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Sinopse

O trabalho a seguir apresentado constitui o resultado de dois anos de aprendizagem
sobre Analises Clinicas e representa um elemento essencial para a avaliacao final do Mestrado
em Analises Clinicas, ministrado pela Faculdade de Farméacia da Universidade de Lisboa.

Este relatorio estara dividido em duas partes fundamentais: o Relatério de Estagio e a
Monografia. Na primeira parte (Parte 1), sdo descritas todas as aprendizagens adquiridas através
da realizacdo do estagio curricular no Centro Hospitalar do Médio Tejo, E.P.E., que incluem a
percecdo da dindamica de um laboratério de andlises clinicas em contexto hospitalar, execucéo
de técnicas e metodologias na determinacdo de parametros analiticos, aplicacdo de conceitos
sobre gestdo e qualidade laboratorial e também observacdo da validagcdo biopatoldgica de
resultados nos diferentes setores do laboratorio. Na segunda parte (Parte 1), é apresentada a
Monografia, com o tema “Gravidez e Pré-eclampsia: Diagnostico e Preven¢ao”, onde sdo
desenvolvidos todos os aspetos relacionados com a evolugédo desta doenca durante a gestacgéo,
nomeadamente, a definicdo e caracterizacdo clinica da doenca, a importancia do laboratorio de
analises clinicas no seu diagnostico precoce e de que forma a mulher gravida pode prevenir

complicacdes prejudiciais para a saude materno-fetal.
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Resumo

A primeira parte deste trabalho, o Relatério de Estagio, € o resultado do estagio
curricular realizado no Servico de Patologia Clinica do Centro Hospitalar do Médio Tejo, E.P.E.
(CHMT), que teve a duracdo de novecentas e setenta horas. Neste relatorio serdo descritas todas
as fases do processo analitico (Fase Pré-Analitica, Fase Analitica e Fase Pos-Analitica) e 0
modo como cada uma decorre no local do estéagio.

A Fase Pré-Analitica comeca com a requisicao das andlises por parte do clinico e a
avaliacdo da conformidade da requisi¢do por parte do assistente técnico, que efetua o registo
do utente no sistema informatico do laboratério. Neste capitulo serdo ainda abordados o modo
de preparacdo do utente para cada tipo de analise e 0 modo como se efetua a colheita dos varios
tipos de produtos bioldgicos. Esta fase termina com a rececdo das amostras no laboratério e a
sua triagem para os respetivos setores analiticos.

Na Fase Analitica sdo abordadas e descritas todas as analises e técnicas de analise
realizadas nos diferentes setores do Servigo de Patologia Clinica (Hematologia, Microbiologia
e Imunoquimica [Bioquimica e Imunologia]). Para cada analise realizada serdo descritos o tipo
de amostra utilizada, a metodologia, as limitagdes/interferéncias e a interpretacdo clinica em
casos de resultados fora dos intervalos de referéncia.

A Fase Pds-Analitica compreende o processamento das amostras depois da sua analise,
mas também a entrega de resultados ao clinico. Neste capitulo serdo descritos 0 modo e duracéao
do armazenamento das amostras analisadas e as diferentes formas de comunicacdo de
resultados, criticos ou ndo, ao clinico.

O ultimo capitulo deste relatério sera um capitulo dedicado ao Sistema de Gestdo da
Qualidade, onde serdo descritas todas as formas de controlo da qualidade adotadas pelo
laboratério, como por exemplo, o controlo da qualidade interno dos respetivos setores
analiticos, mas também a participacdo do mesmo em programas de avaliagdo externa da
qualidade. Este capitulo torna-se fundamental para entender como funciona um laboratério
certificado e como se torna importante ter um Sistema de Gestdo da Qualidade controlado para
que os servicos de andlises clinicas prestados no Centro Hospitalar sejam efetuados com a

maxima qualidade possivel.

Palavras-chave: Andlises, Patologia, CHMT, Qualidade
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Abstract

The first part of this Internship Report is realtive to the curricular internship completed
at the Clinical Pathology Service of Centro Hospitalar do Médio Tejo, E.P.E. (CHMT), for the
duration of nine hundred and seventy hours. We shall describe every phase of the testing process
(Pre-Analytical Phase, Analytical Phase and Post-Analytical Phase) and the way in which each
phase takes place at this specific internship location.

The Pre-Analytical Phase begins with an analysis requisition issued by the practician
and a subsequent conformity assessment of that same requisition by a technical assistant who
then registers the user in the laboratory computer system. In this chapter, we shall disscuss the
user preparation methods employed for each analysis typology and how the various sorts of
biological products are harvested. This phase is concluded by receiving the samples at the
laboratory and their assortment for subsequent distribuition to each designated analytical sector.

In the Analytical Phase, all analysis and analysis techniques performed in the different
sectors of the Clinical Pathology Service (Hematology, Microbiology and Immunochemistry
[Biochemistry and Immunology]) are addressed and described. For each analysis performed,
the sample type used, the methodology, the limitations / interferences and the clinical
interpretation in cases of results outside the reference ranges will be described.

The Post-Analytical Phase is comprised of sample processing after analysis as well as
the delivery of results to the practician. In this chapter, the process and duration of storage of
the analyzed samples as well as the different ways of communicating results to the practician,
critical or not, will be described.

The last chapter of this report will regard to the Quality Management System, where all
forms of quality control adopted by the laboratory will be described, for example, the internal
quality control of each individual analytical sector as well as their role in external quality
assessment programs. This chapter is essential to understand the manner in which a certified
laboratory works and the importance of having a controlled Quality Management System so
that the clinical analysis services provided within the Hospital Center are carried out with the
highest possible quality.

Keywords: Analysis, Pathology, CHMT, Quality
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1. Introducéo

O plano de estudos do Mestrado em Anélises Clinicas da Faculdade de Farmécia da
Universidade de Lisboa contempla um estagio curricular, o qual sera descrito no presente
relatorio. Este estagio constitui o espaco adequado de aplicacdo dos conhecimentos ministrados
ao longo da componente curricular, onde o mestrando adquire a capacidade de conduzir
corretamente a analise de um determinado produto biolégico por forma a obter resultados
exatos e, consequentemente, fiaveis. Foram tracados, portanto, os seguintes objetivos:

= Aplicar as técnicas de colheita adequadas a cada determinacao;

= |dentificar problemas e apresentar solugoes;

= Aplicar os conhecimentos relacionados com a planificacdo e organizacdo das
atividades diarias do laboratorio de Anélises Clinicas;

» Integrar os conhecimentos ministrados ao longo da formacao tedrica;

= Adquirir capacidade critica e de autocritica no ambito da atividade profissional
das Analises Clinicas;

= Demonstrar capacidade para exercer a atividade em equipas multidisciplinares;

= Adquirir conhecimentos que permitam a compreensdo e aplicacdo dos principios
do controlo e garantia da qualidade;

= Adquirir capacidade para desenvolver trabalho auténomo associado ao
diagnostico laboratorial;

= Promover o contacto com os doentes aplicando principios éticos e deontoldgicos.

Para a realizacdo deste estagio foi escolhido o Centro Hospitalar do Médio Tejo, E.P.E.
(CHMT) por ser constituido por varias Unidades Hospitalares. Tal facto, possibilitou o
acompanhamento da atividade de um laboratério de maior dimensdo num contexto, tanto de
rotina, como de urgéncia (prestacdo de cuidados de satde durante vinte e quatro horas). Com a
realizacdo do estagio no laboratorio central do CHMT, em Tomar, foi possivel a passagem pelas
valéncias: Fase Pré-Analitica, Bioquimica, Imunologia, Hematologia e Microbiologia. Deste
modo, o estdgio teve a duracdo de aproximadamente novecentas e setenta horas e foi orientado

pelo Doutor Luis Morais, Farmacéutico Assessor Sénior no CHMT.
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2. Centro Hospitalar do Médio Tejo, E.P.E.

O CHMT e constituido por trés Unidades Hospitalares, sendo elas o Hospital Doutor
Manoel Constancio, em Abrantes, o Hospital Nossa Senhora da Graca, em Tomar, e 0 Hospital
Rainha Santa Isabel, em Torres Novast.

Este centro hospitalar foi criado através do Decreto-Lei n® 93/2005, de 7 de junho, que
transformou as Sociedades Andnimas (S.A.) em Entidades Publicas Empresariais (E.P.E.) e,
atualmente, a sua area de abrangéncia contempla uma populacéo de mais de 265 mil habitantes,

distribuidos por cerca de quinze concelhos do distrito de Santarém?.

Ferreira do Zézere

Sardoal
Vila
de Rei

[H]

Alcanena

Tomar
sb-d

Abrantes
Entroncamento Vila Nova da
Barquinha

Goleg3

Ponte de Sér

Figura 1: Area de abrangéncia do CHMT.
Fonte: Plano de Prevencdo de Riscos de Gestdo — Revisdo 33.

O CHMT pretende ser reconhecido como um Centro Hospitalar de referéncia na
prestacdo de cuidados de salde a populacdo por ele abrangida, com especialidades
diferenciadas, apostando no desenvolvimento de servigos eficientes e inovadores com uma
gestdo adequada dos recursos, sempre com o objetivo do tratamento e da reabilitacdo, em tempo
clinicamente adequado, dos doentes, em condi¢des Otimas de qualidade e humanidade dos
servicos prestados, de modo a atingir a satisfagdo dos mesmos.

E importante referir ainda que o0 CHMT se rege pelo principio de acesso ao Servigo

Nacional de Satde, de acordo com as regras de organizacio e as redes de cuidados de satde®.
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2.1. Servico de Patologia Clinica

O Servigo de Patologia Clinica (SPC) do CHMT esté inserido no departamento de meios
de diagndstico e terapéutica e tem um papel fundamental no diagndstico e na orientacédo
terapéutica dos doentes deste Centro Hospitalar. Este servico tem como diretor o Dr. Carlos
Cortes e a sua missao é°:

= Colaborar com os Servigos Clinicos e com as Unidades de Saude externas que o
solicitem;

= Fornecer resultados analiticos requisitados pelo médico;

= Colher produtos bioldgicos e processar amostras;

= Dar apoio e aconselhar, técnica e cientificamente, os Servigos Clinicos na

orientacdo diagnostica e terapéutica.

O SPC esta dividido em trés laboratérios, sendo que cada um deles esta sediado numa
Unidade Hospitalar do CHMT. Tendo em conta as valéncias realizadas em cada um destes
laboratorios, a sua diviséo é feita do seguinte modo®:

= Atendimento ao publico;

= Colheitas de produtos bioldgicos;
= Rececdo de produtos bioldgicos;
» Processamento analitico;

= Validacdo de resultados.

Assim, o Laboratdrio Central estd sediado em Tomar, e engloba os seguintes setores:
Hematologia; Imunoquimica (Bioquimica e Imunologia); Microbiologia; colheitas de produtos
bioldgicos e envio de resultados analiticos e Consulta de Hipocoagulacéo Oral. Por outro lado,
os laboratérios das Unidades Hospitalares de Torres Novas e Abrantes, de menores dimensdes,
apenas realizam colheitas de produtos bioldgicos e fazem a rececdo e o processamento de
amostras urgentes provenientes dos Servicos Clinicos do respetivo hospital, assim como o envio
de resultados analiticos e a Consulta de Hipocoagulacéo Oral.

Para que todos estes processos estejam a funcionar, o SPC é dotado de profissionais com
competéncias especificas na vertente laboratorial, técnica e analitica, sendo composto por uma
equipa interdisciplinar de Médicos especialistas em Patologia Clinica (MPC), Técnicos

Superiores de Saude (TSS), Técnicos Superiores do Regime Geral, Técnicos de Diagnoéstico e
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Terapéutica - Ramo de Analises Cinica e Saude Publica (TSDT), Assistentes Operacionais
(AO) e Assistentes Técnicos (AT)°.

2.2. Sistema informatico do laboratorio (modulab)

O modulab é um programa de gestdo de laboratorios da empresa WERFEN. Este
programa foi pensado para proporcionar a melhoria continua da qualidade e rapidez dos
servicos, tanto em hospitais, como em laboratérios de andlises clinicas, pois para além de
garantir o acesso seguro a informacdo laboratorial a todo o momento e em qualquer lugar,
também une todas as fases do processo de gestdo num sé programa (desde as solicitacdes

analiticas até & emissdo dos resultados)®.

w modulab

Figura 2: Logotipo do programa de gestdo de laboratdrios, modulab.
Fonte: Modulab | Werfen em Portugal®.

A juncdo deste sistema de gestdo com os sistemas pré-analiticos e analiticos robotizados,
através da capacidade de integracédo e conetividade do modulab com qualquer outro sistema de
informacdo e com os diferentes equipamentos do laboratério, traz uma mais valia a realizacdo
dos processos de forma eletrénica, o que resulta no aumento da produtividade e eficiéncia do
laboratdrio, assim como, a minimizag&o de erros grosseiros de cariz humano, proporcionando

um aumento da qualidade assistencial ao utente®.
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3. Fase Pré-Analitica

O laboratorio fornece informacao crucial para o diagndstico e tratamento de doencas
suspeitas, bem como monitorizacéo de doencas ja confirmadas. No entanto, s6 o podera fazer
se as amostras forem de boa qualidade, em quantidade suficiente, colhidas adequadamente e
acompanhadas de informacio clinica pertinente e informacio da terapéutica em curso’. Deste
modo, é essencial que toda a fase pré-analitica, desde a requisi¢do da analise até a triagem da
amostra para o devido setor analitico, decorra sem interferentes que possam levar a erros.

Neste capitulo serdo descritas todas as fases do processo para a realizacdo de uma analise
laboratorial, desde a requisicéo da analise, por parte do médico, até a colheita e, finalmente, a
passagem da amostra na rececdo do SPC de modo a que seja feita a sua triagem para o respetivo

setor analitico.

3.1. Requisicao das analises

As andlises sdo requisitadas pelos médicos do CHMT, em internamento, ambulatério,
consulta externa ou urgéncia®, ou por médicos externos®.

Caso a requisicdo seja interna, é efetuada no Sistema Integrado de Informacéo Hospitalar
(SONHO), ou seja, no sistema informatico do hospital ou, diretamente, no sistema informatico
do laboratério, o modulab®, conforme o funcionamento do servico. E de salientar que, no
servico de urgéncia, as etiquetas que vém sdo as do SONHO, portanto, sempre que possivel, as
requisicOes devem chegar ao laboratério para serem registadas no seu sistema informético, com
0 objetivo de se utilizar apenas as etiquetas do modulab®. Em relagdo aos restantes servicos, os
recipientes/tubos de amostra vém devidamente etiquetados do servigo requisitante, isto €, com
as etiquetas utilizadas no laboratério.

Se a requisicdo da analise é externa, esta deve vir em papel e ser entregue no SPC, pelo

utente, no momento da marcacéo das analises®.
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3.2. Marcacao das analises

A marcacdo das analises ¢ feita pelo AT aquando da rece¢do da requisi¢do dos utentes
externos. Esta marcacdo € feita através do registo do utente no SONHO e no modulab. No
mesmo momento, 0 AT deve proceder a avaliagdo da conformidade da requisi¢do assim como
informar o utente de como se deve preparar para a colheita, de acordo com as especificidades
das analises requisitadas®.

3.2.1. Avaliacao da conformidade da requisicao

O AT é entdo responsavel por, durante o seu periodo de trabalho, verificar se a requisicdo
vem conforme. No entanto, fora desse periodo e apenas nos casos de utentes internos, esta
funcdo passa a ser do TSDT.

Se a requisicdo se encontra ndo conforme, o médico prescritor deve ser contactado para
que possa proceder a retificacio da mesma?®, e deve ser registado no modulab que a requisicéo
se encontrava ndo conforme®®.

Assim, rejeita-se a requisicio se um dos critérios abaixo estiver presente®®:

= Preenchimento incorreto da requisicao;
= Requisicdo em impressos ndo controlados ou obsoletos;

= Requisic¢do rasurada ou alterada.
3.2.2. Preparacéo do utente

Os parametros bioldgicos a determinar em laboratdrio séo influenciados por multiplos
fatores e sofrem variages fisioldgicas ao longo do dia e/ou em fungéo do estado de repouso,
atividade fisica, postura, ingestéo de alimentos ou inalacéo de fumo. Por conseguinte, a colheita
de amostras bioldgicas para analise deve ser efetuada em condi¢Bes padronizadas e, para que
ISSO acontega, o utente deve cumprir alguns requisitos analiticos como, por exemplo, 0 jejum
ou dieta prévia’. No caso de determinagdes do perfil lipidico, o utente devera ser alertado para
que seja feito um jejum de cerca de dez a catorze horas, enquanto que, uma colheita de sangue,
para outras determinagdes, é suficiente um jejum de oito a dez horas’.

E também essencial ter uma conversa com o utente de forma a avaliar e eliminar

possiveis causas de interferéncia nos resultados analiticos. Portanto, para que a preparacéo do
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mesmo para a colheita seja mais eficiente, na altura da marcacdo das analises, o0 AT deve
transmitir as condigOes de preparagdo a serem cumpridas’.

Se a colheita é para ser feita em ambulatério, deve também ser entregue ao utente o
recipiente/contentor ou o kit apropriado para a colheita, juntamente com o respetivo
procedimento escrito, em funcdo do exame a realizar. Nessa ocasido, o utente deve ainda ser
alertado para a boa utilizacdo do recipiente/contentor e ser informado da importancia de apenas
0 abrir na altura da colheita, de modo a ndo verter ou sujar/conspurcar o exterior*. E de referir
ainda que as colheitas feitas em ambulatério devem ser realizadas, preferencialmente, entre as
sete e as oito horas da manha, ou seja, logo ap6s levantar e que, para realizacdo de analises
microbioldgicas, as colheitas devem ser efetuadas, sempre que possivel, antes de qualquer

antibioterapia.

3.3. Admissdo do utente

O AT efetiva a marcacio do utente e, no dia da colheita, realiza a sua admissao®.

3.4. Colheita e identificacdo da amostra

A colheita da amostra bioldgica pode ser realizada em dois sitios distintos, na sala de
colheitas da Unidade Hospitalar ou em ambulatorio.
No dia marcado para a realizacao das andlises o utente é chamado a sala de colheitas por

ordem de chegada ou por prioridade.
3.4.1. Preparacéo para a colheita

Antes de iniciar a colheita 0 TSDT deve verificar as sequintes condicdes’:

» Requisi¢do devidamente preenchida pelo médico, ou registada previamente pelo
AT, com informacgdo clinica relevante, terapéutica em curso ou outras
informagdes relevantes;

= Identificacdo do utente, perguntando o nome e verificando a idade e o género®.
Se o utente for colaborante, deve ser ele a responder, se ndo for colaborante
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solicitar a identificacdo do mesmo ao seu acompanhante, de forma a verificar se
esta de acordo com a identificacio da requisicdo*?;

= Preparacdo do utente, questionando se esta foi bem feita, nomeadamente, o
jejum, a dieta e outras restri¢oes;

= Escolha do recipiente apropriado para a amostra, tendo em conta o volume
necessario assim como eventuais aditivos (anticoagulantes ou outros reagentes
gue sejam necessarios);

= |dentificacdo dos tubos/recipientes, a qual deve ser feita antes da colheita para
minimizar eventuais erros grosseiros por méa etiquetagem. Esta identificacdo é
feita com as etiquetas do modulab tendo em atengdo 0 seu correto

posicionamento no recipiente de colheita®.

