., 2004).

6.6.1. Urina

A urina assética ¢ a amostra utilizada para avaliar a presenca de infecao urinaria
através da observagdo do sedimento ao microscopio e de crescimento cultura, para no
caso de ser positivo, fazer identificacdo e antibiograma. A urina habitualmente ¢ um
produto biolégico estéril, mas pode ser contaminado pelo arrastamento de
microrganismos durante a mic¢do. A fim de evitar erros na interpretacdo da urocultura,

na colheita da amostra, deve rejeitar-se o primeiro jato de urina (Fonseca et al., 2004).

Este produto bioldgico deve ser colhido com precaugdo para evitar a

contaminagao da flora comensal (Baron et al., 2013).

Na observagdo microscopica do sedimento a fresco, avalia-se a qualidade da
amostra (nimero de células epiteliais por campo), presenga de microrganismos e
quantidade de leucdcitos (resposta imunitaria perante uma infe¢ao urinaria em individuos
imunocompetentes). A observagdo ¢ efetuada no equipamento automatico Atellica UAS
800 Analyzer, da Siemens, que através do software integrado faz uma sele¢do de campos

de observacao com maior interesse.
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As urinas asséticas sdo semeadas em meio CLED com ansa calibrada de 1 pL, por
método semi-quantitativo (Fig. 8). O meio CLED (cistina lactose deficiente em
eletrolitos) ¢ um meio de cultura nao seletivo e diferencial das bactérias fermentadores de
lactose das bactérias ndo fermentadoras de lactose. A deficiéncia em eletrolitos permite a

inibi¢do de swarming na presenca de Proteus sp.

ApoOs semear as placas, sao colocadas a incubar a 37°C durante 18-24 horas. No

dia seguinte ¢ feita a observagdo das uroculturas e contagem do niimero de colonias

(Tabela 8) (Fonseca et al., 2004).

Tabela 8: Leitura do niimero de coldnias (adaptado de Fonseca et al., 2004)

Numero de coldnias Unidades formadoras de colonias
1 10 UFC/mL
10 10* UFC/mL
100 10° UFC/mL

A interpretagdo dos resultados deve ter em consideracdo o produto bioldgico,
método de colheira, idade e tipo de doente (ambulatorio ou internado), sintomatologia,
observacao do sedimento urindrio ao microscopio e historico de exames bacteriologicos
antecedentes. Também se deve ter em atengdo a contaminagdo da amostra, que ocorre
quando no exame cultural crescem duas ou mais coldnias distintas (polimicrobiana)
(Fonseca et al., 2004) e/ou se observam leucocitos no sedimento urinario. Na
interpretacdo dos resultados ¢ importante distinguir infe¢do, colonizagdo e contaminagdo

de acordo com o tipo de amostra de urina (Tille, 2017).

Ao fim de 18-24h de incubagdo, o resultado ¢ considerado negativo quando o
sedimento ¢ ndo patoldgico (<10 leucdcitos/campo) e ndo se observa crescimento
bacteriano no meio de cultura. No caso de se verificar sedimento patolégico (>10
leucocitos/campo) sem crescimento bacteriano € necessario proceder a observagdo ao
microscopio do sedimento corado com coloragdo Gram. Se se observar bactérias, realiza-

se reisolamento em meio COS a 37°C, durante 18-24 horas.

Se se considerar que as amostras de urina colhidas por jato médio tém alta

probabilidade de contaminagdo, a interpretacdo das uroculturas com crescimento podem
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ser interpretadas de acordo com o niimero de estirpes isoladas e o nimero de UFC/mL

(Tabela 9) (Wilson & Gaido, 2004).

Tabela 9: Interpretacdo dos resultados de uroculturas.

Numero de estirpes isoladas Quantidade UFC/mL Interpretagao
1 <10? Possivel contaminante
1 >102 Isolado significativo
2 >10° nas 2 estirpes Isolado significativo
‘ Isolado significativo e
2 >10° apenas 1 estirpe ‘
contaminante
2 <10 nas 2 estirpes Possivel contaminante
‘ Isolado significativo e
>3 >10° apenas 1 estirpe ‘
contaminantes
>3 >10° nas 3 estirpes Possiveis contaminantes

De acordo com os critérios de Kass, o crescimento de >10° colénias ¢ significativo
de infecdo urinaria (Fonseca et al., 2004). Nos pacientes do sexo masculino com ITU
complicadas o limite de diagnostico de >10* fornece aumento da sensibilidade sem

comprometer a especificidade (Stamm, 1992).

Nalgumas situagdes, uroculturas negativas nao sdo obrigatoriamente exclusao de
ITU, tais como doentes em antibioterapia, limpeza com solugdes antisséticas antes de

efetuar a colheita, poliuria (Norma n.° 008/2012) (Dire¢cao-Geral da Satude, 2012).

Os microrganismos mais frequentemente associados as ITUs nas criangas e
adultos sdo as Enterobactereaceas, sendo Escherichia coli o principal agente etiologico.
Em ambiente hospitalar, outros microrganismos como Pseudomonas spp.,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulase negativa e Enterococcus spp. podem
também estar na origem de ITUs devido a exposicdo dos doentes internados a fatores de
risco (algaliacdo permanente, calculos urindrios e outras complicagdes urinarias)

(Fonseca et al., 2004).

As coldnias puras valorizadas sdo preparadas para identificagio no MALDI-TOF

e o antibiograma ¢ efetuado no VITEK®2.
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6.6.2. Exsudados urogenitais (uretral e vaginal)

Os exsudados urogenitais sao utilizados para o diagndstico ou a exclusdo de
infecdes sexualmente transmissiveis (IST). Os exsudados vaginais ou uretrais sao
colhidos com uma zaragatoa e sdo transportadas em meio de transporte com carvao, de
modo a recuperar microrganismos, incluindo anaerébios e fastidiosos. E também enviada

uma segunda zaragatoa para realizagdo de esfregacos (Fonseca et al., 2004; Tille, 2017).

A determinagcdo das amostras apropriadas para diagnostico de infecdes do
aparelho genital depende do local de infe¢do e dos microrganismos. Algumas infe¢des do
aparelho genital feminino tém origem em microrganismos da microbiota que se tornam
patogénicos devido a fatores do hospedeiro ou por desequilibrio da microbiota. (Fonseca
et al., 2004). A grande maioria das infe¢cdes do trato genital inferior sdo sexualmente

transmissiveis (Tille, 2017).

No exame direto a fresco dos exsudados vaginais pretende-se observar e
quantificar células epiteliais, leucocitos, eritrocitos e microrganismos potencialmente
patogénicos. Os exsudados sdo inoculados nos meios COS, PVX e SAB. Os dois
primeiros meios ficam a incubar a 37°C durante 48h, COS em aerobiose ¢ PVX numa
atmosfera de 5% CO:z. O meio SAB ¢ incubado em acrobiose a 30°C, durante 5 dias. As

observagoes dos meios sdo efetuadas as 24 e 48 horas (Fonseca et al., 2004).

Os exsudados uretrais (masculinos e femininos) sdo inoculados nos meios COS e
PVX. Na pesquisa de Neisseriae gonorrhoae, inocula-se também meio VCAT, que ¢
incubado em atmosfera de 5% COz, a 37°C durante 72 horas, com observagoes as 24, 48

e 72 horas (Fonseca et al., 2004).

Nas mulheres gravidas, os exsudados vaginais e retais sdo utilizados para pesquisa
de Streptococcus agalactiae, por ser o agente patologico mais frequente de infegdo
neonatal precoce (Areal et al., 2010). As amostras s3o inoculadas em meio de
enriquecimento TODD, que ¢ posteriormente colocado a incubar durante 18 a 24 horas,
a 37°C. No dia seguinte, a suspensao ¢ repicada para o meio cromogénico GRANADA,
que ¢ incubado durante 48 horas, num ambiente de anaerobiose e a 37°C. Na avaliagdo
macroscopica das colonias, sdo valorizadas as colonias com pigmento laranja, sugestivas

de Streptococcus do grupo B.
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Trichomonas vaginalis e Neisseriae gonorrhoae sdo 0s principais agentes
patogénicos identificados em exsudados uretrais e retais, nas mulheres e nos homens. As
vaginites sao provocadas maioritariamente por Trichomonas vaginalis, Neisseriae
gonorrhoae e, raramente, por Streptococcus B-hemoliticos. Chlamydia trachomatis ¢
responsavel pela infecdo do cérvix. A coloragdo Gram de exsudados uretrais e cervicais
permite a identificacdo direta de Neisseriae gonorrhoae. A detecdo de diplococos
intracelulares ¢ sugestiva de Neisseriae gonorrhoae, nos homens. Nas mulheres, a
presenca de diplococos extracelulares ¢ tipica da microbiota da vagina. O diagndstico

definitivo nas mulheres deve ser confirmado por exame cultural (Tille, 2017).

O diagnostico de vaginose bacteriana ¢ essencialmente morfologico com
observacdo ao microscopio de clue cells. Em meio COS, as colonias com f-hemolise
carateristicas de Staphylococcus aureus sdo valorizadas por poderem estar associados ao

uso de tampodes (Fonseca et al., 2004).

A pesquisa de Chlamydia trachomatis ¢é realizada com recurso a testes rapidos de
antigénio (imunoensaios cromogénicos). Um resultado ¢ considerado positivo quando

aparecem 2 linhas coloridas no dispositivo (Esim Buyukbayrak et al., 2010).

A identificacdo final é processada no MALDI-TOF e o antibiograma ¢ efetuado
no VITEK®2.

6.6.3. Fezes

As infegdes do aparelho gastrointestinal sao muito frequentes na populagao em
geral, principalmente nas criangas e idosos com maior grau de morbilidade. Na validagao
clinica, os antecedentes epidemioldgicos, a existéncia de fatores predisponentes, a
presenca de sinais e sintomas clinicos e o tipo de diarreia sao fundamenta para orientar a

pesquisa do agente causador de infecao (Fonseca et al., 2004).

As amostras de fezes frescas devem ser transportadas para o laboratorio e
processadas dentro de 2 horas apds a colheita, de modo a garantir a sobrevivéncia de
Shigella e Campylobacter. No caso de impossibilidade de processamento até 2 horas, as

amostras devem ser colocadas em meio de transporte Cary-Blair (Humphries & Linscott,

2015).
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As amostras de fezes, quando submetidas frescas e sem conservantes, sao
observadas macroscopicamente para selecionar preferencialmente areas que contenham
sangue ¢/ou muco. Estas por¢des tendem a conter maior nimero de patogénicos entéricos
e, por isso, devem ser utilizadas para processar as coproculturas. Na rotina, as preparagdes
das amostras fecais sdo observadas no microscopio a fresco (Humphries & Linscott,

2015).

Na rotina, faz-se pesquisa de Salmonella spp, Shigella spp e Campylobacter spp.
Todas as amostras de fezes sdo semeadas nos meios MacConkey, Hektoen e caldo
selenito (se turvo pods incubacao, efetuar subcultura para meio Hektoen) e incubados em
aerobiose a 37°C, durante 18-24h. Adicionalmente, faz-se um teste rapido de rastreio de
pesquisa de antigénio especifico Campylocabter e, se o resultado for positivo, semeia-se
em meio CAM e coloca-se a incubar a 42°C, num ambiente microaerofilico (5% Oz, 10%
CO2 e 85% N2). Os meios CAM devem ser incubados pelo menos 48h e examinados em
24 ¢ 48 horas. Nas criangas até aos 2 anos, as fezes sao também semeadas em meio CNA
e incubadas a 37°C (18-24h) para despiste de Staphylococcus aureus (Humphries &
Linscott, 2015).