3.4.2. Material laboratorial utilizado

O material laboratorial utilizado para efetuar a colheita e o acondicionamento das
amostras depende das anélises solicitadas. O material apresentado a seguir é utilizado pelo SPC
do CHMT, bem como por todos os servigos que Ihe enviem amostras biolégicas:

Material de colheita de sangue venoso

O material de colheita de sangue venoso utilizado no CHMT é formado pelo corpo de
extracdo e pelos tubos de colheita.

O corpo de extracdo é constituido por agulha e adaptador. As agulhas usadas tém um
calibre entre 20 G a 23 G, o qual devera ser escolhido de acordo com o calibre da veia a
puncionar, e sdo revestidas por um mecanismo de seguranga. Podem ainda ser usados como
corpos de extracdo o mecanismo Butterfly, para veias de menor calibre, como mostra a Figura
3.

.
.

Figura 3: Sistema de colheita constituido por corpo de extragdo e tubo de colheita.
A direita encontra-se o corpo de extracio designado de Butterfly.
Fonte: Sarstedt??,
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Os tubos de colheita sdo tubos adequados a colheita e transporte de amostras para
determinagdes em soro, plasma e sangue total’. Estes tubos possuem cores diferentes consoante

0 seu conteldo e utilizacdo, como é demonstrado na tabela seguinte.

Tabela 1: Descricéo, conteddo e cor da tampa dos tubos utilizados para colheita.

Cor da tampa Contelido Descricdo
- Tubo com gel separador e ativador da coagulacdo para
Castanha- . com gel sep gulacdo p
Serum Gel | obtencéo de soro.
amarelada

Utilizacdo: Bioquimica e Imunologia

i@t ) Tubo com citrato de sédio para testes realizados em plasma.
Verde Wi Citrato Utilizagdo: Coagulacdo/Hemdstase
H Tubo com heparina de litio para determinagcfes em sangue
Laranja i Heparina  total ou plasma.
Utilizag8o: Bioquimica
"l Tubo com &cido etilenodiamino tetra-acédico (EDTA) para
Vermelha i EDTA testes em sangue total e/ou plasma.

Utilizacdo: Hematologia

Outro material

Existem ainda outros recipientes para colheita e transporte de amostras bioldgicas que
se encontram discriminados em detalhe no Apéndice I. O recipiente de colheita deve estar
sempre corretamente identificado, com o nome do utente, nimero de processo, natureza do

produto, data e hora da colheita’.

3.4.3. Colheita e conservacao da amostra

A qualidade da amostra para analise depende sobretudo de como é realizada a sua
colheita, assim como da sua conservacao até ao processamento, pelo que é fundamental que
todo este processo seja feito, na medida do possivel, da mesma forma. Ao padronizar alguns
dos passos deste processo é possivel evitar erros que possam surgir dai e, assim, garantir que as
amostras que chegam ao laboratorio foram sujeitas a um processo de colheita semelhante. Para
que isso acontega, 0 SPC do CHMT dispde de, para além do Manual de Colheitas, alguns
Protocolos e Instrugdes de Trabalho que referem os métodos de colheita de todas as amostras
que chegam ao laboratdrio para analise®.

Contudo, caso a amostra seja para analise em laboratorio externo, a sua colheita deve

respeitar as indicagdes do Manual de Colheitas do respetivo laboratorio®.
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COLHEITA EM AMBULATORIO

Algumas amostras biolégicas podem ser colhidas noutros locais, que ndo a Unidade
Hospitalar, de forma a permitir um maior conforto e privacidade ao utente na hora da colheita.
No entanto, é importante que este siga rigorosamente as instrucées de colheita e conservacédo
da amostra até que esta seja entregue ao laboratorio.

Os tipos de colheita que poderdo ser realizados em ambulatério, assim como, as

instrucdes que devem ser dadas para a realizacdo das mesmas serdo descritos de seguida.

Colheita de urina

= Urina ocasional/aleatéria

O utente deve colher, de preferéncia, a primeira urina da manhd, pois geralmente é a
mais concentrada e com o pH mais baixo, o que permite uma melhor observacéo dos elementos
celulares. No entanto, se isto ndo for possivel, devera ser colhida a urina apés ter estado duas
horas sem urinar!!, Esta colheita deve ser feita para contentor/copo adequado e enviada
rapidamente ao laboratério, no entanto, caso isso ndo seja possivel, a amostra devera ser

refrigerada e processada até vinte e quatro horas ap6s a colheita’.

= Urina a tempo determinado (trés, doze ou vinte e quatro horas)

Para a colheita de urina a tempo determinado o utente devera iniciar a recolha com a
bexiga vazia e termina-la do mesmo modo, ou seja, 0 utente devera esvaziar completamente a
bexiga antes de iniciar a colheita e anotar a hora. A partir dai, o utente deve urinar para o
recipiente fornecido, de modo a guardar toda a urina até completar trés, doze ou vinte e quatro
horas desde que iniciou a contagem. O recipiente com amostra deve ser conservado no
frigorifico ou em local seco e fresco durante o periodo de colheita e a entrega ao laboratério
deve ser feita imediatamente apos o seu término*?.

De referir ainda que, a refrigeracao é o processo de conservacao de elei¢do, no entanto,
quando este ndo é possivel, pode recorrer-se ao uso de conservantes quimicos, tendo em conta
gue o tipo de conservante a utilizar, depende da substancia que vai ser analisada e da
metodologia empregue. De um modo geral, 0s conservantes quimicos atuam como
antibacterianos e antimicdticos’. No entanto, ndo se podera recorrer ao uso destes conservantes
qguando a urina de vinte e quatro horas for necessaria para determinaces quantitativas de
creatinina e proteinas, pelo que a amostra devera ser mantida refrigerada durante o periodo de
colheita. No CHMT existe um Protocolo que se deve consultar para saber qual o aditivo a

adicionar ao recipiente de urina para cada determinagao’.
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= Urina asséptica

O utente deve colher a primeira urina da manha para recipiente apropriado fornecido
pelo laboratorio. Se isso ndo for possivel, devera aguardar pelo menos trés horas, apos a tltima
miccao, antes de fazer a colheita'®. Esta s deve ser feita em condices de assepsia pelo que o
utente, antes de urinar, devera lavar muito bem as méos e 0s 6rgaos genitais com agua e sabdo,
enxaguando abundantemente com &gua’. No caso das mulheres é importante que a lavagem
seja efetuada sempre de frente para tras de modo a evitar contaminacdes. No caso do homem,
este devera afastar o prepucio e lavar a glande também com &gua e sabdo'*. Finalizada a
lavagem, comecar logo a colheita, de modo a ndo tocar no interior nem na tampa do recipiente.
A primeira parte da urina ndo deve ser aproveitada e a colheita devera ser feita diretamente para
o recipiente’. Neste passo é importante que a mulher afaste os grandes labios e mantenha essa
posicdo durante todo o procedimento e, do mesmo modo, 0 homem devera manter afastado o
preplcio’*. A parte final da urina também n&o devera ser aproveitada pelo que podera ser
descartada e, finalizada a colheita, o recipiente devera ser imediatamente tapado’.

A entrega ao laboratorio deve ser feita de imediato ou até, no maximo, duas horas apos
a colheita®. Caso isso ndo seja possivel, a urina deve ser mantida refrigerada até ao seu envio,

No caso de colheita de urina assética para pesquisa de micobactérias sdo necessarias trés
amostras, realizadas em trés dias consecutivos, para diferentes recipientes. As amostras devem
estar corretamente identificadas com a ordem de colheita e devem ser mantidas refrigeradas até

a sua entregal.

= Urina para pesquisa de Schistosoma haematobium e Schistosoma japonicum

Esta colheita deve ser efetuada entre as onze horas e as catorze horas!* e ap6s uma prova
de esforgo, isto €, ap6s movimento ativo e continuado durante quinze minutos. O utente deve
guardar toda a urina de uma Unica micgao no recipiente fornecido pelo laboratdrio e conservar
a amostra no frigorifico. A entrega deve ser feita, de imediato, no laboratorio ou até duas horas
apos a colheita®®.

Colheita de fezes

= Para pesquisa de sanque oculto

Antes de iniciar a colheita, o utente deve ser consciencializado que ndo deve efetuar o
exame no caso de hemorragia visivel, diarreia, ter ingerido qualquer medicamento que tenha,

na sua composicgdo, acido acetilsalicilico ou grandes quantidades de alcool, quarenta e oito
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horas antes de efetuar a colheita. No caso de ser mulher, também ndo deve realizar a colheita
se estiver menstruada ou até trés dias depois de finalizada a menstruagéo.

Para a pesquisa de sangue oculto nas fezes, sdo necessarias trés amostras, se possivel,
colhidas em trés dias consecutivos. A evacuacao deve ser feita em recipiente limpo e seco,
tendo o cuidado de ndo misturar com a urina e a recolha para o recipiente de transporte devera
ser feita retirando uma porcao de fezes, com a colher que se encontra fixa a tampa, de trés zonas
diferentes.

Os recipientes devem ser refrigerados ou mantidos em local seco e fresco até serem

entregues no laboratério ao terceiro dia de colheita.

= Para exame bacterioldgico

A colheita devera ser realizada na fase aguda da doenca intestinal, ou seja, nos primeiros
trés dias de sintomatologia e uma amostra é quase sempre suficiente para o diagndstico’. O
utente devera colher da mesma forma que o descrito para pesquisa de sangue oculto!!. No caso
de fezes solidas, a amostra ideal devera ter o tamanho maximo de uma noz e a recolha devera
ser feita nas zonas com sangue, pus ou muco®!, locais onde, normalmente, existe um grande
nimero de microrganismos envolvidos no processo infeccioso’. No caso de fezes liquidas, deve
ser colhido um volume entre 5 a 10 ml (aproximadamente 2 a 3 cm de altura). Este exame néo
deve ser efetuado se o utente fez algum exame radiol6gico, com ingestdo de papa de bario, nos
trés dias anteriores a colheita de fezes'!.

A entrega deve ser feita de imediato ao laboratorio, porque o processamento da amostra
tem de ser realizado até duas horas apds a sua emissdo. Isto acontece para evitar que
microrganismos como Shigella spp. ou Salmonella spp. percam a viabilidade para diagnostico.
Estas bactérias sdo muito frageis fora do tubo digestivo e suportam mal as variacGes de pH
decorrentes da redugdo da temperatura corporal para a temperatura ambiente, dai a necessidade
do envio rapido ao laboratério e do facto de a amostra ndo poder ser refrigerada’.

Para facilitar o processo de transporte e conservacao da amostra a temperatura ambiente
e até vinte e quatro horas, o laboratdrio podera ainda fornecer meios de transporte adequados

como, por exemplo, 0 meio de Cary Blair'!.

=  Para exame parasitolégico

Para este exame, 0 modo de colheita é igual ao referido para exame bacteriol6gico, no
entanto, é necessario ter em conta alguns aspetos importantes. Nao é aconselhada a colheita nos

oito dias seguintes a ingestdo de substancias que deixam residuos, tais como compostos
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antidiarreicos, antiacidos, bismuto, bario ou laxantes oleosos. Também nos casos de toma de
antibidticos ou meios de contraste, a colheita s6 é aconselhada passadas duas ou trés semanas
do fim da toma, pois estes causam uma diminuicdo do nimero de parasitas, provocando
resultados erréneos'“.

Para exame parasitoldgico sdo necessarias trés amostras, em trés dias consecutivos apos
emissdo espontanea’. A entrega ao laboratdrio deve ser realizada quando recolhidas todas as

amostras necessarias*?.

=  Para exame parasitolégico - pesquisa de Oxiuros (Enterobius vermicularis)

A realizagdo deste exame deve ser feita de manh&, ao acordar, antes de evacuar e de
fazer a higiene local. Reunidas estas condi¢Bes deve-se comecar a colheita. Com o auxilio de
uma espatula de madeira, aplicar a parte adesiva da fita transparente na regido anal, exercendo
pressdo suficiente para assegurar o contacto da fita com as pregas do anus®! (ver Figura 4),
tendo o cuidado de ndo tocar em material fecal**. Ao fim de alguns minutos, a fita adesiva deve
ser retirada e colada na lamina de vidro, fornecida pelo laboratério, ao longo do seu
comprimento. A lamina, por sua vez, deve ser colocada num envelope e entregue ao laboratério

no dia indicado®?.

Figura 4: Método de aplicacdo da fita adesiva para pesquisa de oxiuros.
Fonte: Colheita em Ambulatério (Instrucéo de Trabalho)!!.

Colheita de expetoracao

= Para exame bacterioldgico

Antes de iniciar a colheita o utente ndo podera escovar os dentes e devera apenas lavar
e gargarejar a boca com &gua. Este tipo de colheita devera ser realizado de manh3, em jejum?!
e para um recipiente apropriado fornecido pelo laboratério!*. A amostra colhida devera ser de
expetoracdo profunda e terd de ser entregue de imediato ao laboratério®!. Caso isso ndo seja

possivel, a amostra devera ser mantida refrigerada até ao seu envio'®.
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Para a pesquisa de micobactérias a colheita deve ser feita do mesmo modo, no entanto,
s80 necessarias trés amostras, se possivel, colhidas em trés dias consecutivos. Devera ser
utilizado um contentor para cada dia, sendo que cada um deles devera ser identificado pela
ordem de colheita. Os recipientes deverdo ser guardados refrigerados ou em local seco e fresco

até ao dia da entrega (terceiro dia de colheita de amostra).

Colheita de esperma

= Para espermocultura

O individuo deveréa colher todo o volume de uma ejaculacdo, obtida por masturbacéo,
para o recipiente apropriado, fornecido pelo laboratério. E importante que antes de efetuar a
colheita, as maos e a glande sejam lavadas com agua e sabdo'*. A amostra devera ser mantida
a temperatura ambiente até entrega ao laboratdrio, que devera ser feita o mais rapidamente

possivel'l,

COLHEITA NA UNIDADE HOSPITALAR
Existem, contudo, alguns tipos de colheita que devem ser realizados em Unidade
Hospitalar, pois sdo procedimentos mais invasivos e que necessitam ser realizados por

profissionais qualificados para tal.

Colheita de urina
= Urina assética

A colheita de urina assética em contexto hospitalar s6 € realizada nos casos em que nao
seja possivel a sua colheita em ambulatério, como acontece em criangas sem controlo do
esfincter ou, excecionalmente, em utentes algaliados em situacéo de internamento.

No caso de criangas que ainda ndo tenham controlo do esfincter, a colheita para
urocultura processa-se para um saco coletor de urina pediatrico e, antes da aplicacdo deste,
deveré ser lavada também toda a zona genital. De salientar que, se ao fim de trinta minutos a
crianga ainda ndo tiver urinado para o saco, este devera ser retirado e repetido todo o processo
anterior para a colocagio de novo saco'*.

De acrescentar que néo esta indicado fazer uroculturas em utentes algaliados, no entanto,
se necessario, a colheita deve ser feita através da puncdo do tubo da algélia, previamente
desinfetado e clampado durante os quinze minutos anteriores. A puncdo deve ser feita com

agulha e seringa estéreis e a urina deve ser depois transferida para um contentor esterilizado*.
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Colheita de sangue venoso
Para a realizacdo deste tipo de colheita, o utente deve encontrar-se em condigdes de
jejum e ter feito um repouso noturno adequado. A colheita tem de ser realizada sob condi¢cfes

de assepsia e seguindo os passos descritos’:

1. Selecdo da zona de puncéo

Para obter uma amostra de sangue venoso € possivel puncionar todas as veias
superficiais da fossa ante cubital, antebraco ou dorso da méo, no entanto, ndo se deve preferir
outra zona potencial de pungéo antes de examinar ambos os bracos do utente. De notar que o
dorso da mao € utilizado como local de puncdo apenas para utentes com veias delicadas ou
dificeis (esclerosadas ou dificeis de visualizar) e que estas veias sangram com facilidade, pelo
que, apos a colheita, deve-se ter redobrada atencdo ao processo de hemostase do local

puncionado.

2. Aplicacdo do garrote

O garrote € utilizado para aumentar o volume das veias, tornando-as mais proeminentes
e, consequentemente, mais faceis de canalizar. O garrote deve ser aplicado um pouco acima da
zona escolhida para a realizagcdo da puncdo, de modo a que o fluxo arterial dos vasos seja
interrompido, no entanto, esta compressdo deve ser suave, por forma a que se possa sentir 0
pulso.

A pressao exercida pelo garrote ndo deve exceder um minuto pois poderéa produzir uma
estase local com hemoconcentracdo. Esta situacdo deve ser evitada porque pode interferir com
certas determinacdes analiticas, produzindo resultados erroneos como, por exemplo,
concentracdes elevadas de parametros proteicos, elevacdo do hematdcrito, trombocitopenias,

assim como, hemolise.

3. Selecdo da veia e preparacdo para a puncao

Depois de selecionar a zona de puncdo, atraves da palpacdo da veia mais adequada para
a colheita, deve-se desinfetar o local cuidadosamente com a solugéo alcoodlica de benzalconio
e deixar secar. De notar que néo se deve palpar a zona de puncédo depois de desinfetada, mesmo
se 0 TSDT ou enfermeiro estiver a usar luvas.

Para facilitar a sele¢do da veia a puncionar, o utente deverd manter o braco esticado e o

punho cerrado.
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4. Puncdo venosa
Para a realizagédo da puncéo, o corpo de extracdo (adaptador e agulha) deve ser mantido

num angulo de 15° com a superficie a puncionar e a agulha deve ser introduzida ao longo do
curso da veia, até que o bisel se encontre no seu interior. E importante avisar o utente aquando

da realizacdo da pungéo de modo a que possa adotar uma posi¢éo adequada ao processo.

5. Extracdo de sangue

O corpo de extracdo deve ser fixo com o dedo indicador, entre a base da agulha e o braco
e cada tubo é colocado no adaptador com a mao disponivel. Neste passo € dado ao
TSDT/enfermeiro o método de colheita que preferir, ou seja, é possivel escolher entre 0 método
de colheita por vacuo e o método classico. No método de colheita por vacuo, os émbolos dos
tubos de colheita devem ser previamente puxados, de forma a criar o vacuo necessario, e s
depois se devem introduzir os tubos no corpo de extragdo. Em vez disso, no método classico de
colheita, o tubo é introduzido no corpo de extracdo e s6 depois se devera puxar o émbolo do
tubo de colheita, como se se tratasse de uma seringa.

Os tubos de colheita, quando introduzidos no corpo de extracdo devem ser totalmente
perfurados pela ponta da agulha disponivel para o efeito, ou seja, € necessaria a correta
perfuracdo do tubo para que todo o sistema de extracdo funcione. No momento logo apds o
inicio do enchimento do primeiro tubo, caso a veia seja de um calibre razoavel e a extracao
esteja a correr bem, o garrote deve ser retirado.

Findado o enchimento do primeiro tubo de colheita, este devera ser retirado de modo a
que o corpo de extracdo nao se mova. Se o método de colheita for o método cléssico, apos
retirar o tubo do corpo de extracdo, 0 émbolo devera dar um click e depois ser partido.

E importante referir ainda que, a utilizacdo dos tubos de extracio devera respeitar sempre
a seguinte ordem: garrafa de hemocultura; tubos sem anticoagulante para determinacGes em
soro; tubos citratados para testes de coagulacdo; tubos com outros aditivos, sendo que primeiro
deve-se colocar o que tiver como aditivo a heparina e s6 depois o que tiver como anticoagulante
0 EDTA.

Finalizada a colheita, os tubos devem ser retirados do adaptador e invertidos suavemente
algumas vezes. O corpo de extracdo deve ser retirado com cuidado, ativando a tampa de
seguranca da agulha e descartando para o contentor do material corto-perfurante. Apos a
remocdo do corpo de extracdo, o local da puncdo devera ser pressionado com gaze, durante
alguns minutos, de forma a que se dé a hemostase da veia. O utente devera evitar fazer esforgos

com o bra¢o ou mao puncionados nas horas seguintes a colheita.
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= Hemoculturas

Considera-se ideal para o diagnostico de qualquer bacteriemia a colheita de, pelo menos,
dois pares de hemoculturas (dois frascos para crescimento de microrganismos aerdébios e outros
dois frascos para crescimento de microrganismos anaerobios) num periodo de vinte e quatro
horas antes de iniciar a terapéutica antibiética. E importante que as duas colheitas sejam feitas
num intervalo minimo de trinta a sessenta minutos, e que se utilizem locais de pungéo venosa
diferentes para cada uma das colheitas. De referir ainda que, para a pesquisa de micobactérias
€ necessario um contacto prévio com o SPC para que seja fornecido o frasco adequado.

O sangue venoso deve ser sempre colhido por puncdo de veia periférica, como descrito
anteriormente, ou seja, € incorreta a colheita através de cateter vascular. A colheita deve ser
feita em condicbes de assepsia extremas pelo que a correta desinfecdo da pele no local da
puncdo é fundamental. E importante também a desinfec&o da tampa de borracha do frasco, com
solucdo desinfetante, por exemplo, alcool a 70°, tendo o cuidado de deixar evaporar antes de
puncionar a borracha.

No fim da colheita é fundamental agitar cuidadosamente o frasco, por inversdo, como
realizado com os tubos de colheita. Os frascos devem ser identificados com as etiquetas
respetivas e acrescentada a seguinte informacdo: dia e hora da colheita, nimero da amostra e
local anatémico da colheita®®.

As garrafas de hemocultura devem ser transportadas de imediato ao SPC e mantidas a

temperatura ambiente até ao seu processamento’.

Recolha de cateteres intravasculares

E importante, antes da remocdo do cateter, avaliar se este é ou ndo responsavel por
originar um quadro de bacteriemia’, ou seja, s € aconselhado o envio se existirem sinais de
infecdo relacionada com o cateter!?,

Em caso de necessidade de remocéo, deve-se proceder a uma colheita prévia de sangue
venoso para hemocultura. Esta colheita deve ser feita de uma outra veia periférica, pois s0 assim
é possivel valorizar o exame cultural do cateter.

Esta recolha deve ser efetuada sé depois da desinfecdo da pele em redor com solugédo
antissética. Posteriormente, o cateter deve ser retirado e cortado, em condicOes asséticas, 3 a5
cm da porc¢éo terminal do mesmo. Esta amostra deve ser entregue no laboratorio em recipiente

esterilizado ou em tubo Portagerm™ 7.
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Colheita de lavado brénquico, lavado bronco-alveolar, aspirado gastrico

Esta colheita deverd ser efetuada por um médico, no entanto, é de referir que as amostras
devem ser colhidas para um recipiente esterilizado e, se for o caso, marcado com a ordem de
colheita das amostras'4,

Quando a amostra é utilizada para pesquisa de micobactérias, quer para exame direto,

quer para exame cultural, esta pode ser conservada refrigerada durante quarenta e oito horas’.

Colheita de exsudados

= Exsudado faringeo, nasal e ocular

A amostra devera ser colhida com zaragatoa estéril, rodando suavemente na superficie
de recolha e colocada em meio de transporte adequado.

Na zona orofaringea, para recolha de exsudado faringeo, a zaragatoa devera ser aplicada
entre os pilares e por detras da Gvula, amigdalas e qualquer &rea inflamada ou ulcerada, evitando
tocar na mucosa oral e lingua.

No caso da recolha de exsudado nasal, a zaragatoa devera ser aplicada nas fossas nasais,
ou seja, uma zaragatoa diferente para cada narina até encontrar resisténcia.

Para recolha de exsudado ocular, a zaragatoa deve ser passada junto ao saco lacrimal.
Deveré ser recolhida uma zaragatoa para cada olho e indicado o lado da infecdo’. Sempre que
possivel, repetir a operacdo com uma segunda zaragatoa para a realizacdo de exame direto

(esfregagos)**.

=  Exsudado auricular

Para esta colheita € necessario lavar, previamente, o canal auditivo externo com soro
fisiolégico estéril ou com um detergente (por exemplo, solu¢do aquosa de cloreto de
benzalconio), de forma a remover a flora contaminante’.

O produto indicado para o diagndstico de otite € o liquido de timpanocentese e devera
ser colhido por aspiracdo (com agulha e seringa). No entanto e excecionalmente, se o timpano
estiver perfurado este liquido podera ser colhido com zaragatoal4. Assim, esta devera ser
introduzida o mais profundamente possivel no canal auditivo, rodando suavemente. A zaragatoa
devera ser colocada em meio de transporte adequado e mantida a temperatura ambiente até ao
seu processamento’. Nos casos de colheita por aspiragéo, a amostra devera chegar ao SPC em
contentor esterilizado ou frasco Portagerm™. De referir ainda que, para a pesquisa de fungos

em raspados do ouvido externo, o produto ndo deve ser colocado em meio de transporte, mas
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sim em recipiente estéril com algumas gotas de agua destilada estéril ou soro fisioldgico, para

evitar que a amostra seque. O envio, neste caso, deve ser feito de imediato®.

= Exsudado vaginal e endocervical

Este tipo de colheita é efetuado pelo médico. Contudo, é importante transmitir a utente
que a colheita ndo deve ser realizada nos dias de menstruacédo e seguintes.

Para que a amostra seja vidvel é importante também que a colheita seja feita com
especulo sem lubrificante, sendo preferivel que o espéculo seja humedecido com soro
fisiologico estéril. Finalizada a colheita, a zaragatoa devera ser colocada em meio de transporte
adequado e transportada para o laboratdrio a temperatura ambiente.

Deve ser ainda colhida uma segunda zaragatoa para realizacao de preparacdes a fresco,

colhida do mesmo modo que a anterior”4,

=  Exsudado uretral

Assim como para o exsudado vaginal e endocervical, também a colheita de exsudado
uretral devera ser efetuada pelo médico. Este procedimento devera ser feito antes da primeira
mic¢do da manha ou, se isso ndo for possivel, esperar pelo menos uma hora apds a Ultima
miccdo. E ainda necessario limpar cuidadosamente a muscosa circundante com gaze estéril
antes deste procedimento para evitar contaminacdes. De referir também que sdo necessarias
duas zaragatoas, uma para exame direto e outra para exame cultural e, apds o procedimento,
estas deverdo ser colocadas em meio de transporte adequado e a temperatura ambiente até ao

processamento da amostra’4,

=  Exsudado purulento

Neste tipo de colheita, é aconselhado lavar superficialmente a lesdo com soro fisioldgico
estéril e descontaminar a zona envolvente com iodopovidona ou, em casos de lesbes mais
profundas, desinfetar a pele com solucédo antisseética.

No caso de ser necessario a colheita de um exsudado profundo, esta devera ser efetuada
puncionando e aspirando, com seringa e agulha estéreis, no local onde a supuracdo for mais
abundante, tendo o cuidado de ndo tocar nos bordos da lesdo. A amostra devera ser entregue
em contentor esteéril ou na propria seringa de colheita, devidamente fechada com a tampa
adequada (sem agulha)’.

Se for apenas uma colheita de exsudado superficial, deverdo ser colhidos, por bidpsia,

pequenos fragmentos de tecido da base e bordo da leséo e enviados em recipiente esterilizado.
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Outro processo de colheita utilizado, apenas em ultimo recurso, é esfregar a zaragatoa
esterilizada em toda a base da leséo e acondiciona-la em meio de transporte adequado.

Todas estas amostras deverdo ser entregues 0 mais rapidamente possivel ao laboratério,
para que possam ser processadas até, no maximo, duas horas apds a colheita.

De notar que, se no pus forem observados granulos amarelos, cinzentos, brancos ou

negros, é necessario colher também os granulos para estudo micolégico.

Colheita de liquidos bioldgicos

= | jquido cefalorraquidiano (LCR)

A colheita deve ser feita por um médico e para trés tubos estéreis (sem anticoagulante),
numerados de acordo com a sequéncia da colheita e com cerca de 1 a 2 ml por tubo. O primeiro
tubo servira para realizar o exame citolégico, o segundo para exame bioguimico e o terceiro e
ultimo tubo para exame microbiol6gico. Ambos os tubos devem ser enviados de imediato ao
SPC e mantidos a temperatura ambiente até ao seu processamento, exceto se a amostra de LCR
se destinar a estudos virais. Neste Gltimo caso, o tubo devera ser refrigerado ou congelado até

a0 seu processamento’ 4,

= Liguido pleural, peritoneal, pericardio, sinovial e amnidtico

A amostra deve ser realizada por um médico e colhida: para um tubo com EDTA (cerca
de 1 ml de amostra), para a realizacdo de exame citoldgico; para um recipiente esterilizado
(cerca de 10 ml), com tampa de rosca, para exame microbioldgico e/ou bioquimico e,
finalmente, para uma garrafa de hemocultura, para o estudo microbioldgico da amostra. De
notar ainda que, para pesquisa de microrganismos, exceto fungos e micobactérias, a amostra
deverd chegar ao laboratério no meio de transporte apropriado, ou seja, num frasco

Portagerm™ 714,

Colheita de cabelo, pele e unhas

A colheita deste tipo de amostras serve, unicamente para exame micoldgico.

= Cabelo e couro cabeludo

Atraveés da examinagdo do utente devem-se verificar zonas de perda de cabelo, cabelos
partidos ou lesdes no couro cabeludo. Seguidamente, devem ser colhidos, com pinga

esterilizada, escamas, crostas, partes do cabelo afetado ou material das margens das lesdes
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sempre que estas se verifiguem. O material colhido deve ser colocado numa placa de Petri e
esta fechada com fita adesiva’.

= Raspados cutaneos

A zona da colheita deve ser lavada duas vezes, antes da colheita. Da primeira vez, a
zona da lesdo deverd ser lavada com agua e sabdo e, da segunda vez, utilizando alcool 70° e
uma gaze. Apdés a secagem do local, o bordo da lesdo devera ser raspado com um bisturi esteéril
e 0 material recolhido para uma caixa de Petri. Se a epiderme também estiver solta, deve-se
recolher alguns fragmentos e, no final, a caixa de Petri devera ser fechada com fita adesiva para
que se possa transportar sem risco de perder o seu contetido’.

= Raspados, cortes e fragmentos de unhas

Antes de iniciar a colheita deve-se lavar a zona visivelmente afetada com alcool 70° e
uma gaze. Apo6s secar, deve-se raspar a zona afetada com um bisturi estéril e recolher, para
dentro de uma caixa de Petri, o material raspado. Se necessario, podem ainda ser cortados
fragmentos das unhas afetadas ou recolher os detritos encontrados sobre elas’.

Se houver disponivel meio de Sabouraud, aconselha-se a inoculagdo, no momento da

colheita, de uma placa com o material obtido’.

3.4.4. Seguranca

No que diz respeito a seguranca perante 0 manuseamento de amostras bioldgicas €
necessario ter sempre em mente que “todos os produtos sdo potencialmente perigosos™’.

Assim, devem ter-se em consideracdo algumas regras para garantir a seguranga do

TSDT/enfermeiro:

= Os produtos colhidos por aspiragdo com agulha devem ser transferidos para

recipiente apropriado. Isto significa que, as seringas com agulha ndo séo aceites

no laboratério. No caso de ser necessario o envio do produto biologico em

seringa, como é 0 caso de sangue arterial para gasimetria, ou exsudados

purulentos, retirar sempre a agulha usada e fechar a seringa com a tampa

adequada’.
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= Os recipientes e/ou requisi¢bes visivelmente conspurcadas com matéria
organica ndo sdo aceites. Para que isto ndo aconteca, as requisicoes devem ser
enviadas de forma protegida, sem contacto direto com os produtos bioldgicos’.

= As embalagens de transporte, como tubos de transporte ou malas térmicas,
devem ser herméticas e inquebraveis. Estas devem permitir o confinamento de
qualquer produto derramado e a protecdo das amostras da exposicao direta a
luz?®®.

= Todo o residuo hospitalar produzido no laboratério deve ser corretamente

triado e encaminhado. Este trabalho é realizado pelo AO do laboratorio®.

3.5. Registo da colheita

Finalizada a colheita, esta deve ser sempre registada no modulab através do nome de
utilizador do TSDT que a realizou. Caso isto ndo seja possivel, a requisicdo das analises é datada
e rubricada pelo TSDT que fez a colheita®.

Além do registo da colheita, todas as ndo conformidades que ocorrem durante este
processo devem ser registadas por escrito, na requisicdo, de modo a que o responsavel pela
rececio e triagem possa avaliar a necessidade de aceitar ou rejeitar a amostra bioldgica’.

3.6. Envio da amostra ao SPC

Todas as amostras biologicas colhidas devem ser enviadas ao laboratorio o mais
rapidamente possivel. Se isto ndo acontecer, podem conduzir a falsos resultados com o
consequente diagndstico clinico e respetiva terapéutica incorretos’. O AO transporta as
amostras até ao SPC em caixas adequadas, juntamente com a requisicao®.

Como ja referido anteriormente, o SPC do CHMT ¢é constituido por trés laboratorios,
sendo que os de Abrantes e Torres Novas apenas processam amostra de caracter urgente ou
para satisfazer as necessidades das suas Unidades de Internamento. No entanto, todas as
Unidades Hospitalares do CHMT tém postos de colheita para analises de rotina, pelo que essas

amostras tém de ser transportadas para o laboratorio central, em Tomar. Portanto, é necessario
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que haja um transporte de amostras biologicas entre os laboratdrios de menor dimenséao para o
laboratdrio central do SPC.

O transporte das amostras biologicas entre laboratdrios € efetuado, diariamente, por uma
equipa de motoristas, seguindo horéarios estipulados pelo CHMT. Fora desses horarios, o pedido
de transporte deve ser feito informaticamente pelo AT da Unidade Hospitalar onde se encontra
a amostra ou, pelo TSDT dessa Unidade Hospitalar, caso o0 AT ndo esteja no seu horario de
trabalho (s para pedidos urgentes)*®.

Por conseguinte, o acondicionamento, envio, transporte e rececdo de amostras
bioldgicas, deve ser efetuado em condi¢des que mantenham a integridade da amostra bioldgica
e do contentor e evitem a exposi¢do acidental dos colaboradores que as transportam e
manuseiam. Este processo é efetuado pelo TSDT de cada Unidade Hospitalar, responsavel pela
organizacado e envio das amostras, respeitando as condi¢des de estabilidade e conservacdo das
mesmas. Deste modo, é necessario que sejam respeitadas algumas condicGes para o correto
acondicionamento das amostras®®:

= Verificar se todas as amostras biologicas estdo devidamente identificadas e o0s
contentores vedados;

= Colocar os recipientes de colheita em contentor/suporte de transporte, em posi¢do
vertical e, posteriormente, em saco de cristal devidamente fechado;

= Transportar as amostras congeladas em contentores de congelacéo;

= Acondicionar tudo em mala térmica resistente, j& numerada, com identificacdo do SPC

e do laboratério de origem e destino através do impresso IMP.SPC.002 - Rececéo e

entrega de amostra/material pelo motorista. Como medida de seguranca é colocado na

parte exterior das malas térmicas o simbolo de risco bioldgico;

= Colocar termoacumuladores no transporte de amostras refrigeradas, de forma a que estes
envolvam a mala térmica e que as amostras sejam mantidas nas devidas condigdes de
temperatura. Para amostras congeladas é fundamental que a temperatura da mala
térmica se mantenha inferior a -4°C, para amostra refrigeradas, a temperatura tem de se
manter entre 2°C e 12°C e, caso 0 transporte seja de amostras a temperatura ambiente,
este deve ser feito a uma temperatura entre 15°C e 25°C. De notar que a variacdo da
temperatura durante o transporte nao devera exceder 30% do intervalo de temperaturas
estipuladas;

= Ativar os dataloggers, para o registo de temperaturas durante o transporte. Estes
medidores automaticos registam a temperatura a que se encontra a mala em intervalos

de dez minutos. Por isso, a preparacdo da mala deve ser efetuada atempadamente, de
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forma a que a primeira temperatura registada pelo datalogger esteja dentro do intervalo
aceitavel definido;

= Nos transportes em que ndo sejam utilizados dataloggers, a temperatura deve ser
monitorizada de forma manual, com termohigrémetros calibrados para os intervalos de
temperaturas a que sdo transportadas as amostras. Esta monitorizagdo é feita antes da
saida das malas do laboratdrio de origem e registada no campo “observagdes” de todos
os impressos envolvidos no processo de transporte. No caso de amostras congeladas, a
leitura da temperatura deve ser de um “porta congelados” escolhido aleatoriamente;

* Mesmo que as amostras se mantenham no intervalo de temperatura definido
anteriormente, o transporte ndo deve ultrapassar as quatro horas, de forma a garantir a
estabilidade das amostras;

= Sempre gque o transporte seja efetuado por um motorista do CHMT, deve ser usado o
impresso IMP.GRL.514 — Guia de transporte.

= O TSDT deve preencher também, na pasta partilhada o impresso IMP.SPC.033 —
Amostras enviadas entre laboratorios do Servico de Patologia Clinica, de forma a

garantir a rastreabilidade das amostras.

3.7. Rececéo e triagem da amostra no SPC

A rececdo das amostras € feita pelo TSDT que esteja escalado para a triagem nesse dia.

Nos casos de requisi¢Oes pedidas por outros sistemas que ndo o modulab, por exemplo,
as requisicdes de utentes internos pedidas através do SONHO, o AT deve proceder ao registo
de todas as analises da requisicdo no sistema informatico do laboratdrio®, como ja mencionado
em 3.1. Requisicdo das analises. Neste caso, tanto a requisi¢cdo feita no modulab como as
respetivas etiquetas devem ser impressas e enviadas para a rececdo de amostras, onde o TSDT
procedera a confirmacdo da identificacdo do utente nas novas etiquetas e realizara a troca das
mesmas nos tubos respetivos®.

No caso das amostras enviadas dos laboratérios do SPC para o laboratério central,
devem ser realizados alguns procedimentos por parte do TSDT que se encontra na rececdo de
produtos/triagem. O TSDT deve preencher todos os impressos que sdo enviados juntamente

com as malas térmicas, assim como confirmar se foi feito o correto acondicionamento e
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conservacao das amostras bioldgicas. Por altimo, deve ser feita também uma validacdo das

temperaturas de transporte e o respetivo registo*.

3.7.1. Avaliacdo da conformidade da amostra

Todas as amostras recebidas no laboratorio devem ser corretamente colhidas,

transportadas e processadas, de modo a ndo fornecer informacdes erroneas que possam levar a

diagnosticos e tratamentos incorretos®®.