Na interpretagdo dos resultados culturais dos meios HEKT, sao valorizadas as
coldnias verdes a azuladas (ndo fermentadoras de lactose), com ou sem producao de HaS,
sugestivas de Salmonella spp e Shigella spp, respetivamente. A identificacao de Shigella
ao nivel da espécie pode ser executada com recurso a testes de antigénio por aglutinagdo
de latex para antigénio somatico. No caso de Salmonella, os antissoros dos testes de
rapidos de aglutinacdo sdo dirigidos contra antigénios somadticos, flagelares e somaticos

(Humphries & Linscott, 2015).

No meio MCK, as colonias cor-de-rosa (fermentadoras de lactose) sdo sugestivas
de Escherichia coli. A identificacdo de Escherichia coli enterohemorragica (O157-H7),
¢ realizada por testes rapidos de aglutinagdo com antissoros contra antigénios especificos

para O157 (Humphries & Linscott, 2015).

A pesquisa de Clostridium difficile (detegao de proteina ndo toxina) e de toxina A
¢ efetuada por teste rapido de rastreio, em fezes diarreicas, quando solicitado pelo médico

(Tille, 2017).
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A identificacdo final é processada no MALDI-TOF e o antibiograma ¢ efetuado
no VITEK®2.

6.6.4. Sangue
As infecdes da corrente sanguinea sdo doencas infeciosas provocadas pela
presengca de microrganismos vidveis em circulacdo no sangue, que pode resultar no

desencadeamento de uma resposta inflamatéria, que pode evoluir rapidamente para sepsis

(Viscoli, 2016).

A presenga de bactérias na corrente sanguinea, bacteremia, pode ser transitoria,
continua ou intermitente. A bacteremia transitoria ¢ assintomatica e resulta de
procedimentos em locais anatémicos ndo estéreis, como € o caso de procedimentos
dentdrios. A bacteremia continua ocorre com a libertagdo de microrganismos a uma taxa
constante na corrente sanguinea, em casos de sepsis, endocardite bacteriana e outras
infe¢des endovasculares. Na maioria das outras infe¢des, a bacteremia intermitente ocorre

com a presenca periddica de bactérias em varios periodos de tempo (Tille, 2017).

A cultura de sangue ou hemocultura sdo colhidas como um conjunto, onde se
inocula sangue do paciente para uma garrafa aerébia e uma garrafa anaerdbia, cada uma

com um meio liquido de enriquecimento (Martinez & Wolk, 2016).

O sangue ¢ um produto bioldgico estéril e, por isso, o microrganismo isolado da
hemocultura por norma ¢ o agente etioldogico da infecdo (Fonseca et al., 2004). Os
microrganismos mais frequentes de provocar bacteremias sao Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Enterococcus spp., Streptococcus pneumoniae, Escherichia

coli, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella spp. (Martinez & Wolk, 2016).

A contaminagdo de hemocultura com microbiota da pele durante a colheita ¢
frequente e deve-se diminuir o risco de contaminagdo através da correta preparacdo da
pele antes da puncdo venosa com clorexidina (ndo recomendado para criancas <2 meses)

ou tintura de iodo a 2% em adultos e criangas >2 meses (Baron et al., 2013)

A detecdo de microrganismos ¢ efetuada por um método automético no
equipamento BacT/ALERT®3D. Os microrganismos presentes na amostra produzem
dioxido de carbono por metabolizarem os substratos no meio de cultura. A presenca de

COz2na hemocultura provoca a alteracdo da cor do sensor no fundo de cada garrafa para
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uma tonalidade mais clara. Ao se incidir luz no sensor, a luz refletida ¢ medida por um

fotodetetor que compara com a leitura inicial do leitor.

As amostras sdo consideradas positivas quando se verifica concentracdo inicial de
COz elevada, taxa de produ¢do de CO: alta incomumente e/ou produgdo sustentada de
CO2. As amostras que ficam durante 5 dias a incubar sem producdo de CO2 sdo

consideradas negativas (BioM¢érieux, 2010).

Quando ha alerta de hemocultura positiva, esta ¢ retirada do aparelho para se
efetuar um esfregaco corado por GRAM (observacdo microscopio) e para realizar
subcultura em meio solido COS. Os meios podem ser incubados em atmosfera de
aerobiose, com 5% CO:2 ou em anacrobiose, a 35°C durante 24-48 horas, consoante o

microrganismo a pesquisar (Fonseca et al., 2004).

A interpretacdo do resultado positivo de hemocultura depende do microrganismo
detetado (aerébio ou anaerdbio) e o nimero de conjuntos de hemoculturas com
recuperagdo do agente patogénico. Os resultados positivos devem ser notificados com
brevidade para que a terapia antimicrobiana seja iniciada o mais rapidamente possivel

(Martinez & Wolk, 2016).

A identificagdo final € processada no MALDI-TOF e o antibiograma ¢ efetuado

no VITEK®2.

6.6.5. Amostras do trato respiratorio superior

A grande maioria das infe¢des do aparelho respiratorias superiores tem etiologia
viral. No diagnostico bacteriologico, ¢ importante distinguir o(s) agente(s) implicado(s)
na infecdo da microbiota mista abundante, constituida por aerdbios e anaerdbios. Varios
agentes patogénicos, assim como S. pneumoniae, S. pyogenes, H. influenzae, N.
meningitidis, leveduras e membros das Enterobacteriaceae, podem colonizar a orofaringe

de individuos saudaveis em pequeno nimero ou transitoriamente (Fonseca et al., 2004).

Streptococcus pyogenes (grupo A) € o principal causador de infe¢cdes bacterianas
na faringe. Corynebacterium diphtheriae, Bordetella pertussis, Neisseria gonorrhoeae,

Chlamydophila pneumoniae € Mycoplasma pneumoniae sdo outras bactérias potenciais
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de provocar faringite. A pesquisa destas bactérias apenas ¢ efetuada quando solicitada

especificamente pelo médico, por existir suspeita clinica (Fonseca et al., 2004).

O exame direto ndo ¢ recomendado, devido a existéncia de flora mista na
orofaringe e nasofaringe, que dificulta a interpretagdo no diagnostico (Fonseca et al.,

2004).

Os exsudados nasofaringeos sdo semeados em meio COS e caldo TODD e
incubados em aerobiose a 37°C, durante 24-48h. Se o caldo TODD ficar turbo ¢ sinal que

ocorreu crescimento bacteriano e faz-se passagem do meio liquido para CNA.

A identificacdo e valorizacao das coldnias ¢ efetuada pela observacao da presenga
ou auséncia de hemolise e o tipo de hemolise em meio COS. A observagao de B-hemolise

¢ sugestiva de S. pyogenes (Tille, 2017).

Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus, Neisseria meningitidis e
Streptococcus pneumoniae nao sdo agentes etioldgicos de faringite e, por isso, ndo sdo

valorizados nas culturas de exsudados nasofaringeos (Baron et al., 2013).

A colheita de amostras da nasofaringe pode ter utilidade em estudos
epidemioldgicos para despistar portadores de Staphylococcus aureus meticilina resistente
(MRSA) para vigilancia e controlo de surtos de infecao nosocomial (Fonseca et al., 2004).
O exsudado nasofaringeo ¢ inoculado num meio cromogénio para detegdo de MRSA. As
coldnias que apds incubagdo (a 37°C, 18-24h) apresentam cor rosa avermelhado sdo

sugestivas de estirpes MRSA (Tille, 2017).

A identificacdo final é processada no MALDI-TOF e o antibiograma ¢ efetuado
no VITEK®2, a excecdo de Haemophillus influenza (TSA manual).

6.6.6. Amostras do trato respiratério inferior

O diagnéstico de infegdes respiratorias inferiores ¢ frequentemente dificultado
pela contaminagdo das amostras (expetoracdo, secrecdes e lavados bronquicos) com
microrganismos da microbiota do trato respiratorio superior durante a colheita, que
frequentemente sao os agentes etiologicos das infecdes respiratorias do trato respiratorio
inferior. E essencial avaliar a qualidade das amostras, de modo a processar apenas 0s
produtos viaveis. Uma amostra ¢ considerada apropriada quando se observa ao

microscopio menos de 10 células epiteliais por campo e pelo menos 25 leucocitos/campo,
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na objetiva de 10x (Fonseca et al., 2004; Tille, 2017). As amostras respiratorias sao
também coradas com colorag¢do Kinyoun para pesquisa de bacilos alcool-acido resistentes

(Tille, 2017).

Os lavados bronco-alveolares sdo centrifugados a 1500 rpm, durante 15 minutos,
e o sedimento ¢ utilizado para exames direto e cultural. Os lavados apods centrifugacao,
as expetoracdes e secrecdes bronquicas sdo inoculados segundo o método dos quatro
quadrantes nos meios COS, HAEM e MacConkey. Os meios s3o colocados a incubar a
37°C, durante 24-48 horas e, adicionalmente, os meios COS e HAEM sdo incubados
numa atmosfera de 5% de CO2. Quando requisitado pelo médico, as amostras podem ser

inoculadas em meio Sabouraud para exame micologico.

As culturas do trato respiratorio sdo normalmente culturas mistas e a interpretacao
baseia-se na consideracdo dos microrganismos predominantes ¢ naquelas conhecidos

como patogénicos relevantes (Murdoch et al., 2019).

As culturas sdo valorizadas tendo em consideragdo a observacao de Gram, Ziehl-
Neelsen e a informagao clinica para posteriores reisolamentos e identificagdo no MALDI-

TOF. Apos a identificagdo da estirpe valorizada, realiza-se um antibiograma.

6.5. Identificagdo automatizada - Vitek®MS

O laboratério de microbiologia estd equipado com um sistema automatizado,
Vitek®MS da BIOMERIEUX, que utiliza a tecnologia MALDI-TOF MS (matrix assisted
laser desorption ionization time-of-flight mass spectometry) para identificagao
microbiana a partir de colonias isoladas valorizadas, ao nivel do género, espécie,
subespécie ou estirpe, consoante os espectros de referéncia disponiveis nas bases de dados

(Singhal, Kumar, Kanaujia, & Virdi, 2015).

A amostra para andlise ¢ envolvida por uma matriz e deixa-se a secar para que a
matriz e a amostra cristalizem. Num ambiente de alto vacuo, ¢ aplicado um feixe de laser
que ionizada a amostra. Os ides protonados s3o acelerados a um potencial fixo e separados
consoante a relacdo massa/carga num tubo de voo em vacuo, onde ¢ posteriormente
medido o tempo de voo. O perfil proteico do microrganismo desconhecido ¢ comparado
com perfis de microrganismos conhecidos contidos numa base de dados, tendo em conta
um determinado valor de confianga. A identificagdo ao nivel da espécie consiste
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principalmente na dete¢do de proteinas ribossomais e algumas proteinas de manutencao

(Singhal et al., 2015; Tille, 2017).