A avaliacdo da conformidade da amostra € feita pelo TSDT que, segundo os critérios de

rejeicdo da amostra a seguir descritos, é responsavel pela aceitacdo ou rejeicdo da amostra para

analise. A amostra ndo é aceite quando®®:

Existir discrepancia na identificacdo do utente entre amostra e requisi¢ao ou entre o tipo
de amostra enviada e a requisi¢do. Nestes casos, a requisi¢do deve ser devolvida e a
amostra inutilizada.

As amostras chegarem sem identificacdo, hemolisadas, lipémicas ou com coagulos, que
se apresentem contaminadas macroscopicamente ou com volume inadequado, assim
como, as que se verifiqguem que as condig¢des de colheitas ndo foram adequadas, devem
ser inutilizadas.

O contentor ou sistema de meio de transporte ndo for apropriado para a amostra e/ou
andlise a efetuar, a integridade do meio de transporte ndo estiver assegurada ou se
verificarem mas condi¢des de conservacao e estabilidade da amostra. Nestes casos,
deve-se proceder do mesmo modo gue o ponto anterior, ou seja, inutilizar a amostra.

O produto tiver sido enviado em seringa com agulha. O procedimento a adotar neste
caso € a devolugdo ao servico requisitante.

As amostras chegarem derramadas, o que leva a sua inutilizacéo.

O cateter enviado ndo chegar acompanhado de hemocultura.

E de salientar ainda que, em todos os casos acima descritos, é contactado o servico

requisitante e registado o contacto e a identificacdo do colaborador contactado no modulab,

nomeadamente, na seccdo do relatdrio interno da amostra®®.

No caso de amostras enviadas entre laboratorios do SPC, sempre que a temperatura de

transporte das amostras exceder em 30% os intervalos definidos como aceitaveis, e tendo em
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consideragdo o estipulado nos referidos Protocolos e manuais em relacdo a estabilidade e

conservacio de amostras, também estas devem ser rejeitadas e solicitadas novas colheitas®®.

3.7.2. Rececao/ponto de controlo

Ap0s esta primeira fase de verificacdo das etiquetas ou rececéo de amostras enviadas de
outro laboratorio do SPC, é necessario dar a entrada de todas as amostras no sistema informético
do laboratério (modulab), de forma a que se possa garantir a rastreabilidade das mesmas ao
longo do processo analitico. Para que isso aconteca, existem dois processos, 0 modo manual e
0 automatico.

No primeiro caso, 0 TSDT deverd aceder ao modulab e, no separador “Fase Pré-
Analitica”, entrar em “Rececdo de contentores”.

No modo de rececdo de amostras automatizado, através do equipamento AutoMate™
2550 da BECKMAN COULTER (descrito em 3.7.4. Triagem da amostra), é de salientar que s6
sdo introduzidos neste equipamento tubos de colheita de sangue venoso e, no caso de amostras
de plasma e soro, estes devem entrar no equipamento ja centrifugados (ver 3.7.3. Tratamento
da amostra).

3.7.3. Tratamento da amostra

Antes do processamento nos respetivos setores analiticos, algumas amostras necessitam
de um tratamento prévio de modo a que a amostra seja a mais adequada para a analise que se
pretende efetuar ou que garanta as condi¢fes necessarias para o seu processamento.

Um exemplo disso séo as amostras de sangue venoso que podem ser usadas em Varios
setores analiticos, no entanto, cada um utiliza diferentes constituintes da amostra (nha
Bioquimica utiliza-se soro e na Hematologia utiliza-se sangue total ou plasma). Portanto, para
a obtencdo de diferentes amostras, o processo de centrifugacao é essencial. Assim, entende-se
por centrifugacéo, o procedimento utilizado na separacdo dos constituintes celulares do meio,
de forma réapida, ao gerar um aumento da acelerago relatival’. Este é um método de separacéo
de misturas que se baseia na diferenca de densidade entre 0s seus componentes. Para que este
processo aconteca, a velocidade, duracdo e temperatura da centrifugacéo véo variar de acordo

com a amostra que se pretende obter.
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Quando se tratam de amostras biol6gicas para determinagdes na area da hemostase,
todas elas realizadas em plasma, é de salientar que estas devem chegar ao SPC o mais
rapidamente possivel, para que o tempo que medeia entre a colheita e o tratamento da amostra
seja 0 mais curto possivel. No entanto, se isso ndo for possivel, estas devem ser tratadas de
acordo com o descrito na Tabela 2 e congeladas a -20°C de forma a assegurar a qualidade da
amostra. O mesmo acontece quando o SPC tem necessidade de enviar plasma para
processamento num laboratorio externo, no entanto, o tubo que contem a amostra congelada
deve ainda ser rotulado, para além da identificacdo do doente, com a natureza do produto e a
respetiva contagem de plaquetas, efetuada nos contadores automaticos de Hematologia®®.

No caso de a amostra pretendida ser soro, no fim da colheita para o tubo adequado, a
amostra devera repousar entre quinze e trinta minutos para que ocorra a coagulacéo e, por
conseguinte, a retracdo do coagulo. Seguidamente, o tubo devera ser centrifugado a velocidade
recomendada’, descrita na Tabela 2.

No que toca a analise do sedimento urinario, também € importante que seja feita uma
aliquota da amostra de urina e que a primeira sofra uma pequena centrifugacdo antes do seu
processamento, de modo a concentrar o sedimento e facilitar a sua analise detalhada.

Em suma, é apresentado um quadro resumo da velocidade de centrifugacdo adequada a
obtencgdo de determinadas amostras bioldgicas.

Tabela 2: Quadro resumo dos valores especificos para a forca centrifuga relativa (FCR) em g, velocidade de centrifugacao
em rotagOes por minuto (rpm) e tempo de centrifugagdo em minutos, indicados para o processamento de amostras biolégicas.

Tipo de tubo FCR (9) rpm Tempo (min)
Tubo soro (com ativador e gel) 1800 +3000 10
Tubo plasma (sem gel) 2000-3000 +4000 15
Tubo Plasma Rico em Plaguetas 150 +800 5
coagulagio Plasma P(_)bre em Plaquetas 1500-2000 +3000 10
Plasma Livre de Plaguetas 2500-3000 +4000 20
Tubo com aliquota de urina 350-400 +1500 5
Tqbo com _allquota de urina para pesquisa de 3000 +3500 15
micobactérias
Tubo com liquidos biol6gicos 1500 +3000 15-20

Fonte: Adaptado de Standardizacdo do processo de centrifugagdo (Instrucdo de Trabalho)!’ e de Colheita e Conservacdo -
Acondicionamento de Amostras Bioldgicas para Analises de Imunoquimica (Protocolo)*®.

No caso de amostras para estudo microbioldgico, € necessario ter em conta que, apos a
rececdo das mesmas, € necessaria a impressdo das etiquetas para a identificacdo da(s)

sementeira(s) de cada produto bioldgico, assim como, no caso de urina para estudo

Péagina | 33



bacterioldgico, e caso este processo ndo tenha sido efetuado previamente, transferir a amostra
para um tubo com &cido borico?.

Em todos estes casos é importante referir que sempre que haja informacéo relevante no
que toca a qualidade, quantidade ou tratamento da mesma, esta deve ser anotada no campo

“Observagdes: internos”, no modulab?.

3.7.4. Triagem da amostra

De modo a facilitar o processo de triagem, o laboratério central do CHMT possui um
equipamento automatico que recebe e distribui os tubos de colheita pelas racks dos varios
setores analiticos. Este equipamento designa-se de AutoMate™ 2550 da BECKMAN COULTER
e é um sistema semiaberto de processamento e classificacdo de amostras, pré e pos-analitico. O
sistema identifica o tubo, através da leitura do cddigo de barras, e distribuiu-o pelo setor
analitico respetivo, na éarea de saida do
equipamento, sob o controlo do sistema
informatico do laboratério?. O AutoMate™ 2550

possui também um modulo de aliquotas que
permite criar tubos secundarios rotulados e detetar
se 0 volume de amostra é suficiente para as analises
solicitadas. Este sistema possui ainda um maodulo
) Figura 5: AutoMate™ 2550 da BECKMAN COULTER.

de recuperagdo de amostras que permite vedar, Fonte: AutoMate™ 2500 Family Sample Processing
. , System - Instrucdes de utilizagdo?!.
novamente, todos os tubos para que seja possivel o
seu arquivo?l.

No CHMT, o AutoMate™ 2550 n&o se encontra ligado a nenhum outro equipamento de
distribuicéo pelo que, depois dos tubos separados pelas racks de cada setor analitico, € 0 TSDT
que se deve deslocar ao equipamento para recolher as racks do setor para o qual se encontra

escalado.

3.7.5. Envio de amostras para laboratdrio externo

Por vezes existe a necessidade de enviar amostras para laboratorios externos, pelo que
é importante que, quando a amostra bioldgica chega a triagem, o0 seu acondicionamento e

transporte sejam feitos devidamente e o mais rapido possivel. Este circuito de amostras é feito
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diariamente, no entanto, apenas durante o horéario de expediente do SPC e respeitando 0s
horarios estipulados pelo CHMT?. Todas as amostras a serem enviadas para laboratdrios
externos sdo centralizadas no laboratério de Tomar do SPC, a excecdo das amostras cuja
estabilidade e conservacao obriguem a que o transporte seja feito no proprio dia, sendo entéo o
seu envio feito a partir da Unidade Hospitalar de origem?®®. O envio deve ser feito do mesmo
modo que o envio entre laboratorios do CHMT, no entanto, os impressos a preencher deverdo

ser os adequados ao envio para laboratdrio externo®®.
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4. Fase Analitica

A principal funcdo do laboratorio é a execugdo de andlises qualitativas e quantitativas
aos fluidos do organismo e os resultados obtidos sdo usados, pelo médico, para detecdo da
doenca, orientacdo e monitorizagdo do tratamento e avaliacdo da progressdao da mesma. Os
métodos analiticos devem ser, por isso, realizados com grande especificidade e sensibilidade.
Para além disso, é necessario conhecer também os principios e fundamentos basicos que afetam
0 processo analitico, ou seja, € importante o uso de metodos analiticos apropriados, bem como
de instrumentacdo e equipamentos que possam garantir a capacidade de o laboratério dar
resultados seguros e em tempo util. Assim, a fidedignidade de um valor analitico obtido
depende, em relagdo a fase analitica, da verificacdo da linearidade do método, da sua precisao
e reprodutibilidade.

Neste capitulo sera descrita a rotina de analise do CHMT, através da abordagem das
andlises desenvolvidas por cada setor analitico do laboratério central, em Tomar, bem como
todos os processos efetuados a amostra desde que chega ao setor analitico até a validagdo do

resultado obtido.

4.1. Hematologia

A Hematologia é um ramo das ciéncias médicas que estuda a morfologia do sangue nas
vertentes clinica e laboratorial. O sangue é um fluido corporal constituido maioritariamente por
plasma, mas também por elementos figurados, como os eritrécitos (ou glébulos vermelhos),
leucdcitos (ou globulos brancos) e plaquetas. Para além da morfologia sanguinea, a
Hematologia ocupa-se ainda do estudo dos orgdos hematopoiéticos (medula éssea, baco e
ganglios linfaticos), mas também das doencas do sangue, entre as quais se destacam as anemias,

leucemias, linfomas, mieloma mdaltiplo e as alteragdes da coagulacao.
4.1.1. Equipamentos

XN-1000 da SYSMEX
O equipamento XN-1000 é um analisador automatizado de Hematologia para contagem,

in vitro, de populag@es de células sanguineas de uma amostra. Este equipamento permite uma
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andlise quantitativa, identificacdo, analise percentual e a sinalizagdo
de elementos figurados do sangue e fluidos corporais (eritrocitos,
leucdcitos, plaquetas e outras células) através dos métodos de focagem
hidrodinamica, citometria de fluxo e laurisulfato de sodio (SLS)?.

No laboratério central do CHMT existem dois equipamentos

XN-1000, sendo que ambos realizam as mesmas analises, & exce¢ao da

contagem de reticulécitos que apenas € feita no equipamento Figura 6: XN-1000 da SYSMEX.

ndamero 1.

TEST 1- THL da ALIFAX

m: ‘}5

Figura 7: TEST 1 - THL da ALIFAX. -
Fonte: Infecdes gastrointestinais| ~ d€ Uma hora e cerca de 2 ml de amostra para a determinacéo

bioMérieux Brasil®.

Este equipamento é um autoanalisador para a
determinacdo da velocidade de sedimentacdo. Utiliza amostras
de sangue total em EDTA e, devido a sua tecnologia, os

resultados sdo obtidos mais rapidamente (em segundos) e com
uso de menos quantidade de amostra (175 ul) quando comparado

com o0 método de Westergren (técnica manual), que necessitaria

deste parametro?.

ADAMS Alc HA-8160 da ARKRAY

O analisador automatico de hemoglobina ADAMS Alc HA-8160 é um equipamento
usado para determinar a quantidade de diferentes tipos de hemoglobinas (Hb) presentes numa
amostra de sangue venoso. Uma das analises mais frequentes € a
medicdo de HbAlc, um bom indicador do teor médio de glucose no
sangue nos ultimos trés meses. No entanto, este equipamento
também ¢é utilizado, no CHMT, para medir a concentragdo de HbA2
e HbF e outras variantes de hemoglobina para a triagem de - | .

talassemia e outras hemoglobinopatias, através do método de

separacao de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC - High  rigyra 8: ApAMS ALc HA-8160

Performance Liquid Chromatography)*. da ARKRAY.
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RAL STAINER da RAL DIAGNOSTICS
O equipamento RAL STAINER é um sistema de
m coloracdo automatica usado para corar esfregacos de
sangue periférico no setor de Hematologia. Este
corador é um sistema fechado que usa uma técnica de

coloragdo em banho, durante a qual as laminas séo

imersas diretamente nos contentores do corante. Neste
Figura 9: RAL STAINER da RAL DIAGNOSTICS. equipamento podem ser coradas até dez laminas num

Fonte: RAL Diagnostics®®. . o
’ ciclo de coloragao®.

ACL TOP® 300/500 da WERFEN

A familia ACL TOP® é uma linha completa de sistemas
de teste na area da Hemdstase, baseado em ensaios cromogéneos
e imunoturbidimétricos, com um menu completo para analises de
rotina ou especiais?®.

No CHMT, o ACL TOP® 500, devido a sua maior
capacidade de processamento de amostras, é utilizado para

analises de rotina, isto é, para analises que sdo feitas diariamente.
Figura 10: ACL TOP® 300 (A) e

Ja o analisador ACL TOP® 300 ¢ utilizado para a realizagdo de ACL TOP® 500 (B) da WERFEN.
Fonte: Familia ACL TOP Série |

. - : Ao -
analises especiais, ou seja, que nao sdo feitas frequentemente<°. Werfen em Portugal?®.

FACSCALIBUR da BD DIAGNOSTICS

O citémetro de fluxo FACSCalibur identifica e enumera
subconjuntos de linfdcitos, células-tronco, outros leucécitos
e reticuldcitos em suspensdo numa amostra de sangue total.
Este equipamento caracteriza células em diferentes estadios

de desenvolvimento, através do uso de anticorpos

monoclonais, marcados com fluorescéncia?’-8.

Figura 11: Citometro de fluxo
FACSCalibur da BD DIAGNOSTICS.
Fonte: Biosciences | BD Biosciences-EU?'.
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HYDRASYS® da SEBIA

O equipamento semiautomatico HYDRASYS®, foi desenvolvido tendo por base a técnica
de separacdo de moléculas por eletroforese em gel de agarose. Neste equipamento é possivel
trés tipos de separacdo, consoante: a carga das proteinas, em tampao com pH especifico; o ponto
isoelétrico, num gradiente de pH especifico; e 0 peso
molecular das proteinas, num gel de agarose. A

realizacdo das funcdes de aplicacdo da amostra,
migracdo, lavagem e coloracdo ¢é feita

automaticamente e a quantificagdo das fracOes

proteicas pode ser feita através do scan do gel obtido.
Figura 12: Equipamento HYDRASYS® da SEBIA.  E ainda possivel automatizar a pipetagem da amostra

Fonte: GEL ELECTROPHORESIS | Sebia®. ) N _ ©29
atraves da estacdo de pipetagem HYDRAPLUS™ <.
4.1.2. Analises Hematologia

HEMOGRAMA COM DIFERENCIAL OU COMPLETO
O hemograma com diferencial ou completo é um exame que permite avaliar as trés
principais linhagens de células do sangue: eritrocitos, leucocitos e plaquetas. O hemograma
junta, num s6 exame, o eritrograma (exame que avalia a série vermelha), o leucograma com
diferencial (exame que avalia leucdcitos e a proporcédo de cada tipo de leucdcitos em circulagéo)
e o plaguetograma (exame que avalia as plaquetas).
= Amostra: Sangue total.

= Condicdes de colheita: Normalmente o sangue venoso € colhido para um tubo com

EDTA como anticoagulante, para produzir uma amostra de sangue total. E importante a
inversdo correta do tubo de colheita para que o sangue e 0 anticoagulante figuem bem
homogeneizados, de modo a ndo causar a coagulagdo da amostra.

» Equipamento: XN-1000 da SYSMEX.
No hemograma completo séo analisados 0s seguintes parametros:
Eritrécitos (RBC)

Os eritrocitos, também designados de hemacias ou globulos vermelhos, sdo unidades

morfologicas pertencentes a série vermelha do sangue, anucleadas e com forma de disco
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bicbncavo. A sua principal fungdo é o transporte de oxigénio (O2) aos tecidos e o retorno de
dioxido de carbono (CO;) dos tecidos para os pulmdes, onde ocorreram as trocas gasosas=’.

= Metodologia: O método utilizado para a contagem de eritrocitos é a focagem
hidrodinamica e esta é calculada através da contagem de particulas entre dois discriminadores?,

» LimitacBes/interferéncias: Em amostras que contenham agregados de eritrocitos

(aglutininas frias), microeritrocitos ou eritrocitos fragmentados, o sistema poderd indicar
erroneamente um resultado baixo. Em oposi¢éo, podem ocorrer resultados falsamente elevados
em casos de amostras com leucocitose ou que tenham gigantoblastos presentes??.

= Interpretacdo clinica: Na contagem de eritrdcitos é determinado o nimero destas células

num determinado volume de sangue. Os resultados devem ser sempre comparados com outros
parametros antes do diagnostico definitivo de uma patologia. No entanto, uma contagem de
eritrocitos elevada podera indicar a presenca de patologias como doenca cardiaca congénita,
doenca obstrutiva dos pulmdes, desidratagdo ou superproducdo destas células por parte da
medula 6ssea. Por outro lado, uma contagem baixa de eritrocitos podera estar presente nos casos
de anemia, hemorragias, doenca renal, insuficiéncia da medula 6ssea, por exemplo, por tumor
ou por exposicdo a radiacdo, ou desnutricdo. Este valor diminuido podera ainda indicar

deficiéncias nutricionais de ferro, folato ou vitamina B123L.

Hemoglobina (HBG ou Hb)

Como ja referido, a principal funcéo dos eritrocitos é o transporte de O para 0s tecidos
e o retorno de CO> destes para 0s pulmdes, no entanto, essa troca s é possivel, pois 0s
eritrécitos contém uma proteina especializada, a hemoglobina. A hemoglobina é entdo uma
proteina constituida por quatro cadeias polipeptidicas, as globinas, e cada uma delas contém o
seu proprio grupo heme®.

O sangue de um adulto contém, normalmente, trés tipos de hemoglobina, sendo que a
variante de hemoglobina que predomina é a HbA, com estrutura molecular 022. As variantes
de hemoglobina presentes em menor quantidade contém cadeias de globina y (Hb fetal ou HbF)
ou d (HbA2) em vez de . No entanto, podem ainda existir outras variantes de hemoglobina que
surgem de mutagBes em genes que codificam para as cadeias de globina, causando distarbios
genéticos da hemoglobina®.

= Metodologia: A determinacio de Hb em sangue total ¢ feita usando o método SLS?.

= Limitacdes/interferéncias: Podem ser encontrados resultados falsamente elevados para

este parametro quando a amostra utilizada estiver lipémica ou na presenca de leucocitose ou

proteina anormal??,
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= Interpretacdo clinica: Os valores para este pardmetro sdo dependentes do género, idade

e origem étnica do individuo, pelo que se deve ter isso em conta quando é feita a interpretacéo
dos resultados. Posto isto, niveis de hemoglobina acima dos valores de referéncia para o
individuo podem ser o resultado de desidratacdo, excesso de producdo de eritrocitos pela
medula dssea, doenga pulmonar grave, entre outras condi¢des mais especificas®.

Por outro lado, um nivel baixo de Hb, frequentemente denominado de anemia, pode ser
o resultado de deficiéncias nutricionais, nomeadamente, de ferro e vitaminas, especificamente
a vitamina B12, mas também de hemorragias, doengas renais, distarbios inflamatdrios (artrite
reumatoide ou infe¢bes), hemdlise, distlrbios genéticos hereditarios (talassemias ou

drepanocitose), cirrose hepatica, insuficiéncias ou tumores da medula dssea®.

Hematocrito (HCT)
O hemat6crito € a medida do volume ocupado pelos eritrocitos no volume total de
sangue e é expresso em percentagem®,
= Metodologia: Este parametro é calculado ao mesmo tempo que RBC, pelo método de
detecéo de altura do impulso de RBC%,

= LimitacBes/interferéncias: Resultados erroneamente baixos de hematdcrito podem ser

observados em amostras com agregados de eritrocitos (aglutininas frias), microeritrocitos ou
fragmentos de eritrdcitos. Por outro lado, resultados falsamente elevados podem estar presentes
em amostras com leucocitose, esferocitose, uremia ou com valores de glucose extremamente
elevados??,

» Interpretacdo clinica: O hematdcrito € um parametro dependente de varios outros, isto

é, sofre variagdes juntamente com outros parametros do hemograma. Isto acontece, por
exemplo, nos casos de desidratacdo, onde o volume do plasma é reduzido e consequentemente
os valores de HCT aumentam. No entanto, também nos casos em que haja um aumento de
eritrocitos em circulacdo (poliglobulia), o valor do HCT ¢é elevado, como 0 que acontece em
individuos com policitemia (primaria ou secundaria)®.

Em oposicdo, 0 HCT encontra-se diminuido em individuos com anemia, hemorragias,
deficiéncias minerais e vitaminicas, com condic¢Ges inflamatorias, doenca renal (causando a
diminuicdo da secrecdo de eritropoetina e a consequente diminuicao da producao de eritrdcitos),
cirrose, hemolise, distarbios da medula éssea (anemia aplasica, sindrome mielodisplasica,
leucemia, linfoma ou mieloma) e pela administracdo de alguns medicamentos de

quimioterapia®:.
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Volume Corpuscular Médio (VCM)
O Volume Corpuscular Médio é o indice hematimétrico que indica o volume médio dos
eritrocitos numa amostra de sangue total®*. Esta constante é expressa em fentolitros (fl) e

calculada a partir da RBC e do HCT, utilizando a seguinte formula??:

MCV (1) = HCT O 1,
RBC (X 106/ul)

= Interpretacdo clinica: Nos casos em que este parametro se encontra diminuido, normal,

ou elevado os eritrocitos sdo designados de microciticos, normociticos ou macrociticos,
respetivamente. Quando ndo existe um predominio de tamanho é frequente utilizar-se a
designacio de anisocitose®.

O VCM pode estar fora dos limites de referéncia para adulto em duas situacfes
fisioldgicas que devem ser consideradas antes do diagndstico: no recém-nascido, onde 0 VCM
se encontra elevado nas primeiras semanas de vida e diminuido no lactente até um ano de vida,
aumentando progressivamente ao longo da infancia até atingir os niveis normais de adulto; na
gravidez, onde ocorre um leve aumento desta constante.

Este parametro encontra-se normalmente diminuido em casos de anemias ferropénicas,
ou seja, por caréncia de ferro, mas também em individuos com talassemias, e aumentado em
individuos com anemia megaloblastica, ou seja, anemia provocada por deficiéncia de vitamina
B12 ou acido félico. Este pardmetro podera estar alterado em muitas outras doencas, como
doencas hepaticas e tiroidismo. Contudo, um valor normal de VCM néo exclui a presenca de
patologias graves, pelo que é importante a sua interpretacdo juntamente com 0s outros
parametros do hemograma, mas também com a sintomatologia e as evidéncias clinicas do

individuo®.

Hemoglobina Corpuscular Média (MCH)
A Hemoglobina Corpuscular Média ¢ o indice hematimétrico que mede a quantidade de
hemoglobina presente dentro do eritrocito®. O MCH é expresso em picogramas (pg) e é

calculado a partir da RBC e da HBG, utilizando a seguinte formula??:

_ HBG (g/dl)
MCH ®9) = ppex 106y < 1O
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» |Interpretacdo clinica: Dependendo dos valores obtidos para este pardmetro, 0s

eritrocitos podem ser classificados como hipocromicos, se os valores estiverem abaixo dos
valores de referéncia e normocrémicos, se estiverem contidos nesse intervalo®*,

Assim como todas as constantes eritrocitarias, também o MCH devera ser interpretado
juntamente com os outros parametros que compdem o hemograma. No entanto, é frequente que
se observe um valor elevado de MCH quando estdo presentes esferdcitos, ou seja eritrocitos de
forma oval, normalmente associados a patologias como esferocitose, disfungédo da tiroide e
alcoolismo. Os valores reduzidos estdo presentes em casos de anemias hipocrémicas e podem

ser explicados por defeitos na sintese de hemoglobina®.

Concentracdo Hemoglobina Corpuscular Média (MCHC)

A concentracdo de Hemoglobina Globular Média € a constante eritrocitaria que indica
a concentragdo média de hemoglobina do individuo por unidade de volume de eritrocitos®. A
MCHC expressa-se em g/dl e é calculada a partir do HCT e HBG, utilizando a seguinte

férmula??:

MCHC (g/dl) = % X 100

RDW
O RDW, do inglés Red Cell Distribution Width, ou em portugués largura da distribuicao
de eritrécitos, ¢ o indice que avalia a variacdo da distribuicdo do volume eritrocitario®.
= Metodologia: Este parametro é calculado com base na detecéo de frequéncias relativas
diferentes em cada nivel de discriminador (alto ou baixo)?.

= Interpretacdo clinica: Quando os valores deste parametro se encontram elevados,

significa que o tamanho dos eritrocitos em circulacao € discrepante, ou seja, existe anisocitose.
Estes valores sdo, normalmente, evidentes em hemogramas de individuos com anemia
ferropénica, anemia megaloblastica, talassemia, doencas do figado ou ainda em individuos que
estejam a fazer quimioterapia ou antiviral. Estes valores podem ainda indicar que existem

problemas de morfologia nos eritrocitos®.
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Eritroblastos (ERT)

Os eritroblastos sdo as células precursoras dos eritrocitos ainda nucleadas e que podem
ser classificados em proeritroblastos, eritroblastos policromatofilos e eritroblastos
ortocromaticos. Esta classificacdo é feita com base na relacdo ndcleo-citoplasma, tamanho da
célula e basofilia do citoplasma, que diminuem & medida que a célula se torna mais madura®.

= Metodologia: A contagem de eritroblastos € feita pelo método de citometria de fluxo,
usando o canal de analise WNR do equipamento??.

= Interpretacdo clinica: A presenca de eritroblastos no sangue periférico normalmente é

detetada, em condicGes ndo fisioldgicas, como prognostico de processos hemoliticos e pos
hemorragias agudas, sendo caracteristico de um processo reacional do organismo. No entanto,
a presenca destas células imaturas em individuos que ndo apresentem doencas hemoliticas ou
ndo sofreram hemorragias agudas, € considerado um marcador de mau prognéstico, podendo

ser indicativo de sindrome mielodisplasica®.

Leucocitos (WBC)

Os leucdcitos sdo um grupo de células que tem como principal funcdo a defesa do
organismo contra agentes estranhos e potencialmente patogénicos. As células que constituem
este grupo sao formadas a partir de células percursoras diferentes e cada uma tem uma funcéo
especifica®.

Os leucocitos podem ser divididos e classificados de varias formas, isto €, a classificacao
pode ser feita de acordo com a forma do nucleo (polimorfonucleares — nicleo segmentado, ou
mononucleares — nucleo ndo segmentado), de acordo com o tipo de granulacdes citoplasmaticas
(granuldcitos ou “agranuldcitos™) e de acordo com o local de origem (mieloides — se foram
formados na medula dssea e linfoides — se 0 seu desenvolvimento ndo esta restrito a medula
6ssea, mas também a outros 6rgdos)®.

O numero total de leuctcitos no sangue periférico de adultos saudaveis varia entre,
aproximadamente, 4 a 12 x10° células/pl e s6 devem estar presentes os leucdcitos maduros
(neutrdfilos, eosinofilos, basdfilos, linfocitos e mondcitos). A contagem absoluta de cada
categoria de leucocitos no sangue periférico tem importante significado clinico®®.

= Metodologia: A contagem total de leucocitos € feita por citometria de fluxo com analise
no canal WPC do equipamento??.

= Limitacdes/interferéncias: Os resultados de amostras de sangue que contenham

agregados leucocitarios podem estar falsamente baixos para este pardmetro. Em oposicao, estes

resultados podem estar elevados erroneamente em casos de amostras com crioproteinas e
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crioglobulinas, fibrina, gigantoblastos e agregados plaquetares. No caso de liquidos bioldgicos,
interferéncias como a presenca de leveduras, assim como, a presenca de lipossomas, no LCR,
pode resultar em valores falsamente elevados para este parametro??.

= Interpretacdo clinica: Para distinguir entre os varios tipos de doenca relacionadas com

os leucacitos é essencial determinar, quer o seu numero, quer o tipo exato e 0 seu grau de
maturagao em circulagéo.

De um modo geral, as patologias leucocitarias podem resultar de doenca reativa ou néo
reativa (maligna), sendo que as primeiras sd@o observadas no curso de doencas infecciosas ou
inflamatorias, enquanto que as alteracGes malignas sdo normalmente indicadoras de leucemias,
linfomas e outras doencas hematoldgicas malignas. No entanto, nas patologias leucocitérias,
fazer o diagnostico correto requer que seja considerada toda a informacao disponivel a partir

do hemograma completo, morfologia, imunofenotipagem e outros testes complementares.

Neutrdfilos (NE)

Os neutrofilos sdo globulos brancos implicados na resposta imunitaria celular nao-
especifica, ou seja, contribuem para a eliminacdo dos agentes infecciosos do organismo.
Especificamente, os neutréfilos constituem a primeira linha de defesa do organismo contra
bactérias patogénicas e limitam o desenvolvimento de microrganismos, até que os leucécitos
mais eficientes (linfocitos e macréfagos) os removam®.

Estas células tém um nucleo denso e lobulado (dois a cinco lobos) e um citoplasma que
contém granulos secundarios®.

= Metodologia: Esta contagem é feita usando o método de citometria de fluxo e o canal
de analise WDF. Este canal € um canal de classificacdo de leucocitos e permite a obtencdo de
um diagrama bidimensional que representa a luz fluorescente detetada lateralmente (SFL) em
funcéo da luz dispersa para o lado (SSC). A SFL fornece informagdes sobre o volume/tamanho
das células sanguineas analisadas e a SSC fornece informagdes sobre o contetdo celular, como
o tamanho do nucleo e a presenca de granulos. Este diagrama € utilizado no contexto
laboratorial para observar e identificar as populagdes de linfocitos, mondcitos, eosinofilos,

basofilos e neutrofilos, como mostra a figura seguinte??:
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SFL

- Linfécitos Mondcitos

Detritos

Figura 13: Diagrama bidimensional SFL em funcéo de SSC.
Fonte: XN series - Instruces de Utilizagdo??.

= Interpretacdo clinica: A contagem de neutrofilos, no hemograma, é apresentada em

forma de contagem absoluta ou em percentagem®°.

O aumento do numero de neutréfilos circulantes é uma das alteracdes mais comuns no
hemograma e é designada de neutrofilia. As causas mais frequentes para este aumento s&o as
infecBes bacterianas, especialmente por bactérias piogénicas, mas também pode ser originada
por processos inflamatorios ou necrose tecidual (como miosite, vasculite, enfarte do miocéardio
ou traumatismo), doencas metabolicas (como, por exemplo, uremia, eclampsia, acidose
metabolica ou gota), neoplasias (carcinoma, linfoma, melanoma), hemorragia ou hemdlise
agudas, ou pode ser provocada por farmacos (corticosteroides, litio, tetraciclinas). A neutrofilia
também esta presente em individuos com leucemia mieloide cronica (LMC) ou com neoplasias
mieloproliferativas, como a policitemia vera, mielofibrose e trombocitemia essencial®.

Por outro lado, quando a contagem absoluta de neutréfilos diminui para valores
inferiores aos do intervalo de referéncia para este parametro, diz-se que o individuo possui uma
neutropenia. A neutropenia pode ser seletiva ou parte de uma pancitopenia global, sendo que a
neutropenia seletiva pode ainda ser dividida em congénita (Sindrome de Kostmann) ou
adquirida. A neutropenia adquirida pode resultar da inducdo por farmacos (anti-inflamatérios,
antibacterianos, anticonvulsivantes, antitiroideos, entre outros), de doencas imunologicas
(doencas autoimunes, lupus eritematoso sistémico, Sindrome de Felty, hipersensibilidade e
anafilaxia), infecdes virais (hepatite, gripe, virus da imunodeficiéncia humana - HIV) ou

infecBes bacterianas fulminantes (febre tifoide e tuberculose miliar).
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Linfocitos (LY)

Linfécitos sdo células imunologicamente competentes que auxiliam na defesa do
organismo, distinguindo as células do organismo, dos agentes potencialmente patologicos.
Estes agentes possuem antigénios, facto que permite a sua identificacdo pelos linfdcitos, ou
seja, cada linfocito so € estimulado na presenca de um antigénio especifico®,

Esta resposta imunoldgica depende de trés tipos de linfocitos, os linfocitos B, linfocitos
T e células NK (natural killer). Os linfécitos B maturam na medula 6ssea e circulam no sangue
periférico até adquirirem capacidade de reconhecimento do antigénio. Reconhecido um
antigénio, estas células maturam para linfocitos B de memédria ou plasmécitos, caso se
encontrem nos tecidos. Por outro lado, os linfocitos T surgem da maturacdo de células-tronco
hematopoiéticas que passam do cortex para a medula do timo. Existem ainda dois tipos de
linfécitos T, os linfocitos T helper, que expressam a glicoproteina de superficie CD4, e 0s
linfocitos T citotoxicos, que expressam CD8¥.

Em relagdo aos 6rgaos linfoides, estes podem ser separados em dois tipos: primarios e
secundarios, consoante as funcdes que desenvolvem no processo imunolégico dos linfocitos.
Apds o nascimento, a medula 6ssea e o timo comp&em os 6rgaos linfoides primarios, onde se
desenvolvem os linfacitos. Os érgdos linfoides secundarios, nos quais sdo geradas as respostas
imunologicas especificas, sdo os linfonodos, o baco e os tecidos linfoides dos tratos digestivo
e respiratorio®.

= Metodologia: Os linfocitos sdo contados por citometria de fluxo, com o auxilio do canal
de anélise WDF?,
= Interpretacdo clinica: A contagem de linfocitos pode estar elevada (linfocitose) em

infecdes agudas, normalmente de origem viral, como mononucleose infecciosa, rubéola,
hepatite e infecBes provocadas pelos virus HIV, Herpes simplex (HSV) ou citomegalovirus
(CMV). A linfocitose pode ser ainda causada por infe¢des cronicas, como a tuberculose, sifilis,
toxoplasmose ou em leucemias linfoides cronicas, leucemia linfoblastica aguda, linfomas ou
tireotoxicose®.

Os valores para este parametro podem estar ainda diminuidos (linfopenia), o que é
frequente ocorrer em casos de insuficiéncia grave da medula éssea, em individuos em
tratamento com corticosteroides ou outros imunodepressores, no linfoma de Hodgkin ou em
sindromes de imunodeficiéncia, como o caso da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(SIDA),
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Mondcitos (MO)

Os mondcitos desempenham um papel chave na resposta imunitéria, pois podem
deslocar-se facilmente para os locais de infecdo. Os mondcitos permanecem pouco tempo na
medula 6ssea e andam em circulacdo apenas entre vinte a quarenta horas. Depois disso, deixam
0 sangue para migrar para os tecidos, onde amadurecem e desempenham as suas principais
funcdes®. Esta diferenciacdo da origem aos macrdfagos, nos tecidos, ou a células dendriticas,
responsaveis pela fagocitose de agentes patogénicos e a sua decomposicdo em antigénios, que
sdo posteriormente apresentados a superficie destas células, de modo a serem reconhecidos
pelos linfocitos®,

Quanto a sua morfologia, 0s mondcitos sdo maiores quando comparados com 0s demais
leucdcitos do sangue periférico e tém um nucleo grande, central, normalmente oval, com uma
densa cromatina. Em relagdo ao citoplasma, este é abundante, cora de azul e contém vactiolos®.

= Metodologia: A contagem de mondcitos é feita por citometria de fluxo, com o auxilio
do canal de analise WDF?,

= Interpretacdo clinica: A monocitose, ou seja, a presenca de uma contagem elevada de

monacitos, pode ser causada por infecdes bacterianas cronicas (como a tuberculose, endocardite
bacteriana ou febre tifoide), doencas do tecido conectivo (lUpus eritematoso sistémico, arterite
temporal, artrite reumatoide), infecbes por protozoarios, neutropenia crénica, linfomas de
Hodgkin, leucemia mieloide aguda, leucemia mielomonocitica cronica ou outros tumores
malignos™.

Por outro lado, a contagem de mondcitos pode estar diminuida e originar uma

monocitopenia, em qualquer caso de imunossupressao®.

Eosindfilos (EO)

Os eosindfilos sdo morfologicamente semelhantes aos neutrdfilos. As diferengas
prendem-se no facto dos eosindfilos possuirem granulos citoplasmaticos maiores que 0S
neutrofilos e que coram de vermelho-alaranjado intenso, para além de que raramente
apresentam mais do que trés lobos nucleares. Contudo, tanto os eosinéfilos, como os neutrofilos
sdo capazes de ir ao encontro e fagocitar qualquer agente potencialmente patolégico para o
organismo®.