6.6. Antibiograma

O teste de sensibilidade aos antibioticos (TSA) ou antibiograma ¢ um perfil das
sensibilidades e resisténcias de um microrganismo especifico sujeito a uma bateria de
antibidticos. Os antibiogramas tém um papel fundamental na orientagao clinica da escolha
do melhor tratamento antibidtico, de acordo com o espectro de sensibilidade do
microrganismo. Além disso, permitem detetar € monitorizar as tendéncias na resisténcia
aos antibiodticos, que ¢ uma grande ameaca para a Satde Publica. A apresentagdo dos
resultados de TSA aos clinicos deve ser limitada e com utilidade clinica de modo a

preservar antibioticos de ultimas geragdes (Minnesota Department of Health, 2018).

O antibiograma s6 ¢ realizado nas amostras colhidas corretamente e quando a

bactéria isolada tem significado clinico (Fonseca et al., 2004).

A partir de uma colonia isolada faz-se suspensdo numa solugdo salina até se obter
uma turvagdo correspondente a 0,50-0,63 na escala de McFarland. Como controlo da
suspensdo, inocula-se com uma ansa de 10 pL em meio COS e coloca-se a incubar, de
modo a garantir que os microrganismos da suspensdao para TSA estdo vidveis. A
suspensdo ¢ colocada na cassete VITEK®2 Smart Carrier Station™ (Tabela 10), que
contém 64 pocos com concentragdes especificas de antibidtico. Apds colocacdo no
aparelho VITEK®2 (BIOMERIEUX), as cassetes sio incubadas a uma temperatura
controlada e a luz transmitida através de cada pogo ¢ medida a cada 15 minutos. Os
valores de concentragdo minima inibitoria (CMI) sdo gerados pelo software do sistema
que faz uma analise algoritmica da cinética de crescimento (Tille, 2017). Os padrdes de
suscetibilidade e mecanismos de resisténcia sdo interpretados pelo software de acordo

com as normas da European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing

(EUCAST).
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Tabela 10: Cartas para teste de sensibilidade aos antibioticos (TSA).

Bactérias Cartas
Enterococcus AST-586
Gram positivas Streptococcus STO3 e AST-586
Staphylococcus AST-648
Geral AST-355
Gram negativas Pseudomonas
AST-373
Acinetobacter

Apesar do avango da automagdo no laboratério de microbiologia, existem
determinados antibiogramas que os equipamentos nao realizam, como ¢ o caso do TSA
de Haemophilus influenzae. Os métodos manuais alternativos sdo o método de difusdo
em disco e os Etest. O primeiro método consiste na colocacdo de discos com uma
concentragdo conhecida de antibidtico num meio de cultura Muller-Hinton previamente
inoculado. Ap6s em incubagao, as bactérias crescem na superficie do meio so6lido, exceto
na proximidade do disco, onde a concentragdo ¢ suficientemente alta para inibir o
crescimento. Os diametros dos halos de inibi¢cao em redor de cada disco sao medidos em
milimetros e estdo relacionados com o CMI. O método de Etest assemelha-se ao método
de difusdo em disco, mas os discos sdo substituidos por tiras que contém um gradiente de
concentragdo de antibidtico e tém uma escala numérica que auxilia a interpretacdo da

CMI (Tille, 2017).

Os breakpoints do tamanho da zona inibitoria e de CMI que definem as categorias
sensivel com dose padrdo, sensivel com aumento da exposicdo e resistente para cada
antibidtico e determinado microrganismo sdo definidos e atualizados anualmente pela
EUCAST (EUCAST, 2019). As regras de EUCAST sao baseadas em breakpoints clinicos

atuais e no conhecimento dos mecanismos de resisténcia (Leclercq et al., 2013).
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7. Bioquimica

As andlises bioquimicas avaliam as fungdes fisiologicas do ser humano e estdo
organizadas por orgdos e sistemas, nomeadamente, funcdo renal, hepatica, gastrica,
pancredtica e intestinal, estudo dos lipidos, hidratos de carbono, proteinas plasmaticas,

metabolismo do ferro, entre outras fungdes e patologias.

No laboratorio core da SYNLAB, existem duas cadeias constituidas por Atellica®
CH Analyzer e Atellica® IM Analyzer que permitem o seguimento e processamento de

de modo otimizado e sequencial.

E a area mais automatizada no laboratorio, mas a fun¢ao humana continua a ser
fundamental para garantir que as calibracdes e os controlos cumprem o controlo da

qualidade diario.

As amostras da bioquimica s@o soro obtido ap6s a coagulaciao do sangue com gel

que serve de barreira fisica entre soro e o coagulo.

7.1. Avaliagao da fungdo renal

A normal fungdo renal implica a filtragdo do sangue, regulagcdo da concentracio
hidro-eletrolitica, excre¢ao de produtos finais do metabolismo e produgdo de
eritropoietina, 1,25-dihidroxivitamina D e renina. A avaliacdo da funcdo renal ¢
importante no diagnostico e progndstico de doenca renal e na monitorizagao da resposta

a terapéutica (Gounden, Bhatt, & Jialal, 2021).

Os biomarcadores renais disponiveis no laboratorio da SYNLAB sdo a creatinina,

acido Urico e microalbuminuria.

Na maioria das doencas renais, a funcdo renal ¢ afetada pela diminuicdo do
nimero de nefronios funcionais € ndo ao comprometimento da fun¢do de cada nefronio.
A avaliacdo da taxa de filtracdo glomerular (TFG) fornece indicativos tteis na avaliagdo

da gravidade e progressao do dano renal (Rifai, Horvath, & Wittwer, 2018).

7.1.1. Creatinina
A creatinina ¢ o subproduto da degradagdo de fosfato de creatina no musculo e ¢

produzida a uma taxa constante pelo corpo, dependente da massa muscular. A maior parte
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da creatinina sérica ¢ eliminado pelo rim. O aumento da concentracdo de creatinina no
sangue deve-se a diminui¢do da capacidade de eliminag¢do pelos rins (Gounden et al.,
2021). Os niveis elevados de creatinina também podem ocorrer na paralisia da distrofia
muscular, anemia, leucemia e hipertiroidismo. A diminuicdo da concentra¢do pode ser
observada em glomerulonefrite, insuficiéncia cardiaca congestiva, necrose tubular aguda,

choque, doenga renal policistica e desidratagdo (Gowda et al., 2010).

A determinagdo quantitativa da creatinina no soro e na urina ¢ utilizada no
diagnoéstico e monitorizacdo de doencgas renais € monitorizacdo dos doentes em didlise

renal.

O ensaio baseia-se na reagao de 4cido picrico com creatinina em meio alcalino,
que tem em conta o principio de Jaffe. Desta reagdo ¢ produzido um complexo creatinina
picrato avermelhado (Fig. 9). A concentrag@o de creatinina ¢ diretamente proporcional a
velocidade de formagao do complexo, que € medida a 505/571 nm (Siemens Healthineers,
2019¢9).

OH-
Creatinina + Acido picrico ———— Creatinina-picrato

Figura 9: Equagfo da reacdo de medigdo de creatinina.

7.1.2. Acido tirico

O 4cido urico ¢ um composto nitrogenado sintetizado no figado como produto
final do metabolismo de proteinas e do ciclo da ureia. Aproximadamente 85% do acido
urico ¢ eliminado pelos rins e o restante ¢ excretado pelo trato gastrointestinal. A
concentragdo de acido urico sérico aumenta devido a diminui¢ao da TFG nas situagdes
de doenga renal aguda ou cronica e insuficiéncia renal. A hiperuricemia pode ter origem
em causas ndo renais, tais como sangramento do trato gastrointestinal superior,
desidratacao, estados catabolicos e dietas ricas em proteina. A diminui¢ao de 4cido trico
pode estar associada a fome, dieta pobre em proteinas e doenca hepatica grave. A
creatinina sérica ¢ mais precisa na avaliacdo da fun¢ao renal, no entanto, o acido trico é

um marcador que aumenta mais precocemente na doenca renal (Gounden et al., 2021).

O 4acido urico pode ser utilizado no diagnéstico de insuficiéncia renal, gota e
eclampsia.
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O método da determinagdo quantitativa consiste na reagdo enzimatica de Fossati
que utiliza uricase com um ponto final idéntico a Trinder (Fig. 10). O acido urico ¢
convertido pela uricase em alantoina e peroxido de hidrogénio. A partir do perdxido de
hidrogénio forma-se um composto colorido, consoante o efeito catalitico da peroxidase.
A quantidade de 4cido urico é diretamente proporcional a quantidade de composto
produzido. A absorvancia do composto ¢ medida como uma reacdo de ponto final a
545/694 nm (Siemens Healthineers, 2019a).

) ) Uricase
Acido Urico + 2H>0 + O3 ——— = Alantoina + CO> + H>0>

Peroxidase
H* + TOOS + 4-AAP + 2H;0, ——— > Corante Quinonodiimina + 4H;0

Figura 10: Equacdo da reagdo da medigdo de 4cido urico.

7.1.3. Microalbuminuria

A microalbumintiria representa a albumina excretada na urina em quantidades
superiores a 30 mg/dia. O aumento da quantidade de albumina na urina representa um
elevado risco de danos na capacidade de filtracdo glomerular nos rins. Para além do
diagnostico de doenca renal, a determinacdo da albumina na urina ¢ importante em

pacientes com diabetes mellitus a fim de avaliar o risco de evolu¢do para nefropatia.

A microalbuminuria pode também surgir em casos de hipertensido, em algumas
anomalias de lipidos e em diversos distirbios imunoldgicos, bem como noutras condigdes
tal como a pratica vigorosa de exercicio fisico, desidratacdo, sangue na urina, infe¢do do

trato urindrio e alguns farmacos.

O ensaio baseia-se no trabalho de Fielding e Hellsing e mede niveis muito
reduzidos de albumina na urina, através do método de imunoturbidimetria reforcada com
PEG. A albumina presente na urina, previamente diluida, reage com antissoro especifico
que produz um precipitado que ¢ medido turbidimetricamente a 340/596 nm. A
concentragcdo de albumina na amostra de urina ¢ determinada através da construgao de

uma curva padrdo a partir das absorvancias de amostras padrdo (Siemens Healthineers,

2019n).
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7.2. Ionograma

O ionograma ¢ uma analise onde se mede os niveis de eletrolitos. A prescri¢ao do
ionograma inclui a determinagao laboratorial das concentra¢des séricas dos ides sodio
(Na"), potassio (K*) e cloro (CI"), que fornece informagdes importantes sobre o equilibrio

osmotico e acido-base do organismo (Sousa, Sousa, Vaz, & Abecasis, 2021).

O sodio ¢ catido extracelular principal e tem papel fundamental na manutencao da
hemostase através da manutencdo da pressdo osmotica e da distribuicdo de fluidos nos
vasos sanguineos. O potassio ¢ o principal catido intracelular, com papel crucial na
atividade celular dos sistemas neuronais ¢ musculares. O cloro é o principal anido
extracelular e contribui no equilibrio da distribui¢do de fluido extracelular (Sousa et al.,

2021).