Este tipo de leucocitos penetra facilmente em exsudados inflamatdrios e tém um papel
especial nas respostas alérgicas, na resposta imunoldgica contra parasitas e na remogéo de

fibrina formada durante a inflamag&o®.
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= Metodologia: Este pardmetro é determinado por citometria de fluxo e analisado no canal
WDF?,

= Interpretacdo clinica: A eosinofilia é a contagem elevada de eosinofilos em circulagédo

e pode ser provocada por doenca alérgica, especialmente hipersensibilidade do tipo atdpico
(asma bronquica, febre do feno, urticéria e hipersensibilidade a alimentos), infe¢des parasitarias
(amebiase, ancilostomose, estrongiloidiase, ascaridiase, teniase, filariose, esquistossomose e
triquinose) e certas doencas de pele (psoriase, dermatite herpetiforme, urticaria, angioedema,
dermatite atdpica). A eosinofilia pode ainda surgir na recuperacdo de uma infe¢do aguda ou
resultante de uma sensibilidade a farmacos, doenca do enxerto contra o hospedeiro, pericardite
nodosa, linfoma de Hodgkin e noutros tumores, especialmente disturbios clonais de células T,
tumores metastaticos com necrose tumoral, sindrome hipereosinofilica, leucemia eosinofilica
cronica, neoplasias mieloproliferativas ou sindromes pulmonares (pneumonia eosinofilica,
infiltrados pulmonares transitérios — Sindrome de Loeffler, granulomatose alérgica — Sindrome
de Churg-Strauss, eosinofilia pulmonar tropical)*.

Uma baixa contagem de eosindfilos no sangue, ou seja, a presenca de eosinopenia, pode
aparecer em individuos com Sindrome de Cushing, com sépsis, ou em tratamento com
corticosteroides. Esta reducdo, normalmente, ndo causa problemas pois outras partes do sistema

imunol6gico compensam a falta destas células®.

Basofilos (BA)

Os basofilos sdo encontrados no sangue periférico, normalmente, em percentagem
muito baixa em relac&o aos demais leucdcitos. Morfologicamente, estas células ttm numerosos
granulos citoplasmaticos, escuros e que contém heparina e histamina. Nos tecidos, os basofilos
transformam-se em mastocitos, exercendo a sua fungdo em processos como a quimiotaxia ou
adesdo celular. A sua atuagdo nestes processos sé é possivel devido ao facto de possuirem locais
de ligacdo a imunoglobulina (1g) E e de libertarem o conteddo dos seus granulos sempre que
necessario®.

= Metodologia: Os basofilos sdo contados usando o mesmo método que 0s restantes
leucdcitos, ou seja, por citometria de fluxo, no entanto, a sua analise € feita no canal WNR?2.

= Interpretacdo clinica: A detecdo de basofilia € util na diferenciacéo entre as sindromes

mieloproliferativas e condi¢Ges reacionais, ja que somente nas primeiras, e em algumas

leucemias, é possivel observar um aumento acentuado da contagem de basofilos®.
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A principal causa do aumento dos basofilos é a LMC e, neste caso, 0 aumento dos
baséfilos é importante para o prognostico visto que, normalmente, indica fase acelerada da
doenca e transformacao blastica iminente®.

Existe ainda a leucemia basofilica, no entanto, € rara e frequentemente cromossoma
Philadelphia positivo, sendo considerada uma variante da LMC*°.

Pode ainda ocorrer basofilia reacional, que é observada, por vezes, em individuos com

mixedema, variola, varicela ou com colite ulcerativa®®.

Plaquetas (PLT)

As plaquetas sdo produzidas na medula 6ssea por fragmentacdo do citoplasma dos
megacaridcitos, uma das maiores células do organismo. O megacariocito amadurece por
replicacdo endomitotica sincronica, ou seja, ocorre a replicacdo do &cido desoxirribonucleico
(DNA) sem haver divisao nuclear ou citoplasmatica, o que faz com que haja um aumento do
volume do citoplasma a medida que o nimero de lobos nucleares aumenta. Este aumento, por
sua vez, origina uma fragmentacdo das extremidades das extensbes do citoplasma, dando
origem as plaquetas®.

As plaquetas sdo células pequenas e discoides com um volume médio de 7 a 11 fle a
sua principal funcéo é a formacgdo do tampéo plaquetar durante a resposta hemostéatica a lesdo
vascular. Para que ocorra a imobiliza¢do das plagquetas para os sitios de lesdo € necessario que
ocorram interacdes especificas plaqueta-parede vascular (reagdes de adesdo) e plaqueta-
plaqueta (reagdes de agregacio), ambas parcialmente mediadas pelo fator de von Willebrand®.

= Metodologia: A contagem de plaquetas pode ser determinada por diferentes principios
e tecnologias como a impedancia (PLT-I) e, nalguns casos, método otico (PLT-O) ou
fluorescéncia (PLT-F). O método normalmente usado no CHMT ¢é a determinacdo por
impedancia, no entanto, quando os valores se encontram fora do intervalo de referéncia as
plaquetas sdo também determinadas pelo método OGtico, que servira como método de
confirmacéo interno do laboratdrio.

A contagem de plaquetas determinada por impedancia é calculada, normalmente, como
uma contagem de particulas entre dois discriminadores, do mesmo modo que a contagem de
eritrocitos. No entanto, os discriminadores estdo configurados para uma gama de intervalos
mais baixa para que seja possivel esta determinaco??.

= Limitacdes/interferéncias: Resultados falsamente elevados podem ocorrer quando se

encontram presentes na amostra microeritrocitos, fragmentos de eritrocitos ou leucdcitos,

crioproteinas ou crioglobulinas. Por outro lado, os resultados da contagem de plaquetas podem
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encontrar-se falsamente diminuidos em quadros de pseudotrombocitopenia e quando a amostra
contém coagulos ou gigantoblastos?.

= Interpretacdo clinica: Contagens baixas de plaquetas sd@o, normalmente, designadas de

trombocitopenias e podem ser o resultado de uma insuficiéncia na producdo de plaquetas,
aumento do seu consumo, distribuicdo anormal (causada por esplenomegalia) ou por perda
devido a sua dilui¢do, em casos de transfusdes massivas®.

A insuficiéncia de producdo de plaguetas podera indicar que existe uma depressao
seletiva de megacariocitos devido a defeitos congénitos, ou provocada por farmacos, agentes
quimicos ou infecdes de etiologia viral. No entanto, esta perda também podera indicar uma
disfungdo da medula 6ssea devido a leucemia, linfoma, sindromes mielodisplasicas, mieloma
multiplo, anemia megaloblastica, entre outras patologias.

No caso do aumento do consumo de plaquetas, podera ter origem imunoldgica associada
a doenca autoimune, lUpus eritematoso sistémico, leucemia linfocitica crénica (LLC) ou
linfoma ou ser causado por infecdes por Helicobacter pylori, HIV, virus da hepatite C (HCV)
ou Plasmodium spp.. Este aumento poderé ser ainda induzido por farmacos como a heparina ou
estar presente na puarpura poés-transfusional, trombocitopenia aloimune materno-fetal,
coagulagio intravascular disseminada (CID) ou pUrpura trombocitopénica trombotica®.

Quando ocorre um aumento do nimero de plaquetas em circulacdo, estamos perante
uma trombocitose. A trombocitose podera ser classificada como priméaria, como o caso da
trombocitemia essencial, ou reativa/secundaria, normalmente, causada por doencas
inflamatorias cronicas, infecdo aguda, hemorragia, deficiéncia de ferro, hemélise, cancro,
esplenectomia ou hipoesplenismo. A contagem de plaquetas nas trombocitemias secundarias,

normalmente, diminui para valores normais quando o disturbio subjacente é tratado®.

Plaquetdcrito (PCT)

O plaquetdcrito € também chamado de hematocrito plaquetério e é calculado da mesma
forma que o hematdcrito, ou seja, é o racio entre o volume plaquetario e o volume total de
amostra??,

» Interpretacdo clinica: Os valores do plaquetdcrito variam consoante a alteracdo da

contagem de plaguetas, pelo que deve ser interpretado em conjunto com os restantes parametros

relativos a avaliacdo das plaquetas.
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Volume plaquetario médio (VPM)

O Volume Plaquetéario Médio (VPM) corresponde & media do volume das plaquetas e é
calculado com base nos valores do plaquetdcrito e contagem de plaquetas, utilizando a seguinte
formula??:

_ PCT (%)
MPV (fD) = o 10/ 10 000

= Interpretacdo clinica: O VPM é um marcador essencial para avaliar a atividade e fungéo

plaquetérias, sendo muito importante na interpretacdo de diversas desordens clinicas de origem
hematoldgica ou ndo, tais como, diabetes mellitus, enfarte agudo do miocéardio, leucemia
linfocitica aguda, leucemia mieloide aguda, entre outras doencas onco-hematoldgicas, assim

como, na avaliacéo da resposta medular em determinados casos®.

PDW
O PDW, do inglés Platelet Distribution Width, é o equivalente ao RDW da série

vermelha, ou seja, € a largura de distribuicdo volumétrica das plaquetas. Este indice avalia a
variacdo de tamanho entre a populacdo de plaquetas, isto €, mede a diferenca entre a plaqueta
de menor e maior tamanho analisadas.

= Metodologia: A partir do grafico gerado apos a contagem de plaquetas entre os dois
discriminadores, e com a altura maxima do pico considerada como 100%, a largura de
distribuicdo para uma frequéncia de 20% é considerada o PDW, medido em fentolitros?.

» Interpretacdo clinica: Quando os valores deste indice se encontram elevados, significa

que o tamanho das plaquetas em circulagdo € discrepante, ou seja, existe uma anisocitose

plaquetar®.

P-LCR

O P-LCR, do inglés Platelet Large Cell Ratio, que significa racio de plaquetas grandes,
é calculado dividindo o numero de particulas contadas entre o discriminador fixo e o
discriminador alto pelo nimero de particulas contadas entre o discriminado baixo e o
discriminador alto??,

= Interpretacdo clinica: O P-LCR demonstra a proporcdo de plaquetas com volume a

acima de 12 fl em relacdo a contagem total de plaquetas, o que se torna num parametro util na
detecdo de macroplaquetas e plaquetas gigantes?2.
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HEMOGRAMA COMPLETO COM RETICULOCITOS

Para além do hemograma completo, ja descrito anteriormente, é também frequente o
clinico pedir a contagem de reticuldcitos e, neste caso, a etiqueta presente nos tubos de colheita
apresenta uma chamada de atencdo para que o TSDT saiba que aquela amostra é para ser
processada no equipamento programado para o efeito, ou seja, no equipamento XN-1000 da
SYSMEX nimero 1, do laboratério central do CHMT.

Reticulécitos (RET)

Os reticuldcitos sdo hemacias imaturas formadas através da diferenciacdo das células-
tronco na medula 6ssea. As células-tronco, inicialmente, produzem eritroblastos, que comegam
a produzir hemoglobina e que acabam por perder o nicleo nos ultimos estadios de maturacao
antes de se formarem os eritrocitos. Assim, os reticuldcitos sdo um estadio intermédio de
maturacéo, entre os eritroblastos e os eritrocitos, sem nicleo, mas ainda com algum contetdo
de &cidos nucleicos no citoplasma, o que lhes confere uma coloragdo mais azul quando
visualizados num esfregaco de sangue periférico corado com a coloracdo de May-Grinwald-
Giemsa*,

= Metodologia: A contagem (RET#) e o racio (RET%) de reticulécitos sdo calculados
com base na analise do diagrama obtido no canal RET do equipamento?.

= Limitacdes/interferéncias: O sistema podera indicar erroneamente uma alta contagem

de reticulocitos se estiverem presentes agregados de eritrocitos (aglutininas frias),
gigantoblastos, coagulos, leuctcitos fragmentados, eritrécitos parasitados com Plasmodium
spp. e corpos de Howell-Jolly?2,

= Interpretacdo clinica: A contagem de reticuldcitos reflete a atividade recente da medula
0ssea, ou seja, indica se esta responde de modo adequado a necessidade do aumento de
producdo de eritrocitos. Se a resposta for eficaz existird uma libertacdo de células menos
maduras (reticuldcitos) na circulagio®.

Assim, um aumento da percentagem de reticuldcitos pode indicar: hemorragia, pois o
namero de reticuldcitos aumenta alguns dias depois do episédio hemorragico, de modo a
compensar a perda de hemécias; perda de sangue crénica, o que faz com que o numero de
reticulocitos permaneca elevado, enquanto a medula Ossea colmata as necessidades de
producdo; anemia hemolitica; doenca hemolitica do recém-nascido. Caso a medula 0ssea seja
incapaz de suprir as necessidades, o nimero de reticulécitos pode permanecer normal, pouco

aumentado ou até diminuir devido a falta de producéo de eritrdcitos*.
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Por outro lado, a diminuicdo da percentagem de reticuldcitos pode ser vista, por
exemplo, em casos de anemia ferropénica, anemia perniciosa ou deficiéncia de acido fdlico,
anemia aplastica, ou em individuos que estejam sujeitos radioterapia, ou com inibicdo da
medula 6ssea por infecdo ou cancro®?.

E importante salientar ainda que a contagem de reticuldcitos é também usada para
monitorizar a eficacia do tratamento como, por exemplo, ap6s quimioterapia, transplante de

medula 6ssea ou tratamento de deficiéncias de ferro, vitamina B12 ou acido félico*2.

HEMOGRAMA COMPLETO COM ESTUDO DO SANGUE PERIFERICO

O clinico pode ainda pedir o estudo do sangue periférico, juntamente com o0 hemograma
completo, por ser parte essencial da investigacdo hematoldgica. Este estudo tem como objetivo
avaliar potenciais alteracbes morfoldgicas das células sanguineas ou analisar a presenca de
células ndo frequentes no sangue periférico como, por exemplo, blastos ou outros precursores
hematol6gicos®.

O estudo do sangue periférico é feito, no CHMT, por analise microscdpica de um
esfregacgo de sangue corado, realizada por um TSS ou MPC. O esfregaco devera ser feito sobre
uma lamina de vidro e o sangue distendido em camada fina sobre a Idmina, de modo a que seja
possivel observar os bordos laterais e uma “franja” na extremidade. Depois de seco, o esfregaco
é corado pela coloracdo de May-Grunwald-Giemsa, com a ajuda do corador automatico RAL
STAINER da RAL DIAGNOSTICS.

Normalmente, no CHMT, juntamente com este estudo, sdo pedidos alguns tipos de
analises mais especificas, como a pesquisa de células falciformes, acantdcitos e esquizocitos ou

a pesquisa de Plasmodium spp., agente causal da malaria.

VELOCIDADE DE SEDIMENTACAO
A velocidade de sedimentagdo (VS) é um teste hematoldgico que mede a taxa com que
os glébulos vermelhos, presentes numa suspensdo de sangue total, sedimentam e se separam do
plasma, num determinado periodo.
= Metodologia: A determinacdo da VS é feita atraves do método de microaglutinacéo, que
avalia a interacdo dos eritrocitos com proteinas plasmaéticas inflamatérias num curto espaco de
tempo. Os impulsos elétricos formados estdo diretamente relacionados & agregacdo dos

eritrocitos®.
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= Equipamento: TEST 1 - THL da ALIFAX.
= Interpretacdo clinica: A VS aumenta quando o nivel de certas proteinas aumenta em

circulacdo, especialmente proteinas de fase aguda, como a Proteina C reativa e o fibrinogenio,
normalmente, aumentados em resposta a quadros inflamatorios.

AVS é um teste ndo especifico, que pode estar aumentado em diversos estados clinicos,
0 que faz com que apenas forneca informagdes gerais sobre a presenga ou auséncia de estado
inflamatdrio. Este teste € normalmente indicado para diagndstico e acompanhamento de arterite
temporal, vasculites sistémicas e polimialgia reumatica, estando particularmente aumentada em

individuos com doenca reumatica®.

4.1.3. Analises Hemostase

A palavra hemdstase vem do grego, haeme, que quer dizer sangue e, stasis, que significa
parar. A hemdstase €, portanto, um conjunto que eventos mecanicos e bioguimicos que ocorrem
de forma a garantir a fluidez do sangue e a integridade dos vasos sanguineos quando ocorre
uma lesdo vascular. Este processo ocorre em trés etapas fundamentais: a hemdstase primaria,
com a contracdo vascular no local da lesdo e a formacdo do tampao plaquetario; a hemdstase
propriamente dita, ou seja, a ativacdo da cascata de coagulacdo com a consequente formacao
do coagulo; e a fibrindlise, onde ocorre a retracdo do coagulo apos a integridade do vaso
sanguineo ser restaurada®.

De grosso modo, a cascata de coagulacdo é formada for fatores da coagulacdo, que sdo
os principais responsaveis pelo processo da coagulagdo®. A maioria dos fatores de coagulagéo
sdo precursores de enzimas proteoliticas, conhecidas como zimogénios, que circulam na forma
inativa. A ativacdo de cada zimogénio é representada pelo sufixo "a" no nimero romano que
identifica o fator especifico e acontece ap0s os fatores inativos sofrerem uma modificacdo pos-
traducdo (carboxilacdo dependente da vitamina K), que permite que o calcio e outros catifes
divalentes se liguem a estes fatores e os ative*.

Através das interacOes dos fatores da coagulacdo ativos e das reagdes que estes
provocam, o fibrinogénio (sollvel), presente normalmente em circulagdo, converte-se em
fibrina, formando uma rede insoltvel que estabiliza o tamp&o plaquetario e promove a formagéo
do coagulo. Para que isso aconteca, a cascata da coagulacdo pode ser ativada por duas vias

distintas: a via intrinseca e a via extrinseca, que convergem numa via comum®,
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O processo de coagulacao esta ainda sob o controle inibitdrio de vérios fatores, que tém

como funcdo limitar a formacdo de codgulos, evitando assim a propagacdo do trombo

(fibrindlise)*e.

Via Extrinseca

Via Comum
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Figura 14: Cascata da coagulacéo.
Fonte: Adaptado de Cascata de coagulagdo®’.

= Amostra: Plasma pobre em plaquetas.

= CondicBes de colheita: A determinacdo de fatores da coagulacdo e de outras

determinac6es especiais devem ser efetuadas em plasma pobre em plaguetas, onde o niumero

de plaquetas aconselhado devera ser inferior ou igual a 5x10%L. Esta contagem devera ser

registada no modulab mas ndo saird o resultado para o clinico!®. O tratamento pré-analitico

necessario para a obtencdo deste tipo de amostra encontra-se descrito na Tabela 2 do

subcapitulo 3.7.3. Tratamento da amostra.
= Equipamento: ACL TOP® 300/500 da WERFEN.

TEMPO DE PROTROMBINA (TP)

A protrombina, ou fator Il da coagulacdo, é uma proteina plasmaética sintetizada no

figado, na presenca de vitamina K, e precursora da trombina. A protrombina, ao ligar-se a
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trombomodulina, ativa o sistema da proteina C que, por sua vez, tem um papel importante no
equilibrio pré-coagulante e/ou anticoagulante?®.