As alteracdes dos eletrolitos séricos podem ter origem em condigdes muito
diversas e podem comprometer a hemostase, que se pode manifestar com episodios que
colocam a vida em risco. Desequilibrio nos niveis de potdssio podem resultar em paragens
ou arritmias cardiacas e no caso de alteragdo na concentragdo de s6dio hé o risco de edema
cerebral (Sousa et al., 2021). As medi¢des de cloro sdo utilizadas no diagndstico e
monitorizagdo de disturbios metabdlicos e de eletrolitos, tais como fibrose cistica e
cetoacidose diabética. As alteracdes nos niveis de sodio podem ocorrer em
aldosteronismo, diabetes insipidus, hipertensdo de causa suprarrenal, doenca de Addison,

desidratacdo e secrecao inadequada de hormonas antidiuréticas.

A medi¢do dos eletrélitos € obtida pela utilizagdo de tecnologia de multisensor
integrado (IMT) V-LYTE® indireta. Os ides Na*, K e CI presentes na amostra diluida
interagem com a superficie do elétrodo especifico para cada eletrdlito até estabelecer um
equilibrio. Esta interagdo gere um potencial elétrico que ¢ diretamente proporcional ao
logaritmo da atividade do analito na amostra. A concentragdo dos ides ¢ obtida através da
equacdo de Nernst, onde estabelece comparagdo entre o potencial elétrico gerado na
amostra ¢ o potencial gerado numa solug¢do padrido aquando da calibracdo do ensaio

(Siemens Healthineers, 20190).
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7.3. Avaliagdo da fun¢@o hepatica
O figado ¢ um orgdo responsavel diversas fungdes, que incluem sintese de
proteinas, produg¢do de enzimas digestivas, desintoxicacdo de varios metabolitos e

contribui para o metabolismo, a regulacdo de GV e a sintese e armazenamento de glicose

(Lala, Goyal, Bansal, & Minter, 2021).

A alanina aminotransferase (ALT) e a aspartato aminotransferase (AST) sdo os
principais marcadores de avalia¢do de lesdo hepatocelular, enquanto a fosfatase alcalina
e a gama-glutamil transferase (GGT) sdo elevados em situagdes de lesdo colestatica. A
funcdo excretora pode ser avaliada pela medi¢ao de bilirrubina e a fungdo metabdlica por
testes de coagulagdo (abordado em Hematologia) e albumina (Kasarala & Tillmann,

2016).

7.3.1. Aminotransaminases — Alanina aminotransferase (ALT) e Aspartato
aminotransferase (AST)

As aminotransaminases incluem alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST) e estdo envolvidas na transferéncia dos grupos amina do
aspartato e da alanina para o 4cido cetoglutarico. O aumento dos niveis séricos de
transaminases deve-se a lesdo dos hepatdcitos que resulta na alteragdo da permeabilidade

da membrana celular com vazamento excessivo de transaminases.

A ALT ¢ uma enzima citosdlica encontrada em altas concentragdes no figado. A
ALT apesar de ser mais especifica do figado, pode também apresentar concentragdes

elevadas no miocardio (Kasarala & Tillmann, 2016).

A determinagdo de ALT auxilia no diagnoéstico e tratamento de doengas hepaticas
e também cardiacas e consiste num método cinético enzimatico composto por duas
reacgoes (de ensaio e a indicadora) (Fig. 11). A absorvancia de NADH reduzido ¢ medida

a 340/410 nm e a velocidade de redugdo da absorvancia ¢ proporcional a atividade de

ALT (Siemens Healthineers, 2019b).

ALT
L-Alanina + a-Quetoglutarato —— > Piruvato + L-Glutamato

Lactato Desidrogenase
Piruvato + NADH —_— Lactato + NAD

Figura 11: Equagao da rea¢do da medicao de ALT.
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A enzima aspartato aminotransferase (AST) estd presente em isoenzimas
citosolicas e mitocondriais e estd presente no figado, musculo cardiaco e esquelético, rins,
cérebro, pancreas, pulmoes, leucécitos e eritrocitos. O aumento de AST sérico pode
ocorrer devido a causas ndo hepéaticas. Este marcador ¢ menos especifico para a avaliagao

hepética e deve ser avaliado juntamente com a medi¢ao de ALT (Lala et al., 2021).

A medicdo da atividade da AST consiste num método cinético enzimatico
constituido pela reagdo de ensaio (reacdo da AST com formacgdo do oxalacetato) e a
reacdo indicadora (reagdo da desidrogenase) (Fig. 12) (Burtis & Bruns, 2016). A
absorvancia de NADH reduzido ¢ medido a 340/410 nm e a atividade da AST ¢

proporcional a velocidade de reducao da absorvancia (Siemens Healthineers, 2017).

AST
L-Aspartato + a-Quetoglutarato _— Oxalacetato + L-Glutamato

Malato Desidrogenase
Oxalacetato + NADH —_ Malato + NAD

Figura 12: Equacdo da reacdo de medigdo de AST.

7.3.3. Gama-glutamil transferase (GGT)

A gama-glutamil transferase (GGT) ¢ uma glicoproteina que estd presente nas
membranas celulares e tem como funcdo catalisar a transferéncia de um grupo gama-
glutamil de péptidos para outros aminodcidos. Localiza-se em varios 6rgaos do corpo,
nomeadamente, rim, pancreas, figado, intestino, prostata, testiculos, baco, coragdo e

cérebro (Lala et al., 2021).

A determinagdo quantitativa da GGT ¢ til no diagnostico da doencga hepatobiliar
e na avaliacdo de doentes com problemas de alcoolismo. O ensaio consiste numa reagao
do substrato sintético (L-y-glutamil-3-caboxi-4-nitroanilida) com a glicilglicina que atua
como recetor de residuo de y-glutamil e liberta-se 5-amino-2-nitrobenzoato (ANB).
Como a GGT ¢ o catalisador da reacdo, a sua medi¢do corresponde a velocidade de
formagao do produto de reacdo, medida fotometricamente a 410/478 nm como um ensaio

cinético de ordem zero (Fig. 13) (Siemens Healthineers, 2019j).
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GGT
L-y-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida 5-amino-2-nitrobenzoato
+ Glicilglicina + L-y-glutamil-glicilglicina

Figura 13: Equacéo da reacdo de medi¢do de GGT.

7.3.4. Albumina

A albumina ¢ a proteina circulante mais abundante no plasma e ¢ sintetizada
exclusivamente nos hepatocitos. A maior parte da albumina é excretada para a corrente
sanguinea e tem funcdo como modulador da pressdao oncdtica plasmatica e transportador

de diversos compostos (Moman, Gupta, & Varacallo, 2022).

O prolongado periodo de semi-vida da albumina dificulta a interpretagdo no
contexto de lesdo hepatica aguda. Na doenga hepatica cronica, a albumina ¢ o primeiro
marcador da fun¢do hepética a diminuir no decorrer da cirrose hepatica, precocemente ao
aumento da bilirrubina ou do tempo de protrombina. O diagndstico diferencial para
hipoalbuminemia inclui cirrose, desnutri¢do caldrica-proteica, enteropatia perdedora de

proteinas, sindrome nefrotico e infecao cronica (Kasarala & Tillmann, 2016).

A medi¢do da albumina tem utilidade no diagndstico e monitorizacdo de
disfungdes hepaticas, assim como renais. A albumina da amostra liga-se
quantitativamente ao BCG com pH 4,2, que resulta num complexo de BCG-albumina
medido como reagdo de ponto final a 596/694 nm (Fig. 14) (Siemens Healthineers, 2018).

pH 4,2
BCG + Albumina ——— > Complexo de BCG-albumina

Figura 14: Equagao da reag¢do de medicao da albumina.

7.3.5. Bilirrubina

A bilirrubina é um composto do heme resultante da degradagdo da hemoglobina,
que em determinadas concentragdes pode ser toxico para o organismo. A bilirrubina nao
conjugada ¢ insoluvel em agua e nos hepatocitos ¢ conjugada com albumina para adquirir
solubilidade. A bilirrubina conjugada ¢ secretada ativamente na bile canalicular e ¢

drenada para o intestino delgado para eliminagdo nas fezes. Em condi¢des de obstrugdo
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biliar prolongada e colestase intra-hepatica, a excrecao de bilirrubina ¢ prejudicada e fica

acumulada no sangue e na pele (Kalakonda, Jenkins, & John, 2021).

A determinag¢do da bilirrubina direta ou conjugada ¢ util no rastreio de disfungdes
hepaticas ou no diagnostico de ictericia. A sua quantificagdo tem em base o método de
oxidacdo quimica que utiliza o vanadato como agente oxidante (Fig. 15). A reagdo de
oxidag¢do induz uma reducao da densidade otica da cor amarela, especifica da bilirrubina.
A concentragdo de bilirrubina direta na amostra ¢ tanto maior, quanto mais acentuada for

a redugdo na densidade otica a 451/545 nm (Siemens Healthineers, 2020a).

Bilirrubina conjugada + VO3 ———— > Biliverdina

Figura 15: Equacdo da reagdo da medigdo da bilirrubina conjugada.

A bilirrubina total ¢ a conjugacdo da bilirrubina conjugada e ndo conjugada, que
resulta da destruicdo normal e anormal dos eritrocitos. A quantifica¢do de bilirrubina total
auxilia no diagndstico e monitorizacdo de doencgas hepatobiliares, hemoliticas,
hematologicas e metabolicas. Nos recém-nascidos, o aumento de bilirrubina total

apresenta um fator de risco de encefalopatia por bilirrubina (kernicterus).

O procedimento analitico ¢ baseado num método de oxida¢ao quimica que utiliza
o vanadato como agente oxidante, de acordo com a figura 16. A um pH 2,9,
aproximadamente, a bilirrubina conjugada e ndo conjugadas oxidam na presenca de
vanadato e do detergente, que resulta na redugdo na densidade otica da cor amarela. A
concentracdo de bilirrubina total na amostra ¢ diretamente proporcional a redugdo na

densidade otica a 451/545 nm (Siemens Healthineers, 2020b).

Bilirrubina + Surfactante + VO, ——— > Biliverdina

Figura 16: Equagao da reagdo de medicao da bilirrubina.

7.3.6. Fosfatase alcalina (ALP)
A fosfatase alcalina ¢ uma isoenzima localizada na camada externa das
membranas celulares e catalisa a hidrdlise de ésteres de fosfato organico no espago

extracelular. A ALP estd localizada em diferentes tecidos do corpo e desempenham
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diferentes fungdes consoante a sua localizacdo. No figado, a ALP est4 presente no citosol
e na membrana canalicular dos hepatdcitos. A maior parte da ALP sérica ¢ libertada do

figado e dos ossos € em pequenas quantidades do intestino.

O principal valor clinico da ALP sérica reside no diagnostico de doenga hepatica
colestatica. Concentragdes aumentadas de ALP sérica sdo inespecificas e, por isso, deve-
se ter em consideracao a GGT para avaliar se a fonte ¢ hepatica ou nao hepatica (Lowe,

Sanvictores, & John, 2021).

O ensaio da ALP consiste num procedimento de referéncia para medicdo da
atividade catalitica da fosfatase alcalina a 37°C. A ALP catalisa a transfosforilacao do p-
nitrofenilfosfato (p-NPP) para p-nitrofenol (p-NP) na presenca do tampao 2-amino-2-
metil-1-propanol (AMP). A adi¢do de ides magnésio e zinco melhoram a reagdo (Fig. 17).
A variacdo na absorvancia a 410 nm ¢é diretamente proporcional a atividade de ALP. A
variacdo ¢ medida utilizando uma técnica de velocidade bicromatica (410/478 nm)
(Siemens Healthineers, 20191).

ALP

p-NPP + AMP ———— > p-NP + AMP + PO,
pH 10,25 MglZn

Figura 17: Equagao da reag¢do de medicao da fosfatase alcalina.

7.4. Metabolismo lipidico

Os lipidos sdo compostos localizados por todo o corpo e desempenham fungdes
fundamentais, como fonte e armazenamento de energia, podem ser hormonas ou
precursores hormonais, sdo componentes funcionais e estruturais das membranas
celulares e servem de isolamento para permitir condug¢ao nervosa ou evitar perdas de
calor. O aumento da concentragdo plasmatica de colesterol de determinadas fracdes de
lipoproteinas podem resultar na deposi¢ao e retengao de colesterol nas paredes vasculares,

com aumento do risco de aterosclerose (Rifai et al., 2018).

7.4.1. Colesterol total
O colesterol ¢ uma molécula lipofilica que desempenha func¢des que contribuem
para o funcionamento normal das células. O colesterol como componente estrutural das

membranas celulares modula a sua fluidez, ¢ uma molécula precursora na sintese de
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vitamina D e hormonas esterdides e sexuais e ¢ também constituinte do sal biliar
responsavel por facilitar a absorcdo de vitaminas lipossoluveis. Dada a natureza
hidrofobica do colesterol, ¢ transportado no sangue por lipoproteinas (Huff, Boyd, &

Jialal, 2021).

Niveis elevados de colesterol estdo associados a disturbios do metabolismo de
lipidos e lipoproteinas, enquanto a diminui¢do da concentragdo reduz o risco de doenga

cardiaca coronaria.

O ensaio utilizado na determinagado do colesterol consiste num método enzimatico
que utiliza a conversao colesterol-esterase e colesterol-oxidase seguida de um ponto final

Trinder (Fig. 18) (Siemens Healthineers, 2020c).

) Colesterol-esterase )
Ester de Colesterol + HO ——»  Colesterol + Acido Gordo

Colesterol-oxidase
Colesterol + O —— >  (Colest-4-en-3-ona + H,05

Peroxidase

H>0; + Fenol + 4-Aminoantipirina ———  Corante Quinoneimina + 2H,0

Figura 18: Equacdo da reagdo de medigdo do colesterol.

7.4.2. Lipoproteina HDL

As lipoproteinas sdo complexos macromoleculares responsaveis pelo transporte
dos lipidos por terem uma natureza hidrofobica. No nucleo da estrutura localizam-se
triglicéridos e ésteres de colesterol e a superficie forma-se uma monocamada constituida

por apolipoproteinas, fosfolipidos e colesterol livre (Rifai et al., 2018).

A HDL tem propriedades antiterogénicas, incluindo efluxo de colesterol dos
macrofagos da parede celular, transporte e remocgao subsequentes de colesterol através do
sistema hepatobiliar, propriedades antioxidantes, efeitos anti-inflamatérios e fungao

endotelial (Hageman & Sharma, 2021).

A determinacdo de HDL ¢ aplicada ao diagnéstico e monitorizagao de distarbios
lipidicos como diabetes mellitus, arterosclerose, doengas renais e hepaticas e ¢ util na
avaliagdo do risco de desenvolvimento de doencgas cardiovasculares. O ensaio ¢
subdividido em 2 etapas. Na primeira fase, ocorre a eliminacao de quilomicras, colesterol

VLDL e colesterol LDL por efeito da colesterol-esterase e colesterol-oxidase. O
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perdxido, produto da segunda reagdo, ¢ eliminado pela catalase (Fig. 19). Na segunda
etapa, a catalase ¢ inibida por azida sodica (Fig. 20). A intensidade do corante
quinoneimina produzido na reagdo Trinder, medida a 596/694 nm, ¢ diretamente

proporcional a concentragdo de colesterol (Siemens Healthineers, 2020d).

) Colesterol-esterase )
Ester de Colesterol ——————  Colesterol + Acido gordo

Colesterol-oxidase
Colesterol + Oz —>» Colestenona + H203

Figura 19: Equagdo da rea¢do de medicdo de HDL — Fase 1. Libertagdo e eliminacdo de particulas ndo
HDL.

) Colesterol-esterase )
Ester de Colesterol ————>  Colesterol + Acido gordo

Colesterol-oxidase
Colesterol + O ——>»  Colestenona + H>0>

Peroxidase
H20;7 + 4-Aminoantipirina + HDAOS?2 ——— > Quinoneimina + 4 H;0

@ HDAOS = N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3,5-dimetoxianilina

Figura 20: Equag@o da reagdo de medigcdo de HDL — Fase 2. Libertagdo das particulas HDL pelo detergente
adicionado e HDL ¢ medido por uma reagdo de Trinder.

7.4.3. Lipoproteina LDL

A LDL ¢ uma lipoproteina responsavel pelo transporte de colesterol para onde ¢
necessario a reparacao celular. O aumento dos niveis de LDL ¢ um dos principais fatores
de risco que contribui para a formag¢ao de placas ateroscleroticas e, consequentemente,

aumenta o risco de doenga cardiovascular (Pirahanchi, Sinawe, & Dimri, 2021).

O ensaio que mede o colesterol LDL consiste em 2 passos de reag@o distintos.
Numa primeira fase, o colesterol ¢ eliminado a excec¢do da lipoproteina de baixa
densidade, por colesterol-esterase e colesterol-oxidase. O peroxido produzido pela
oxidase ¢ eliminado pela catalase. Ap0s a libertagdo do colesterol LDL por um detergente,
¢ realizada a sua medicao especifica. A catalase obtida na primeira reagdo ¢ inibida por
azida de s6dio. A concentracao de colesterol ¢ diretamente proporcional a intensidade de
quinoneimina produzida na reagdo Trinder, medida a 596/694 nm (Siemens Healthineers,

2019e).
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7.4.4. Trigliceridos
Os trigliceridos sdo ésteres constituidos por trés moléculas de acidos gordos e um

residuo de glicerol e sdo uma forma de armazenamento de energia (Burtis & Bruns, 2016).

A utilidade clinica na determinagdo dos triglicerideos aplica-se no diagndstico e
monitorizagdo de pacientes com diabetes mellitus, nefrose, obstru¢do hepatica, entre

outras doengas que afetam o metabolismo lipidico ou associadas a distirbios enddcrino.

O método de medigao dos triglicéridos baseia-se na reacdo enzimatica trifasica
Fossati com um ponto final Trinder (Fig. 21). O método de reagente inico quantifica os
triglicéridos totais, incluindo mono e diglicéridos e fragdes de glicerol livre. A
absorvancia do composto obtido ¢ medida como uma rea¢ao de ponto final a 505/694 nm

(Siemens Healthineers, 2021c).

Lipase
Triglicerideos + 3H,0 ——————> Glicerol + Acidos gordos

Glicerol quinase
ATP + Glicerol ————> Glicerol-3-fosfato + ADP

Glicerol-3-fosfato oxidase
03 + Glicerol-3-fosfato B 2H,0; + Dihidroxiacetona fosfato

Peroxidase
2H;0; + 4-Aminofenazona + 4-Clorofenol ————> Corante quinoneimina + H,0

Figura 21: Equagao da reag@o de medicao dos triglicerideos.

7.5. Fungao cardiaca

7.5.1. Lactato desidrogenase (LD)

O lactato desidrogenase ¢ uma enzima que catalisa reversivelmente a oxidagao de
L-lactato a piruvato, onde NAD" ¢ aceitador de hidrogénio. Este biomarcador apresenta
distribui¢do ampla no organismo e o aumento de concentracdo de LD sérica pode ocorrer
devido a diversas condig¢des clinicas, como enfarte do miocardio, hepatite, hemolise e

doengas pulmonares ou do musculo esquelético (Burtis & Bruns, 2016).

Este biomarcador ¢ util no diagndstico do enfarte do miocardio e enfarte
pulmonar. A medi¢ao da concentragdo de LD ¢ proporcional a velocidade de producao

de NADH, na reagdo onde LD ¢ a enzima catalisador (Fig. 22). A quantidade de NADH
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obtida ¢ medida através do aumento na absorvancia a 340/410 nm (Siemens Healthineers,

20191).

LD
L-lactato + NAD + H¥ —— > Piruvato + NADH*

Figura 22: Equagao da reagdo de medicao de lactato desidrogenase (LD).

7.5.2. Troponina

As troponinas sdo proteinas especificas do misculo cardiaco e a sua determinacao
analitica auxilia no diagnostico de lesdo cardiaca. O complexo constituido pelas trés
subunidades de troponina, nomeadamente troponina T (cTnT), troponina I (cTnl) e
troponina C (¢TnC), regula a interagdo da actina e miosina na contragdo cardiaca. As cTnl
e ¢TnT s3o os biomarcadores cardiacos mais especificos de lesdo cardiaca, enquanto

c¢TnC ndo ¢ uma troponina especifica para o coracdo (Burtis & Bruns, 2016).

A medicdo de cTnl consiste num imunoensaio em sanduiche de 3 locais,
utilizando tecnologia quimioluminométrica direta. O reagente na fase s6lida € constituido
por particulas magnéticas de latex conjugadas com estreptavidina com 2 anticorpos
monoclonais biotinilados. A quantidade de troponina I na amostra ¢ diretamente
proporcional a quantidade de unidades de luz relativa (RLU) (Siemens Healthineers,

2019q).

7.6. Funcdo pancreatica

O pancreas ¢ uma glandula composta por tecido endocrino e exocrino. A porgao
endocrina é organizada em ilhéus de Langerhans, constituida por diferentes tipos de
células endocrinas responsaveis pela secrecdo de hormonas, tais como, insulina,

glucagon, somastatina, grelina e polipéptido pancreético (Sayed & Mukherjee, 2021).

A lipase e a amilase s3o enzimas secretadas pelo pancreas e t€ém principal

importancia no diagndstico de pancreatite aguda.
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7.6.1. Lipase

A lipase ¢ uma enzima presente nas secregdes pancreaticas responsavel pela
digestdo dos lipidos, por catalisar a quebra dos triglicéridos em acidos gordos livres e
glicerol. Concentra¢des aumentadas de lipase sérica podem ser indicativo de pancreatite
(Pirahanchi & Sharma, 2021). Na pancreatite aguda, os niveis de lipase sérica tende a
aumentar ao fim de 4 a 8 horas, pico as 24 horas e decresce ao apos 8 a 14 dias. Ao
contrario da amilase sérica, a lipase sérica mantém concentracdes elevadas durante um

periodo de tempo mais prolongado (Rompianesi et al., 2017).

As medigdes de lipase auxiliam no diagnoéstico e monitorizagdo de doencas

pancreaticas, como pancreatite aguda e obstrucao do ducto pancreatico.

O ensaio laboratorial consiste na medicdo da atividade da lipase no soro pela
reacdo enzimatica da lipase (Fig. 23), com produc¢do de metilresorufina que é medida a
571/694 nm. A atividade da lipase ¢ diretamente proporcional a producdao de

metilresorufina (Siemens Healthineers, 2019m).