= Metodologia: Neste ensaio, a adi¢do do regente, formado por tromboplastina tecidular,
a amostra de plasma, na presenca de ides calcio, ativa a via extrinseca da coagulacdo, o que
resulta na conversdo do fibrinogénio em fibrina, com formacdo de codgulo. O tempo que
decorre para que haja essa formagcéo é medido e corresponde ao tempo de protrombina*®.

= LimitacOes/interferéncias: Podem observar-se interferéncias entre farmacos e este

ensaio, pelo que é necessario ter isso em conta aquando da interpretacdo dos resultados*.

» Interpretacdo clinica: O tempo de protrombina é normalmente dado em segundos ou

transformado em racio (INR), para uma uniformizacao de valores entre laboratérios. Assim, 0

INR ¢é calculado através da seguinte equagio®®:

TP da amostra
INR =

Média do intervalo normal de TP

O TP é frequentemente usado para avaliar a via extrinseca, formada pelo fator VII, e a
via comum, que inclui os fatores X, V, 1l (protrombina) e I (fibrinogénio)*®. Assim, caso exista
deficiéncia de algum destes fatores, o TP serd prolongado. Contudo, o TP é usado
fundamentalmente para a monitorizacdo de individuos que estejam em tratamento com
anticoagulantes orais. Nestes individuos este parametro é normalmente elevado e o ajuste da

medicacio é muitas vezes necessario para manutencdo do equilibrio hemostatico*.

TEMPO DE TROMBOPLASTINA PARCIAL ATIVADA (APTT)

A tromboplastina, também conhecida como fator Il ou fator tecidual, € uma
glicoproteina com atividade pré-coagulante e o principal ativador da coagulagdo in vivo. Esta
proteina esta, normalmente, presente no tecido subendotelial e fibroblastos e s6 é encontrada
em circulacdo quando ocorre a rutura da parede do vaso. No entanto, também pode ser
encontrada, em menor quantidade, nos mondcitos*.

A tromboplastina pode ser ativada de trés maneiras distintas: por lesdo fisica, com a
ativacdo do fator da parede do vaso; por lesdo vascular direta; ou por leséo funcional através da

ativacao do fator circulante, em situacdes de hipoxia, sépsis, inflamagao, entre outras*®.
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= Metodologia: A determinacdo do APTT ¢ feita através da adicdo de um reagente
fosfolipidico sintético que funciona como ativador da via intrinseca da coagulagdo. O tempo
que demora até & formagao do coagulo é medido e expresso em segundos™.

= Limitacdes/interferéncias: Os resultados para este parametro podem ser alterados por

varios farmacos de administragdo comum®,

= Interpretacdo clinica: O APTT é o exame laboratorial usado para monitorizar as vias

intrinseca e comum, sendo importante, principalmente, para monitorizacdo de doentes que se
encontram sob terapéutica com anticoagulantes orais®.

O APTT pode estar aumentado devido a défices nos fatores de coagulagdo,
nomeadamente, os pertencentes a via intrinseca (fatores XII, X1, IX e VII) e a via comum (X,
V, Il e fibrinogénio). Estas deficiéncias sdo encontradas, normalmente, em individuos com
hemofilias A e B, doencas hepaticas e com deficiéncia de vitamina K. A presenca de heparina,
anticoagulante lapico ou outros inibidores da coagulacdo também pode provocar o aumento do
APTT,

TEMPO DE TROMBINA

A trombina é o mediador comum final, tanto da via intrinseca como da extrinseca da
coagulacdo. Esta proteina acelera a ativacdo plaquetaria, assim como a producdo dos fatores V,
VIII e 1X, além de intervir na clivagem proteolitica de fibrinogénio em fibrina. Ja formado o
coagulo, a trombina liga-se a fibrina e permanece ativa e protegida da inativacdo, pela
antitrombina, até se iniciar o processo de fibrindlise>:.

A trombina, produzida a partir da protrombina, também tem efeitos pré-inflamatorios,
oriundos da ativacao de recetores ativadores de proteases presentes nos monacitos, linfocitos,
endotélio e células dendriticas*®.

= Metodologia: Neste ensaio, o fibrinogénio da amostra é convertido em fibrina por adi¢éo
de trombina bovina purificada e € medido o tempo necessario para a formacéo do coagulo®.

= Limitacdes/interferéncias: Os resultados do tempo de trombina podem ser alterados por

varios farmacos de administragdo comum®2,

= Interpretacdo clinica: O tempo de trombina &, normalmente, realizado quando existe um

prolongamento do TP e APTT, ou seja, quando ha suspeita de deficiéncia dos fatores X, V,
protrombina e fibrinogénio. Por outro lado, o tempo de trombina pode ser também usado para
a avaliacdo de individuos com suspeita de CID ou para monitorizagdo da terapéutica com

heparina ou outros anticoagulantes®?.
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O tempo de trombina pode estar prolongado em individuos com sobredosagem de
heparina, ou que tenham em circulagcdo produtos de degradacdo de fibrina. Individuos com
deficiéncia de fator XIIl, com doenca hepatica ou com concentraces elevadas de

imunoglobulinas também apresentam um tempo mais prolongado que os limites de referéncia®.

FIBRINOGENIO
O fibrinogénio, ou fator I da coagulacdo, é uma proteina solluvel essencial da
coagulagio, produzida pelo figado, e é o precursor da fibrina*®. A libertacéo do fibrinogénio em
circulagdo, juntamente com outros fatores, é desencadeada quando h& lesdo de um vaso
sanguineo e da inicio ao processo de homeostasia. No final deste processo, o fibrinogénio é
convertido em filamentos insollveis de fibrina, que reforcam e estabilizam o coagulo
plaquetario até que ocorra a cicatrizagio dos tecidos no local da lesdo®3.
= Metodologia: A determinacdo quantitativa de fibrinogenio é feita pelo mesmo ensaio
que a determinacdo do TP, no entanto, o fibrinogénio é determinado medindo a absorvéncia
durante o processo de coagulagio e comparando-a com um calibrador®®.

» LimitacBes/interferéncias: Os resultados da anélise do fibrinogénio podem sofrer

interferéncias se, na amostra, estiverem presentes produtos de degradagdo de fibrina ou
fibrinogénio®.

= Interpretacdo clinica: O fibrinogénio é um marcador Gtil na avaliacdo e monitorizacao

de diversas doencas. ConcentracOes reduzidas desta proteina em circulagdao sdo, normalmente,
encontradas em doencas hereditarias, como a afibrinogenemia ou hipofibrinogenemia, e em
patologias adquiridas, como doenca hepatica avancada e desnutricdo intensa. Os niveis de
fibrinogénio ficam ainda mais reduzidos quando estdo presentes patologias como CID,
hiperfibrindlise ou ap6s transfusio®®.

Por outro lado, o fibrinogénio é também uma proteina de fase aguda, o que faz com que
0s seus niveis em circulacdo aumentem quando existe inflamacéo ou lesdo tecidual. No entanto,
estas elevacdes sdo temporarias, pelo que voltam a normalidade assim que desaparecer a causa
do quadro inflamatério. Sdo ainda detetadas concentracGes elevadas desta proteina em
individuos com cancro, doenca corondria ou enfarte do miocardio, acidente vascular cerebral

(AVC), distarbios inflamatdrios (arterite reumatoide e glomerulonefrite) e traumatismos®2.
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D-DIMEROS
O D-dimero é um dos derivados solUveis formados apos degradacédo da rede de fibrina
pela plasmina. A plasmina, uma protease de serina, quando nao esta inibida, digere a fibrina
insoltvel, o que da origem a varios derivados soltveis, com diferentes pesos moleculares,
dependendo da extens&o da digestdo®*. Assim, os D-dimeros tornam-se indicadores especificos
de fibrinolise®®.
= Metodologia: A determinacdo quantitativa de D-dimeros € feita por imunoensaio
turbidimétrico®,

= Limitacdes/interferéncias: O anticorpo monoclonal contido no reagente tem uma grande

especificidade para o dominio D-dimero dos produtos de degradacdo da fibrina com ligacGes
cruzadas, o que podera causar interferéncias nos resultados®*.

= Interpretacdo clinica: A determinacdo dos niveis de D-dimero em circulacdo € uma

ferramenta generalizada para o diagndstico de algumas patologias tromboticas®.

Normalmente, os niveis de D-dimero podem estar elevados em individuos com
trombose venosa profunda, tromboembolismo pulmonar e CID. No entanto, é necessario ter
atencdo aquando a interpretacdo dos resultados deste parametro analitico, pois este também
aumenta moderadamente com a idade e durante a gravidez. Neste Gltimo caso é necessaria
atencéo redobrada, pois niveis muito elevados estio associados a complicacdes®.

No caso de concentracdes baixas de D-dimero em circulacdo, quando combinadas com
uma avaliacdo clinica pré-teste de baixa probabilidade, tém um valor preditivo negativo elevado

para o desenvolvimento de trombose venosa profunda e tromboembolismo pulmonar®,

ANTICOAGULANTE LUPICO

O anticoagulante lGpico é um autoanticorpo adquirido, encontrado numa variedade de
distlrbios autoimunes e, por vezes, em individuos saudaveis®.

Os anticoagulantes lGpicos pertencem ao grupo dos anticorpos antifosfolipidicos® e s&o
imunoglobulinas que se ligam aos fosfolipidos ou complexos fosfolipidos-proteinas que séo
ativados na coagulagdo. Estes anticorpos tém a capacidade de prolongar os tempos dos testes
dependentes de fosfolipidos, como o TP ou APTT, o que faz com que os individuos que 0s
possuem tenham uma predisposi¢édo elevada para tromboses €, no caso de mulheres gravidas,
para abortos recorrentes no segundo trimestre da gravidez®®.

» Metodologia: Para o diagndstico qualitativo da detecdo de anticoagulante lGpico, é

utilizado o método do veneno diluido da vibora de Russell, na forma de dois ensaios: 0 dRVVT
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Screen e 0 dRVVT Confirm. No ensaio dRVVT Screen o reagente é pobre em fosfolipidos, o que
o0 torna sensivel ao anticoagulante lipico. Em oposicéo, o excesso de fosfolipidos presente no
dRVVT Confirm neutraliza o anticoagulante lUpico, o que resulta em tempos de coagulagédo
menores. Apos a adicdo do reagente, o veneno da vibora de Russell, na presenca de ides calcio,
ativa diretamente o fator X presente na amostra e, consequentemente, a via comum da cascata
da coagulacdo. O tempo necessario para que se forme o codgulo é medido e expresso em
segundos®®.

= Interpretacdo clinica: A interpretacao dos resultados deve ser feita atraves do célculo do

racio correspondente a cada um dos ensaios. Assim, tanto para o0 dRVVT Screen, como para o
dRVVT Confirm é calculado o seguinte racio®:

dRVVT amostra (s)
média do intervalo normal do dRVVT (s)

dRVVT =

O resultado é obtido através da divisdo do racio do dRVVT Screen pelo resultado do

racio do dRVVT Confirm, ou seja®:

Racio dRVVT Screen
Racio dRVVT Confirm

Racio normalizado dRVVT =

Caso o racio normalizado apresente um valor superior a 1,2, o resultado dado ao clinico
devera ser positivo para a presenca de anticoagulante lipico. Caso este racio se encontre inferior
ao valor referido, o resultado apresentado devera ser negativo. No entanto, estes testes podem
ser mais ou menos sensiveis para determinados subgrupos de anticoagulantes lupicos, pelo que
devem ser efetuados, pelo menos dois testes, antes de descartar a possibilidade de o individuo
ter este anticoagulante®®.

Os tempos de coagulacdo dos dois ensaios podem também encontrar-se elevados em
individuos que estejam a fazer terapéutica anti-vitamina K. Contudo, quando nao é esse o caso,
devem ser realizados testes de confirmacdo para investigar deficiéncias de fatores ou inibidores
da cascata da coagulacio®®.

A realizacdo deste teste & fundamental em individuos com trombose inexplicada,
principalmente se ndo houver histérico familiar, ou com tromboembolia venosa recorrente,
acidentes vasculares cerebrais ou outros eventos arteriais e também em mulheres com perda

fetal recorrente no segundo trimestre. Individuos com o anticoagulante lipico quase sempre

Péagina | 61



apresentam outras anormalidades, causadas pela presenca de anticorpos antifofolipidos, como
anticorpos anti-carliolipina, trombocitopenia e resultados positivos no teste direto de

antigobulina e fator antinuclear®®.

ANTITROMBINA 111 (FUNCIONAL)

A antitrombina 11, também conhecida como cofator | da heparina, € o principal inibidor
fisiologico da coagulagdo®’. A antitrombina é um inibidor da serina protease responsavel pela
ligagéo e inativagdo da trombina e dos fatores 1Xa, Xa, Xla e Xlla, sendo que a sua atividade
enzimatica é aumentada na presenca de heparina. Contudo, como a concentragdo plasmatica de
heparina é baixa, este anticoagulante ndo contribui significativamente para a ativacdo da
antitrombina in vivo, sendo a antitrombina ativada pela ligacdo do sulfato de heparina, presente
na superficie celular endotelial®®.

= Metodologia: A determinacdo quantitativa de antitrombina € feita por ensaio
cromogéneo cinético®’.

= Interpretacdo clinica: A determinacao deste parametro analitico € normalmente utilizada

para excluir ou diagnosticar o défice congénito de antitrombina em individuos com tendéncia
para o desenvolvimento de doengas tromboembolicas, CID, sindromes nefréticos ou
hepatopatias. E ainda determinada a atividade da antitrombina em individuos em estadios pré-
operatorios ou antes da prescricdo de contracetivos orais, terapéutica com heparina e

concentrados de antitrombina®’.

PROTEINA C FUNCIONAL
A proteina C é uma proteina vitamina K-dependente, que esta presente no plasma como
zimogénio®®. Esta proteina é ativada pela trombina, na presenca de trombomodulina, para
formar a proteina C ativada. A proteina C ativada/funcional, por sua vez, atua inibindo os
fatores Va e Vllla, juntamente com os cofatores proteina S e fosfolipidos. A proteina C tem,
por isso, importantes propriedades anticoagulantes, profibrinoliticas e anti-inflamatorias*.
= Metodologia: A proteina C é ativada quando é adicionado a amostra o reagente que
contém a fragdo proteica derivada de veneno da serpente Agkistrodon contortrix contortrix, e a
sua quantificacdo € feita utilizando um substrato cromogéneo sintético, por ensaio

imunocromatografico cinético®®.
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» Limitacdes/interferéncias: Amostras que tenham sido submetidas a ativagdo por

contacto podem apresentar resultados falsamente elevados como, por exemplo, na presenca de
calicreina. O contrario acontece em amostras de individuos tratados com aprotinina, onde 0s
resultados de proteina C podem encontrar-se falsamente diminuidos®®.

= Interpretacdo clinica: A diminuicdo da proteina C, decorrente de causas genéticas ou

adquiridas, predispde os individuos a trombose venosa, principalmente adultos jovens. A
deficiéncia genética, normalmente causa tromboembolismos venosos, no entanto, também pode
ser a causa de purpura neonatal fulminante, ou seja, um tipo grave de CID no recém-nascido.
Por outro lado, as diminui¢Bes adquiridas desta proteina ocorrem em individuos com doenca

hepética ou CID e durante o tratamento com anticoagulante oral®®,

PROTEINA S LIVRE: ANTIGENICA
A proteina S é uma glicoproteina vitamina K-dependente, sintetizada por células

endoteliais e hepatocitos*®, que atua como cofator da proteina C ativada, aumentando os seus
efeitos anticoagulantes e profibrinoliticos. A proteina S encontra-se presente no plasma em duas
formas: a proteina S livre, que representa cerca de 40% do total desta proteina em circulacéo e
a proteina S ligada a proteina transportadora da fracdo C4b do complemento (cerca de 60%).
Embora as duas formas estejam em equilibrio dindmico, apenas a proteina S livre tem atividade
bioldgica™. A atividade anticoagulante da proteina S ocorre em virtude da forma livre, enquanto
a forma ligada atua como inibidor do sistema complemento e € regulada nos estados
inflamatorios, o que faz com que os niveis de proteina S em circulacdo reduzam dando origem
a estados procoagulantes. Esta proteina, para além de funcionar como cofator da proteina C
funcional na inativacdo dos fatores Va e Vllla, também provoca uma inibicao reversivel do
complexo protrombinase (FVa-FXa)*.

= Metodologia: A determinacdo de proteina S livre € feita por imunoensaio
turbidimétrico®.

= Interpretacdo clinica: Assim como a proteina C, também os défices de proteina S podem

ser congénitos ou adquiridos, provocando o mesmo tipo de patologias e um maior risco de
tromboembolismo venoso. As patologias associadas a um defice de proteina S adquirida séo
idénticas as provocadas pelo défice de proteina C e podem manifestar-se durante a gravidez,
em recém-nascidos, em individuos que fagam terapéutica anticoagulante ou contracetiva oral

ou que possuam hepatopatias®®.
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FATOR DE VON WILLEBRAND (ANTIGENIO)

O fator de von Willebrand (FVW) é uma glicoproteina produzida pelas células
endoteliais, megacariocitos e tecido conjuntivo subendotelial. Este fator, para além de mediar
a adesdo das plaguetas a superficie subendotelial para a formacdo do tampéo plaquetario,
também atua como proteina transportadora do fator VIII, formando o complexo designado de
fator V11I: C, com atividade coagulante?®.

= Metodologia: A determinacdo quantitativa do fator de von Willebrand livre (antigénio)
é feita por imunoensaio turbidimétrico®.

= Limitacdes/interferéncias: Podem surgir resultados falsamente elevados se na amostra

estiver presente fator reumatoide®.

= Interpretacdo clinica: Dependendo dos resultados obtidos na determinacdo quantitativa

deste parametro, a Doenca de von Willebrand (DWD) pode ser considerada hereditaria ou
adquirida®®.

A DWD hereditaria pode classificar-se em trés tipos. Individuos com o tipo 1 da doenca,
0 mais frequente, apresentam concentracdes de FVW em circulacdo reduzidos, ainda que a
estrutura e funcionalidade deste fator seja normal. Isto ndo acontece nos individuos que
apresentam o tipo 2 da doenca, pois podem apresentar uma quantidade de FVW no plasma
normal ou ligeiramente reduzida, mas a estrutura molecular e funcionalidade deste fator é
anormal. No tipo 3 desta doenga, os resultados quantitativos para o FVW sdo quase nulos®.

Por outro lado, a DWD adquirida, provocada pela presenca de autoanticorpos, pode ser
provocada por outras patologias, o que faz com que haja uma diminuicdo de FVW®°,

Concentraces elevadas deste fator sdo frequentemente observados em individuos com

doencas crénicas, inflamagdes agudas ou processos que alterem o endotélio vascular®,

FATOR VIII:C (CROMOGENICO)

O fator VIII € uma glicoproteina plasmatica sintetizada no figado, que se encontra em
circulacdo na forma de complexo com o fator de von Willebrand, dando origem ao fator
VIII:C,

Durante a coagulacéo, o fator VIII é convertido na sua forma ativa, o fator Vllla, pela
trombina ou pelo fator Xa. O fator VIlla funciona como um cofator para o fator IX, acelerando
a conversao de fator X a fator Xa pelo fator 1Xa%.

= Metodologia: A atividade do fator VIII é determinada por um teste de TTP ativado

modificado. Neste ensaio, a amostra é diluida e adicionada ao plasma com défice de fator VIIlI,
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0 que faz com que a correcdo do tempo de coagulacdo do plasma deficitario seja proporcional
a concentracéo do fator V11 especifico na amostra, quando comparado com um calibrador®?.