Lipase
1,2-o-Dilauril-rac-Glicerol +
————> Ester de Acido Glutarico-(6'-
-metilresorufina)

Ester de 1,2-o-Dilauril-rac-Glicero-3-Acido
Glutarico-(6-metilresorufina)

Decomposigao
espontanea
Metilresorufina + Acido Gluta-

Ester de Acido Glutarico-(6-metilresorufing) ————> fico

Figura 23: Equacdo da reagdo de medigdo da lipase.

7.6.2. Amilase

A amilase ¢ uma enzima digestiva secretada principalmente pelo pancreas e
glandulas salivares e é responsavel pela hidrolise das ligacdes glicosidicas nas moléculas
de amido, resultando na conversdao dos hidratos de carbono complexos em compostos
mais simples. A amilase também pode estar presente noutros tecidos com quantidades
menores, o que faz com que a hiperamilasemia pode ter origem noutras patologias para
além de doencas pancreaticas e salivares, como ¢ o caso de doengas gastrointestinais,

malignidade e doencas ginecoldgicas (Akinfemiwa & Muniraj, 2021).

A quantificagdo da amilase pancredtica tem utilidade no diagndstico e

monitorizagdo dos distirbios pancreaticos.
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A atividade da amilase pancreética ¢ medida através da rea¢do enzimatica, com as
isoformas ndo pancreaticas bloqueadas por anticorpos. O soro ¢ incubado com dois
anticorpos monoclonais contra amilase salivar, sem afetar a atividade da amilase
pancreatica. Na primeira reacdo a amilase pancreatica divide o substrato etilideno-G7-
pNP em oligossacarideos e pNP-G2, pNP-G3 e pNP-G4. Glucosidase ¢ adicionada e ¢ a
enzima indicadora para libertar p-nitrofenol (p-NP). A glicose terminal ¢ bloqueada,
impedindo a clivagem pela glucosidase. A absorvancia de p-NP livre ¢ medida 410/694
nm e a sua producdo ¢ diretamente proporcional a atividade da lipase pancreética presente

no soro (Fig. 24) (Siemens Healthineers, 2019c).

Amilase
Etilideno-G7-pNP ———— > Etilideno-Gx + Gx-pNP

Glucosidase
Gx-pNP ——— > Glicose + pNP-Glucésido

Glucosidase
pNP-Glucésido ——> Glicose + pNP

Figura 24: Equacdo da reagdo de medigdo da amilase.

7.7. Fungao tiroideia
A tiroide ¢ uma glandula enddcrina com fungdo reguladora da taxa metabolica
basal, estimula o crescimento somatico e psiquico e tem um papel fundamental no

metabolismo do calcio (Khan & Farhana, 2021).

A funcao tiroideia ¢ avaliada a partir do doseamento de TSH e FT4. Nas situagdes
de maior dificuldade no diagndstico ou maior gravidade clinica, a medicdo adicional de

T3 ¢ recomendada (Norma DGS 039/2011) (Diregdo Geral de Saude, 2012).

7.7.1. Hormona estimulante da tiroide (TSH)

A hormona estimulante da tiroide (TSH) ¢ uma glicoproteina sintetizada e
segregada pela pituitaria anterior numa resposta a um mecanismo de feedback negativo
que envolve as concentracdes de FT3 (T3 livre) e FT4 (T4 livre). Além disso, a hormona
de libertacado de tirotropina (TRH) estimula diretamente a producdo de TSH. A TSH liga-
se aos recetores das células-alvo a fim de estimular a reproducao e hipertrofia de células

e de estimular a glandula da tiroide para sintetizar e segregar T3 e T4.
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A medicao dos niveis de TSH em circulagdo ¢ relevante na avaliagdo da funcao
tiroideia. Tem utilidade especialmente no diagnodstico diferencial do hipotiroidismo
primario (tiroide), secundario (pituitdria) e tercidrio (hipotalamo). No hipotiroidismo
primario, os niveis de TSH sdo significativamente elevados, enquanto no hipotiroidismo

secundario e terciario, os niveis estdo reduzidos.

O ensaio de quantificagdo da TSH ¢ um ensaio de terceira geragao que utiliza o
anticorpo anti-TSH monoclonal de rato marcado com FITC, o anticorpo anti-FITC
monoclonal ligado por covaléncia a particulas paramagnéticas, um rastreador constituido
por éster de acridina e um anticorpo anti-TSH monoclonal de rato conjugado com
albumina de soro bovino (BSA) para a detecdo quimioluminométrica. A quantidade de
TSH na amostra ¢ diretamente proporcional as quantidades de unidades de luz relativa

(RLU) detetadas pelo sistema (Siemens Healthineers, 2021a).

7.7.2. Tiroxina livre (FT4)

A tiroxina (T4) ¢ uma hormona sintetizada e segregada pela glandula da tiroide e
desempenha um papel importante na regulagdo do metabolismo. A TSH regula a
segregacdo de T4 para a circulagdo por um mecanismo de feedback negativo. Em
circulagdo, 99,95% da T4 estd inversamente ligada ao transporte de proteinas,
principalmente a globulina ligante de tiroxina (TBG), e a restante T4 ndo ligada tem
circulacao livre. A fracdo nao ligada FT4 ¢ metabolicamente ativa e precursora da

tritodotironina (T3).

Os niveis de FT4 estdo correlacionados com a secre¢ao e metabolismo da T4. No
hipotiroidismo e no hipertiroidismo, os niveis de FT4 igualam as alteragcdes nos niveis da
T4 total. A medicao de FT4 ¢ util quando ocorrem niveis alterados da T4 total devido as
alteragdes nas proteinas ligadas a T4, especialmente a TBG. Nos individuos com gravidez
normal ou terapia com esteroides podem ocorrer alteracdes nos niveis de TBG, no
entanto, os niveis de FT4 permanecem inalterados e os niveis de T4 total igualam as

alteragdes na TBG.

O ensaio para quantificagdo de FT4 consiste num imunoensaio competitivo que
recorre a tecnologia quimioluminométrica direta. A FT4 na amostra compete com a T4

marcada com éster de acridina no reagente numa quantidade limitada de anticorpo anti-
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T4 policlonal biotinilado de coelho. A anti-T4 marcada com biotina esta ligada a avidina
que, por sua vez, esta ligada por covaléncia as particulas paramagnéticas na fase sélida.
A quantidade de FT4 na amostra ¢ diretamente proporcional a quantidade de RLU

detetadas pelo sistema (Siemens Healthineers, 2020m).

7.7.3. Tiroxina total (T4)

Nos individuos saudéveis, os niveis de TBG ndo afetam na interpretacdo nos
niveis de T4. No entanto, na gravidez, estrogénios excessivos, androgénios, esteroides
anabolizantes e glicocorticoides sdo conhecidos por alterar os niveis de TBG (proteina
principal de transporte de T4) e podem originar valores falsos da tiroide em testes de
funcionamento da tiroide. Os niveis alterados de T4 nestas situagdes podem nao refletir

com exatidao o estado da tiroide.

A quantificacdo de T4 ¢ efetuada por um imunoensaio competitivo que recorre a
tecnologia quimioluminescente direta. A T4 na amostra compete com a T4 ligada por
covaléncia a particulas paramagnéticas na fase sélida por uma quantidade limitada de
anticorpo anti-T4 monoclonal de rato marcado com éster de acridina. A quantidade de T4
na amostra ¢ inversamente proporcional a quantidade de RLU detetada pelo sistema

(Siemens Healthineers, 2020n).

7.7.4 Triiodotironina livre (FT3)

A triiodotironina ¢ uma hormona sintetizada e segregada pela glandula da tiroide
e formada pela deiodinacdo periférica de tiroxina (T4). A triiodotironina livre (FT3)
corresponde a fracdo em circulagdo livre, por ndo se ligar ao transporte de proteinas. A

T3 livre é metabolicamente ativa.

Os niveis de FT3 estao correlacionados com a secre¢dao e o metabolismo de T3.
No hipotiroidismo e no hipertireoidismo, os niveis de FT3 igualam as alteragdes nos
niveis de T3 total. No entanto, a medig¢ao de FT3 livre € 1til quando ocorrem alteragdes

nos niveis de T3 total devido as altera¢des nas proteinas de transporte.

A medicao de FT3 ¢ feita através de um imunoensaio competitivo que recorre a
tecnologia quimioluminescente direta. A FT3 na amostra compete com um analogo T3

ligado covalentemente as particulas paramagnéticas na fase solida para uma quantidade
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limitada de anticorpo anti-T3 monoclonal de rato marcado com éster de acridina. A
quantidade de FT3 na amostra ¢ inversamente proporcional a quantidade de RLU detetada

pelo sistema (Siemens Healthineers, 20200).

7.7.5. Triiodotironina total (T3)
Nos individuos saudaveis, as concentragdes de TBG permanecem relativamente
constantes em individuos saudaveis, mas noutras situacdes, como anteriormente

mencionadas, os niveis de T3 podem nio refletir de forma precisa o estado da tiroide.

Para fins de diagndstico, a concentragdo de T3 ¢ mais sensivel a certas condi¢des
da tiroide do que T4. Enquanto os niveis de T4 sdo um indicador sensivel (e superior) de
hipotiroidismo, os niveis de T3 caraterizam o hipertiroidismo. Além disso, a concentracao
de T3 no soro altera mais rapida e significativamente do que a concentragdo de T4,
fazendo com que o nivel de T3 seja um excelente indicador da capacidade de resposta da
tiroide aos testes de estimulagdo e supressdo. Em condi¢des de estimulacio forte da

tiroide, o nivel de T3 fornece uma boa estimativa da reserva tiroidea.

O ensaio da T3 consiste num imunoensaio competitivo com recorréncia a
tecnologia quimioluminescente direta. A T3 na amostra compete com o analogo de T3,
que ¢ ligado por covaléncia as particulas paramagnéticas na fase solida para uma
quantidade limitada de anticorpos anti-T3 monoclonais de rato marcados com éster de
acridina. A quantidade de T3 na amostra ¢ inversamente proporcional & quantidade de

RLU detetada pelo sistema (Siemens Healthineers, 2020p).

7.8. Metabolismo dos hidratos de carbono

Os hidratos de carbono sdo macronutrientes com fungdes vitais para o
funcionamento do corpo. Estas moléculas sdo fonte de energia, ajudam a controlar o
metabolismo da glicose e insulina no sangue, participam no metabolismo do colesterol e
triglicerideos e na fermentagdo. Os carboidratos da dieta sdo degradados em glicose no
trato digestivo, para consumo de energia. A glicose em excesso na corrente sanguinea ¢
armazenado no figado e no tecido muscular como reserva energética (Holesh, Aslam, &

Martin, 2021).
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A determinacdo quantitativa de glicose no soro auxilia no diagnostico e
monitorizagdo de distirbios do metabolismo de hidratos de carbono, incluindo a diabetes

mellitus, hipoglicemia neonatal, hipoglicemia idiopatica e sobredosagem de insulina.

O ensaio enzimatico baseia-se no ensaio de Slein que utiliza enzimas hexoquinase
e glicose-6-fofato desidrogenase (Fig. 20). A glicose ¢ fosforilada por ATP na presenca
de hexoquinase, produzindo glicose-6-fosfato e ADP. A glicose-6-fosfato ¢ oxidada na
presenca de glicose-6-fofato desidrogenase, ao mesmo tempo que NAD ¢ oxidado e
forma-se NADH. A absorvancia de NADH ¢ medida como reagdo de ponto final a
340/410 nm. A diferenga entre a absorvancia inicial e final € proporcional a concentragio
de glicose (Fig. 25) (Siemens Healthineers, 2020¢).

Hexoquinase
Glicose + ATP —— > G6P + ADP

G6PD
G6P + NAD+ ———— > 6-Fosfogluconato + NADH + H*

Figura 25: Equacdo da reagdo de medigdo da glucose.

7.9. Metabolismo do ferro

O ferro constitui a estrutura da porfirina como atomo central, sendo importante no
transporte de oxigénio na hemoglobina e mioglobina, ¢ cofator essencial na fungao de
varias enzimas e, como componente dos citocromos, ¢ responsavel pelo transporte de

eletrdes na cadeia respiratoria (Norma n.° 030/2013).

A deficiéncia em ferro pode ocorrer com ou sem anemia numa fase precoce

(Norma n.° 030/2013) (Diregao Geral de Saude, 2015).

7.9.1. Ferro sérico
O ferro sérico (N: 50-150 pg/dL) equivale a quantidade de ferro unido a
transferrina. A utilidade diagndstica deste parametro esta condicionada pela variabilidade

bioldgica ao longo do dia e devido a processos infeciosos ou inflamatorios (Norma n.°

030/2013).

A quantificagao do ferro sérico serve de apoio ao diagndstico € monitorizagao de

hemocromatose e anemias por deficiéncia em ferro (Dire¢do Geral de Saude, 2015).
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O ensaio consiste na degradagdo de ferro sérico da transferrina em condicdes
acidas, sendo reduzido a forma ferrosa. O ferro ferroso ¢ complexado com ferrozina
(indicador sensivel de ferro) para produzir um croméforo colorido, que absorve a 571/658
nm (Fig. 26) (Siemens Healthineers, 2019h).

H+
Transferrina (Fe3*) ————— Apotransferrina + Fe3+*

Fe3+ + Acido Ascérbico ———» Fe2+

Fe?t + Ferrozina —— > Fe?*/Complexo de Ferrozina

Figura 26: Equacdo da reagdo de medigdo do ferro sérico.

7.9.2. Transferrina
A transferrina ¢ a proteina principal responsavel por transportar ferro na
circulagdo sanguinea. O doseamento da transferrina tem menor interferéncia de

variabilidade biolégica (Norma n.° 030/2013) (Direcao Geral de Saude, 2015).

A medicao da concentragao de transferrina tem uma boa correlacio com a
medi¢do da capacidade total de fixagdo do ferro (CTFF) e tem utilidade na avaliagdo dos
niveis globais de ferro. Niveis reduzidos de transferrina estdo associados a inflamagao
aguda, doenca hepatica cronica e hemocromatose; enquanto niveis aumentados
verificam-se na deficiéncia em ferro, gravidez, hepatite e na utilizagdo de contracetivos

orais.

A medicao da transferrina ocorre por um ensaio imunoturbidimétrico refor¢ado
por polietilenoglicol (PEG). O soro ¢ diluido e a transferrina presente reage com um
antissoro especifico que origina um precipitado, medido de forma turbidimétrica a
430/596 nm. A concentragdo da transferrina é determinada com recurso a construgao de
uma curva de calibracdo a partir da observancia de padrdes (Siemens Healthineers,

2019p).

7.9.3. Capacidade total de fixagdo do ferro (CTFF)
A capacidade total de fixagdo ao ferro equivale ao doseamento de ferro num soro

onde a ferritina foi previamente saturada in vitro. A transferrina e CTFF representam a
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mesma fungdo fisioldgica, mas com resultados expressos em unidades diferentes (Norma

n.° 030/2013) (Dire¢ao Geral de Saude, 2015).

A determina¢do da capacidade total de ligagdo de ferro ocorre num processo
sequencial, monitorizado espectrofotometricamente. A amostra de soro ¢ adicionada a
um reagente acido que contém ferro e um corante fixador de ferro. O ferro fixado ¢
libertado pelo acido. O tampao neutro adicionado e a variagdo no pH contribuem para o
ferro ligue e sature a transferrina. A reduc¢do na absorvancia ¢ diretamente proporcional a
capacidade de ligagdo de ferro na amostra (Fig. 27) (Siemens Healthineers, 2019d).

H
Fe3+ + Chromazurol B + Fe" Transferrina ————— Fe- Chromazurol B + Transferrina
pH neutro

Fe- Chromazurol B + Transferrina ———» Fe- Transferrina + Fe- Chromazurol B

Figura 27: Equagdo da reagdo de medicao de CTFF.

7.9.4. Ferritina sérica

A ferritina € um composto constituido por moléculas de ferro ligadas a
apoferritina, representado as reservas de ferro no organismo. E responsével pela absorgao,
armazenamento e libertacdo do ferro e permanece nos tecidos até ser necessario para
eritropoiese. Quando necessario, as moléculas de ferro sdo libertadas da apoferritina e
ligam-se a transferrina que transporta o ferro as células eritropoéticas (Siemens

Healthineers, 2019g).

A ferritina sérica (N: 30-340 ng/mL) ¢ o parametro do metabolismo do ferro com
maior utilidade e o melhor para avaliar as reservas de ferro no organismo, sendo que
baixas concentragdes sao sinal de deficiéncia em ferro. No entanto, valores falsamente
normais podem ocorrer em situagdes de infecao ou inflamagao, insuficiéncia renal, artrite

reumatoide e hepatite (Norma n.° 030/2013) (Dire¢ao Geral de Saude, 2015).

A ferritina sérica ¢ medida por um imunoensaio do tipo sandwich efetuado em
dois locais que recorre a tecnologia quimioluminométrica direta, a qual utiliza
quantidades constantes de dois anticorpos antiferritina. O anticorpo antiferritina
policlonal estd marcado com éster acridina e o anticorpo antiferritina monoclonal, na fase

solida, esté ligado covalentemente a particulas paramagnéticas. A quantidade de ferritina
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na amostra ¢ diretamente proporcional a quantidade de unidades de luz relativa (RLU)

detetadas pelo sistema (Siemens Healthineers, 2019g).

7.10. Estudo da fertilidade
O estudo da fertilidade consiste na determinagdo das hormonas responsaveis pela

regulacdo do eixo hipotalamo-hipdfise-gonodal.

As hormonas FSH, LH, hCG e prolactina sao doseadas por um imunoensaio do
tipo de sanduiche, que recorre a tecnologia de quimioluminescéncia direta. Existe uma
correlacdo direta entre a concentracdo destas hormonas na amostra e a quantidade de RLU
detetadas pelo sistema. O ensaio de testosterona e progesterona consiste num
imunoensaio competitivo combinado com quimioluminescéncia direta. A concentragao
de testosterona ou progesterona presente na amostra ¢ indiretamente proporcional a

quantidade de RLU emitido

7.10.1. Hormona foliculo-estimulante (FSH)

A hormona foliculo-estimulante (FSH) ¢ uma hormona de glicoproteina segregada
pela adeno-hipofise em resposta a hormona libertadora de gonodotrofina (GnRH)
segregada pelo hipotdlamo. A secre¢do de FSH ¢ regulada por mecanismos de feedback
positivo e negativo que envolvem o eixo hipotalamo-hipoéfise, os 6érgaos reprodutores e
as hormonas esteroides sexuais e da hipofise. Nas mulheres, a FSH atua sobre os foliculos
ovarianos com fung¢ado estimuladora do desenvolvimento do foliculo e a da producao de
estradiol e outros estrogénios durante a fase folicular do ciclo menstrual e, em sinergia
com LH, provoca a ovulacdo. Nos homens, a FSH estimula a espermatogénese nas células

de Sertoli nos tubulos seminiferos dos testiculos.

Concentragdes anormais de FSH combinados com niveis aumentados ou
diminuidos de LH, estrogénios, progesterona e testosterona estdo associados a varias
patologias. Niveis elevados de FSH verificam-se nas mulheres durante a fase da
menopausa ou com hipofun¢do ovariana primaria, enquanto nos homens esta associado a
hipogonadismo primario. Niveis diminuidos de FSH estdo associados a hiperfun¢ao

ovariana primaria nas mulheres e a hipergonadismo primario nos homens. As mulheres
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com niveis normais ou baixos de FSH podem ter sindrome do ovario policistico (Siemens

Healthineers, 20201).

7.10.2. Hormona Luteinizante (LH)

A hormona luteinizante (LH) ¢ uma hormona de glicoproteina segregada pela
adeno-hipofise em resposta a hormona libertadora de gonodotrofina (GnRH) segregada
pelo hipotadlamo. A secre¢do de LH ¢ regulada por mecanismos de feedback positivo e
negativo que envolvem o eixo hipotdlamo-hipofise, os 6rgaos reprodutores e as hormonas
esteroides sexuais e da hipofise. Nas mulheres, a LH estimula a produgdo de estrogénios
nas células teca dos foliculos (FSH converte em estradiol na fase folicular), provoca a
ovulagdo ao atuar sinergicamente com FSH no foliculo de Graaf durante o pico de meio
ciclo e estimula a formagao do corpo luteo apds ovulagdo e secrecao de progesterona. Nos
homens, a LH estimula a secrecdo de testosterona nas células de Leydig no tecido

intersticial dos testiculos.

Concentragdes anormais de LH combinados com niveis aumentados ou
diminuidos de FSH, estrogénios, progesterona e testosterona estdo associados a varias
patologias. Niveis elevados de LH estdo associados a menopausa, hipofun¢do ovariana
primaria e sindrome do ovario policistico na mulher e a hipogonadismo primario no
homem. A diminui¢do de LH verifica-se em casos de hiperfun¢do ovariana primarias nas

mulheres e de hipergonadismo primario nos homens (Siemens Healthineers, 2021Db).

7.10.3. Testosterona

A testosterona ¢ uma hormona esteroide controlada pela LH e é o principal
androgénio nos homens. A LH libertada pela adeno-hipoéfise atua diretamente nas células
de Leydig para a produgdo de testosterona. A testosterona estimula a maturagao adulta

dos orgaos genitais externos e das carateristicas sexuais secundarias.

A diminui¢do de testosterona nos homens pode ocorrer em casos de
hipogonadismo hipogonadotrépico, falha testicular, hiperprolactinemia,
hipopituitarismo, algumas doengas hepaticas e renais e doengas graves. Nas mulheres, os

niveis de testosterona sdo muito inferiores € o aumento da concentragdo sérica pode ser
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verificado na sindrome policistico, hiperplasia adrenal, infertilidade, hirsutismo,

amenorreia e obesidade (Siemens Healthineers, 20201).

7.10.4. Progesterona

A progesterona ¢ uma hormona esteroide responsavel pela regulacdo do aparelho
reprodutor feminino durante o ciclo menstrual. A progesterona ¢ produzida pelo corpo
luteo para preparacdo do endométrio para implante do blastocisto e pela placenta para
manutencao da gravidez. O cortex adrenal masculino e feminino e os testiculos sdo fontes

menores de progesterona.

No inicio do ciclo menstrual (fase folicular), os niveis de progesterona sao baixos.
Ap0s a ovulagdo, a produgao de progesterona pelo corpo luteo aumenta rapidamente, com
um pico de concentracdo apos 4 a 7 dias da ocorréncia da ovulagdo. Estes niveis mantém-
se durante 4 a 6 dias e diminuem posteriormente para os niveis de referéncia, com indugao
da menstruag@o. Durante a gravidez, os niveis de progesterona aumentam constantemente

até aos niveis maximos no terceiro trimestre.

A avaliacdo clinica da progesterona confirma a ovulagdo e a funcdo lutea normal
nas mulheres ndo gravidas. As mulheres que utilizam contracetivos orais apresentam
niveis de progesterona suprimidos. A producdo inadequada de progesterona pelo corpo
lateo pode ser sugestiva de deficiéncia da fase lutea, que estd associada a infertilidade e

aborto precoce (Siemens Healthineers, 2020j).

7.10.5. Gonadotropina coriénica humana (hCG)

A gonadotropina coridnica humana (hCG) é uma glicoproteina sintetizada pelas
células da placenta e estd envolvida na conservagao do corpo luteo durante a gravidez.
Ao fim de 1 semana de conceg¢do, a hCG pode ser detetada e os niveis aumentam
exponencialmente durante 8 a 10 semanas apds o ultimo ciclo menstrual. A concentragao
de hCG comega a diminuir com o inicio da produ¢ao de esteroides na placenta, cerca de
12 semanas apos a concecdo. Os niveis de hCG podem também estar aumentados em
situagdes de gravidez ectdpica, ameaca de aborto e fim recente da gravidez (Siemens

Healthineers, 2020g).
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7.10.6. Prolactina

A prolactina ¢ uma hormona polipeptidica de cadeia nica segregada pela adeno-
hipofise, responsavel pelo inicio e manutenc¢ao da lactagdo nas mulheres e pela regulagdo
da funcdo gonadal nos homens e nas mulheres. Esta hormona ¢ também sintetizada pela
placenta e esta presente no liquido amniodtico. Durante a gravidez e a lactagdo pos-parto,
a prolactina sérica aumenta entre 10 e 20 vezes. O exercicio fisico, stress e sono podem

provocar o aumento temporario da concentragdo de prolactina.

Niveis de prolactina sérica constantemente elevados, na auséncia de lactagao
durante a gravidez e pods-parto, podem ser indicadores de hiperprolactinemia. As
consequéncias mais frequentes de hiperprolactinemia sdo galactorreia, amenorreia e
infertilidade nas mulheres e impoténcia e hipogonadismo nos homens. Insuficiéncia renal,
hipotiroidismo e adenomas hipofisarios secretores de prolactina sdo causas comuns de

niveis anormais elevados de prolactina (Siemens Healthineers, 2020k).

7.11. Serologia infeciosa

A serologia infeciosa baseia-se na detegdo de anticorpos e/ou antigénios para o
diagnostico de doengas infeciosas. No contacto com um antigénio de um agente infecioso,
sdo desenvolvidos inicialmente anticorpos da classe IgM. Posteriormente ocorre mudanca
para a producdo de anticorpos da classe IgG, que se tornam a classe predominante. A
pesquisa de anticorpos IgM pressupde o diagnostico de infe¢des recentes. As IgG tém a
capacidade de atravessar a placenta, contrariamente as IgM, permitindo uma imunidade

passiva aos recém-nascidos (Valente et al., 1993).

7.11.1. Hepatites virais
As hepatites virais sdo doengas hepaticas infeciosas que podem evoluir para
quadros clinicos mais graves, como cirrose ¢ carcinoma hepatocelular (Viana et al.,

2017).

No laboratorio da SYNLAB, estdo disponiveis os testes de rastreio para virus da
hepatite A, B e C. Os marcadores serologicos sdo determinados por imunoensaios do tipo

sanduiche (HBsAg, anti-HBs, anti-HBc, HBeAg), indireto do tipo sanduiche (anti-HVC),
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de captura (anti-VHA IgM) e competitivo (anti-VHA total, anti-HBe), com recurso a
tecnologia de quimiolumicescénia. A exce¢do do imunoensaio competitivo, a quantidade
de marcador seroldgico na amostra ¢ diretamente proporcional a quantidade de RLU

detetadas pelo sistema.

O virus da hepatite A (VHA) é um virus de RNA, de cadeia simples, da familia
Picornaviridae. A transmissdo do VHA ocorre por via fecal-oral, através da ingestao de
alimentos contaminados ou devido a fracas condi¢des sanitarias. O periodo de incubagdo
varia entre 15 e 40 dias (média 30 dias). A infecdo cronica ndo se verifica nas infegdes
por VHA. O anticorpo para o VHA ¢ detetavel apos o aparecimento dos sintomas. O anti-
VHA IgM ¢ detetavel durante 3 a 6 meses ap0s inicio dos sintomas, enquanto o anti-VHA
IgG pode persistir indefinidamente. A detegdo de anti-VHA IgM ¢ sugestivo de infe¢ao
aguda pelo VHA. O anti-VHA total ¢ utilizado principalmente para a determinagdo de
infecdo antiga (Siemens Healthineers, 2020f).

O virus da hepatite B (VHB) ¢ um virus de DNA pertencente a familia
Hepadnaviridae. Os principais meios de transmissdo do VHB sdo relagdes sexuais
desprotegidas, transfusdes sanguineas, transmissdo vertical e partilha de objetos
cortantes. O periodo de incubagao varia entre 60 e 180 dias, com uma média de 90 dias.
O HBYV ¢ constituido por uma estrutura externa (envelope viral) e uma estrutura interna
(core) e os antigénios de cada estrutura estimulam a producdo de anticorpos. Os
marcadores serologicos de infecdo por VHB sdo antigénio de superficie (HBsAg),
anticorpo para antigénio de superficie (anti-HBs), anticorpo para antigénio core (anti-
HBc), antigénio “e” (HBeAg) e anticorpo para antigénio “e” (anti-HBe) (Viana et al.,
2017).

O HBsAg ¢ o primeiro marcador seroldgico a surgir numa infecdo aguda por
VHB. O anti-HBc total estd presente durante todo o periodo de infe¢do e nos individuos
que recuperaram de infe¢do passada. O HBeAg ¢ um marcador de niveis elevados de
replicagdo viral, que corresponde a uma alta taxa de infecciosidade. A persisténcia de
HBeAg superior a 10 semanas e/ou HBsAg e DNA de VHB superior a 6 meses indica

evolugdo para infe¢do cronica pelo VHB (Viana et al., 2017).

A detecdo exclusiva de anti-HBs indica imunidade contra VHB em individuos

imunizados pela vacina da hepatite B. Os individuos que recuperaram de infecao passada
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desenvolvem anticorpos anti-HBs e anti-HBc. Os individuos com infe¢dao crénica nao

produzem anti-HBs (Viana et al., 2017).

O virus da hepatite C (VHC) ¢ um virus de RNA da familia Flaviviridae (Viana
et al., 2017). A transmissdo do VHC ocorre principalmente por transfusdo sanguinea,
consumo de drogas por via intravenosa, procedimentos de colocagdo de piercings ou
tatuagens, exposicao nosocomial, contacto sexual, contacto doméstico casual, técnicas de
reproducdo assisténcia e de mae para o filho durante a gravidez, o parto ou no periodo
pos-parto. O VHC ¢ o principal agente etioldgico de hepatite cronica que ndo A e B. A
presenga de anticorpos do VHC indica infecdo passada ou possibilidade de transmitir

VCH (Siemens Healthineers, 2019k).

7.11.2. Virus da imunodeficiéncia humana

O virus da imunodeficiéncia humana (VIH) é um retrovirus da subfamilia
Lentivirinae, que se propaga por contacto sexual, transmissdo perinatal e exposicao a
sangue ou produtos hematicos infetados. O VIH do tipo 1 (VIH-1) é o principal agente
responsavel pela sindrome da imunodeficiéncia humana adquirida (SIDA). Nas infeg¢des
por VIH do tipo 2 (VIH-2), as taxas de transmissao e replicacdo do virus sdo inferiores e
a taxa de declinio das células T CD4 ¢ mais lenta. O procedimento efetuado no Atellica
¢ um teste de rastreio da infe¢do por VIH através da detecdo de anticorpos anti-VIH-1
e/ou anti-VIH-2 e/ou antigénios p24. As amostras reativas devem ser testadas novamente

e devem ser acompanhadas com testes suplementares (Siemens Healthineers, 2020h).
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9. Controlo da qualidade
O laboratorio da SYNLAB tem o objetivo de garantir resultados confiaveis e
rigorosos, com base nas Normas ISO 9001, ISO 15189 e Manual de Boas Praticas

Laboratoriais (MBPL), requisitos legais e regulamentagdo aplicavel.

9.1. Controlo Interno da Qualidade (CIQ)
O CIQ ¢ praticado diariamente, antes de serem processadas quaisquer amostras,
em todos os setores do laboratério da SYNLAB com o objetivo de realizar resultados

reprodutiveis.

A passagem de controlos ¢ efetuada no inicio da corrida analitica, nos ensaios com
elevado numero de amostras processadas, apds nova calibragdo, troca de reagente ou
intervencdo técnica no equipamento. Os resultados dos controlos sdo analisados nos
graficos de Levey-Jennings com aplicacdo das regras multiplas de Westgard. O objetivo
dos controlos ¢ garantir detecdo de anomalias, avaliacdo de erros a fim de corrigir

imediatamente.

9.2. Avaliagao Externa da Qualidade (CEQ)

O laboratorio da SYNLAB participa em varios programas de CEQ, tais como,
United Kingdom National External Quality Assessment Service (UK NEQAS), Sociedad
Espariola de Medicina de Laboratorio (SEQC), Randox International Quality Assessment
Schemes (RIQAS) e Programa Nacional de Avaliagdo da Qualidade Laboratorial

orientado pelo Instituto Nacional de Satde Doutor Ricardo Jorge.

Nestes programas ¢ avaliado o desempenho dos laboratorios participantes,

atribuindo comparagao entre os laboratorios relatados num relatorio dos resultados.
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ANEXO — Padroes de imunofluorescéncia indireta de ANA (International Consensus

on ANA Patterns)

Padrao Antigénios associados Observagao

Negativo
Nuclear
dsDNA, nucleossomas ¢ histonas
homogéneo
Nuclear SS-A/Ro, SS-B/La, Mi-2, TIF 1y,
finogranular TIF1B, Ku
Nuclear
finogranular DFS70/LEDGF
denso
Centromero CENP-A, CENP-B
Nuclear hnRNP, UIRNP, Sm, RNA
mosqueado polimerase 11
Multiplos
Sp-100, proteinas PML, MJ/NXP-
pontos
2
nucleares

Raros pontos .
p80-coilina, SMN
nucleares

100
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PM/Scl-75, PM/Scl-100, Th/To,

Nucleolar
B23/nucleofosmina, nucleolina,
homogéneo
No55/SC65
Nucleolar o
U3-snoRNP/fibrilarina
grumoso
Nucleolar '
. RNA polimerase I, hUBF/NOR-90
pontilhado
Membrana Laminas A, B, C ou proteinas
nuclear associadas as laminas
Nuclear
pontilhado PCNA
pleomorfico 4:
o o -
Citoplasmatico
filamentoso Actina, miosina ndo muscular
linear
Citoplasmatico . . _ .
Vimentina, citoqueratina,
filamentoso o
‘ tropomiosina
fibrilar
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