= Limitacdes/interferéncias: Amostras que apresentem hemolise, ictericia ou lipemia

excessivas, ndao devem ser utilizadas para provas de coagulacdo, pois podem surgir
interferéncias®?.

= Interpretacdo clinica: A deficiéncia congénita do fator VIII é a causa de Hemofilia A,

uma doenca hereditaria recessiva ligada ao género, que pode originar eventos hemorragicos em
individuos com esta patologia. A sua gravidade € inversamente proporcional a concentracéao de
fator VIII no organismo, pelo que é fundamental o doseamento deste fator da coagulacéo.
Assim, os individuos com Hemofilia A sdo normalmente agrupados pelos varios estadios da
doenca, de acordo com a sua atividade em fator VI11. Existem trés categorias: a hemofilia grave,
onde as concentracOes de fator VIII séo inferiores a 0,01 Ul/ml; a hemofilia moderada, com
niveis em circulagdo entre 0,01 e 0,04 Ul/ml; e hemofilia ligeira, onde estdo presentes
quantidades entre 0,05 e 0,25 Ul/mI®L,

No entanto, o decréscimo dos niveis de fator VIII também pode ser associado a DWD,
embora nesta doenca, o défice deste fator seja apenas moderado quando comparado com 0s
défices em individuos com Hemofilia A. Assim como o FVW, também o fator VIII estd
igualmente diminuido no tipo 1 da DWD. O mesmo néo acontece no tipo 3 da DWD, pois existe

uma deficiéncia acentuada de fator VII1, enquanto que o0 FVW est4, muitas vezes, ausente®.

4.1.4. Outros testes

PESQUISA DE EOSINOFILOS NO MUSO NASAL
O muco nasal é constituido por 95% de agua, 3% de elementos organicos e 2% de
minerais e funciona como uma barreira permeavel entre a mucosa e o ar inspirado. Os
eosindfilos sdo células sanguineas ativas em doengas alérgicas e infe¢bes e, quando presentes
no muco nasal, a sua contagem torna-se fundamental para diagnosticar a presenca de bactérias
ou alergias, em individuos com sintomatologia clinica®.
= Amostra: Exsudado nasal.

= Condicdes de colheita: A colheita deve ser feita com uso de zaragatoa, uma para cada

lado das fossas nasais (direito e esquerdo).
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= Metodologia: A pesquisa de eosindfilos no muco nasal é feita microscopicamente,
através do exame citoldgico de um exsudado nasal. A preparacdo é feita transferindo o contetido
de duas zaragatoas nasais, uma do lado direito e outra do lado esquerdo, cada uma delas para
duas laminas. Assim que toda a preparacdo esteja seca, as laminas sdo fixadas a chama e coradas
pelo mesmo tipo de coloracdo que um esfregaco de sangue periférico, ou seja, pela coloracéo
de May-Grunwald-Giemsa. Findado este processo, a lamina é analisada ao microscépico pelo
TSS/MPC e os resultados sdo dados qualitativamente, isto é, caso sejam visualizados
eosinofilos em, pelo menos, uma das duas laminas do mesmo lado, o resultado sera positivo,
caso contrario o resultado seré negativo.

= Interpretacdo clinica: Uma contagem elevada de eosindéfilos em circulagdo revela uma

resposta do organismo a presenca de alergénios responsaveis pela reacdo alérgica. O mesmo
acontece quando estas células estdo presentes no muco nasal, constituindo uma das

metodologias de diagndstico da rinite alérgica®?.

ELETROFORESE DAS HEMOGLOBINAS
A eletroforese das hemoglobinas é uma técnica laboratorial que permite identificar os

diferentes tipos de hemoglobina que podem ser encontrados nos eritrocitos em circulacdo. Esta
técnica é usada, fundamentalmente, para o diagnostico de hemoglobinopatias®.

=  Amostra: Solucéo de eritrécitos lavados e hemolisados, previamente preparada.

= Metodologia: Para a realizacdo da eletroforese das hemoglobinas é usado o ensaio
HYDRAGEL HEMOGLOBIN(E), fornecido em kit para os equipamentos HYDRASYS®, que
permite a separacdo de HbA e HbAZ2, assim como a detecdo das principais variantes de
hemoglobinas, HbS ou HbD e HbC ou HbE. O ensaio é feito por eletroforese em gel de agarose,
a pH alcalino (pH 8,5) e, para a garantia da qualidade, este kit fornece ainda trés tipos de
controlo: controlo normal HbA2; com uma quantidade de HbA2 dentro dos valores de
referéncia para este parametro, controlo patologico HbA2, onde a quantidade de HbA2 se
encontra elevada e, por ultimo, controlo HbFSC, onde estdo presentes as variantes F, S/D e C/E
de hemoglobina®. Neste tipo de metodologia s&o bastante importantes os controlos, de modo a
que seja possivel a comparacao do perfil eletroforético do individuo com o perfil do controlo.
Para além disso, no CHMT, como forma de garantir que o resultado ¢ fidvel e que ndo houve
interferéncias na corrida, todas as amostras sdo realizadas em duplicado e em posicdes

estratégicas entre os trés controlos.
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O modo de leitura do gel pode ser feito de duas formas, dependendo da finalidade a que
se destina a utilizacdo desta técnica. Sendo assim, a visualizagdo do gel fornece uma analise
qualitativa, enquanto a leitura do gel num leitor SEBIA fornece os perfis de hemoglobina para
analises quantitativas relativas. No CHMT, ¢ utilizada a analise quantitativa, com transmisséo
do perfil eletroforético, das quantificacfes de cada fracdo e de um breve comentério feito pelo
especialista, para 0 modulab. Contudo, tanto o gel, como os perfis impressos sdo guardados
também em envelope, devidamente etiquetado com os dados do individuo, no arquivo do
laboratorio.

» LimitacBes/interferéncias: N&o é possivel, na eletroforese de hemoglobinas a pH

alcalino, diferenciar as variantes S da D, assim como a variante E da C. Estas variantes de
hemoglobina s6 sdo possiveis diferenciar em eletroforese a pH acido®?,

= Equipamento: HYDRASYS® da SEBIA.

» Interpretacdo clinica: As hemoglobinopatias sdo um grupo de doencas hereditarias

autossomicas recessivas, relacionadas com défice quantitativo ou qualitativo de hemoglobina,
a proteina essencial no transporte de oxigénio. As talassemias enquadram-se no grupo de
défices quantitativos de Hb, enquanto as variantes estruturais da hemoglobina séo o resultado
de défices qualitativos desta proteina. Estas variantes sdo causadas por mutacGes nos genes
globinicos e que ddo origem a substituicdo de um aminoécido na proteina. Estas alteracdes
resultam, consequentemente, na modificacdo das propriedades fisicas, quimicas ou funcionais
da molécula de hemoglobina® que sdo possiveis detetar através da eletroforese das
hemoglobinas.

Através da andlise qualitativa do gel de agarose, é possivel verificar se esta presente na
amostra alguma das variantes de hemoglobina, pois aparecera uma banda correspondente a essa
variante na amostra e no controlo.

Apds o scanner do gel, é feita entdo a analise quantitativa pelo software desenvolvido
pela SEBIA. Esta quantificacdo é feita pela medicdo da intensidade da cor da banda quando
comparada com os controlos, que resultara num pico no tempo de migragéo da variante quando
desenhado o perfil eletroforético.

No subcapitulo 4.1.5. Caso Clinico, sera relatado um caso clinico dos estudados durante

0 periodo de estagio.

TESTE DE SOLUBILIDADE A HBS
HbS Solubility Screening Kit da Helena Biosciences Europe € um teste rapido que se

destina a detecdo qualitativa da variante S da hemoglobina, responsavel pela transformacéo dos

Péagina | 67



eritrocitos biconcavos em eritrdcitos falciformes®. Este teste baseia-se no facto de, sob baixos
niveis de oxigenio, a HbS se tornar menos sollvel que a sua forma oxigenada.

A gravidade das patologias associadas a presenca de HbS em circulacdo depende da
informacdo genética de cada individuo e pode originar quadros clinicos assintomaticos ou com
sintomatologia caracteristica®®.

=  Amostra: Sangue total.

= Metodologia: Para a realizacdo deste teste rapido € necessaria a adicdo de 2 pl de
amostra de sangue total ou amostra controlo e 2 ml de reagente HbS Solubility num tubo de
ensaio. De salientar que, se a concentracdo de hemoglobina for inferior a 60 g/L, deve ser
adicionado um volume maior de amostra. Seguidamente, homogeneizar bem a mistura e deixar
repousar entre trés e cinco minutos. A leitura é feita com base na turvacdo da mistura e com o
auxilio das linhas do grafico de visualizagio desenhado na bula®.

= LimitacOes/interferéncias: Os resultados obtidos em recém-nascidos ou em lactentes

ndo sdo confidveis devido a baixa percentagem de HbS e elevada percentagem de HbF em
circulagdo, o que pode originar resultados falsamente negativos®®.

= Interpretacdo clinica: Se houver turvacao o resultado é positivo, ou seja, as linhas do

grafico de visualizacdo ndo podem ser vistas quando observadas através da amostra. Este
resultado significa que o individuo possui a variante S da hemoglobina em circulag&o®®.

Sempre que o resultado deste teste for positivo deve ser investigada a natureza do
tracado falciforme, ou seja, se o individuo é homozigético ou heterozigético. Um individuo
heterozigdtico possui apenas um gene com a mutacdo falciforme e pode ser ou ndo sintomatico,
dependendo da variante de hemoglobina manifestada pelo outro gene®. Nestes casos, embora
os eritrécitos ndo se tornem falciformes sob concentraces normais de oxigénio, a
falciformacdo poderd ocorrer in vivo, quando os niveis de oxigénio sao
reduzidos devido a patologias adjacentes como a pneumonia, anestesia e,
principalmente, se houver febre ou acidose®®. No caso de individuos
homogizéticos, ou seja, detentores de dois genes que codificam para a HbS,
apresentam geralmente complicacGes e sintomas caracteristicos de anemia
falciforme, a manifestagdo mais grave da doenca falciforme®®.

Um resultado negativo é obtido quando a mistura ndo possui

turvacéo, ou seja, quando € possivel a observagéo das linhas do grafico de

visualizacdo (Figura 15).

Figura 15: Resultado

De salientar que, por se tratar de um teste presuntivo, os resultados  negativo obtido no
] . . teste de solubilidade a
obtidos devem ser sempre confirmados por eletroforese das hemoglobinas. HbS.
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PROVA DA FALCIFORMA(;AO

Para além do anteriormente descrito, a presenca de HbS pode ser demonstrada pela
pesquisa de células falciformes através da prova da falciformacao, que consiste em provocar a
transformacéo da forma dos eritrocitos que possuem HbS, através da desoxigenacdo do sangue.

Na forma homozigotica (HbS/S) ou heterozigética com o gendtipo HbS/C e HbS/B-
talassemia, os drepandcitos observam-se facilmente num esfregaco de sangue periférico. O
mesmo ndo acontece na forma assintomatica heterozigotica (HbA/S), pois ndo ocorre
falciformacéo em condicBes normais in vivo. Este processo pode ser induzido, in vitro, atraves
da privacdo de oxigénio aos eritrocitos, ou mesmo pela inducdo de um ambiente redutor, no
qual se baseia esta prova.

=  Amostra: Sangue total.

= CondicBes de colheita: Amostra colhida com uso de EDTA como anticoagulante.

Sempre que possivel, o laboratério devera ser informado previamente da entrada do pedido para
este tipo de prova, devido a extemporaneidade do reagente e a pouca estabilidade da amostra.

= Metodologia: Numa lamina de microscopia, devem ser colocados 150 pl de solucdo de
metabissulfito anidro (Na»S:0s) a 2% e adicionados 50 pl de sangue total, cobrindo
imediatamente a preparagdo com uma lamela. De modo a que a atividade metabdlica dos
leucdcitos conduza a desoxigenacdo da amostra, os cantos da lamela devem ser vedados com
verniz incolor e a preparacdo deve ser observada ao microscopio com ampliacdo de 400x. O
MPC/TSS deverad procurar identificar eritrocitos falciformes, utilizando especialmente as
margens da preparacao para essa visualizacao.

» LimitacBes/interferéncias: Laminas com residuos de detergente podem modificar ou

lisar as células, simulando células falciformes e, consequentemente, dando origem a resultados
falsamente positivos.

= Interpretacdo clinica: O resultado sera positivo sempre que se observarem eritrocitos

falciformes na preparacdo. Para um resultado negativo, a preparacdo deve ser visualizada

novamente passadas doze horas e o resultado devera ser concordante nas duas observacgoes.
Esta prova é usada como teste presuntivo, assim como o Teste de Solubilidade a HbS, e

os resultados devem ser interpretados do mesmo modo. O diagndstico definitivo de doenga

falciforme deve ser dado recorrendo ao uso de técnicas de diagnostico mais especificas.
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DOSEAMENTO DAS HEMOGLOBINAS

O doseamento das hemoglobinas é um teste utilizado, normalmente, como teste
complementar de diagndstico de diabetes mellitus ou de hemoglobinopatias®’.

A hemoglobina, como ja referido, € uma proteina que faz parte da constituicdo dos
eritrécitos e que é responsavel pelo transporte de oxigénio. No entanto, ndo € s6 0 oxigénio que
circula nos vasos sanguineos, pelo que pode ocorrer interacdes entre a hemoglobina e outros
compostos, como é o caso da glicose. A reacdo entre a HbA e a glicose corresponde a uma
glicacdo ndo enzimatica, que ocorre de forma continua e irreversivel, dando origem a um
complexo designado de hemoglobina glicada (HbALc). A velocidade de sintese deste complexo
depende da concentracdo de glicose a que 0s eritrocitos sao expostos, uma vez que o eritrocito
é livremente permeavel a glicose. Como a semivida dos eritrocitos é de cerca de cento e vinte
dias, a HbAlc reflete a média das glicemias durante esse intervalo®’, tornando-se um pardmetro
complementar ao diagndstico e monitorizagdo da diabetes mellitus.

Por outro lado, num adulto, podem ser encontradas ainda outras fragdes de hemoglobina
para além da HbA, como por exemplo a HbA2. Existem ainda outras variantes da hemoglobina,
que sdo encontradas quando alteracbes genéticas mudam a sequéncia de aminoacidos da
globina. Essas mutacOes alteram a estrutura da hemoglobina e podem alterar o seu
comportamento, velocidade de producdo ou estabilidade. O seu doseamento torna-se
importante, pois auxiliam o clinico no diagndstico de muitas das hemoglobinopatias existentes.

=  Amostra: Sangue total.

= Metodologia: A cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC) é uma técnica de
separacdo, identificacdo e quantificacdo de compostos presentes numa mistura. Através de uma
cromatografia liquida de fase reversa, é possivel a separacdo da mistura das hemoglobinas
circulantes nos varios tipos de hemoglobinas, com base nas interagcdes ionicas e hidrofobicas
da amostra com a matriz de suporte. Cada variante de hemoglobina tem o seu tempo de retencao
caracteristico, 0 que permite a sua identificacio através desta técnica®.

= Equipamento: ADAMS HA-8160 da ARKRAY.

= Interpretacdo clinica: Nos individuos com diabetes mellitus, principalmente naqueles

que apresentam glicemia persistentemente elevada, o excesso de glicose acaba por facilitar a
ocorréncia da glicacdo da hemoglobina, o que faz com que os valores de HbAlc obtidos sejam
elevados. Este doseamento proporciona uma visdo global do controlo desta doenga, da
necessidade de ajustes no tratamento, bem como, do risco que o individuo tem de vir a sofrer

complicacdes tardias®’.
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No caso do doseamento de outras hemoglobinas, € possivel b

. . P2 g 106 0
dosear cada uma das fracdes presentes devido aos tempos de retencdo | £ . . 21’[2
P5 L-Alc 41 250 1.
isti i A Ari - 3 2.7
caracteristicos de cada uma das variantes. No entanto, é necessario ter | & i 122% @g 9
P8 A2 2
i 3 i ; . 16701
em consideracgdo que algumas variantes mais raras podem co-eluir com O:“‘ o
umn 5
GAINT "0.91" GAIN2 "0.92"

as fracbes mais comuns como, por exemplo, a co-eluicdo das HbE e
HbLepore com a HbA2, assim como outras hemoglobinas podem co-
eluir com HbA, HbS e HbF. Do mesmo modo, o tempo de retencéo da
HbS e dos seus derivados pode ser o mesmo que os da HbA e HbA2%4,

Por esta razdo e pelo facto de existirem mais de mil variantes de
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hemoglobina identificadas, o doseamento das hemoglobinas pela
técnica de HPLC ndo pode servir como teste de diagndstico definitivo " '9ura 16: Cromatograma
obtido no equipamento

das hemoglobinopatias, funcionando apenas como exame ADAMS HA-8160 da
ARKRAY.
complementar de diagndstico.

CONTAGEM DE PLAQUETAS EM CITRATO

A pseudotrombocitopenia é 0 nome dado a uma baixa contagem de plaquetas em
amostras de sangue colhidas com o uso do anticoagulante EDTA. Esta diminuicdo é causada
pela aglutinacdo das plaquetas ou, mais raramente, pela formacdo de rosetas de plaguetas em
torno dos neutrdfilos, chamado de satelitismo plaquetario®.

A aglutinacdo das plaquetas pode resultar na formacéo de agregados plaquetares de
tamanho similar aos dos leucécitos, o que faz com que o contador automatico seja incapaz de
distinguir os agregados, reconhecendo-os como leucdcitos e fornecendo contagem falsamente
elevada destas células (pseudoleucocitose)®.

= Amostra: Sangue total.

= Metodologia e limitagdes/interferéncias: A metodologia utilizada para esta contagem &
a mesma que a utilizada para a contagem de plaquetas (ver subcapitulo 4.1.2. Analises
Hematologia), assim como as limita¢fes/interferéncias.

= Equipamento: XN-1000 da SYSMEX.

= Interpretacdo clinica: De um modo geral, os individuos com pseudotrombocitopenia ndo

tém historia clinica de hemorragias ou marcadores autoimunes. A juntar a isto, 0 TP também
estd normal e 0 VPM ndo se encontra alterado, o que prova que a diminuicdo das plaquetas
encontrada é induzida in vitro®,
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A ocorréncia de pseudotrombocitopenia pode ainda ocorrer em individuos portadores
de trombocitemia essencial que, normalmente, apresentam um numero bastante elevado de
plaquetas em circulacdo, o que pode encobrir o diagnostico desta doenca ou dificultar a
monitorizacdo do tratamento nos casos ja diagnosticados. Por outro lado, em individuos com
doencas associadas a diminuicdo das plaquetas em circulacdo, quer pela supressdo da
plaquetopoiese medular ou por mecanismos imunes, a ocorréncia da pseudotrombocitopenia
pode dificultar na monitorizacéo da terapéutica em curso®,

A pseudotrombocitopenia representa, assim, um resultado clinico que carece de atencao
por parte do clinico, uma vez que pode originar diagnosticos errados, pedidos de mais exames
laboratoriais desnecessarios e terapéutica inadequada, como por exemplo, transfusdo de

plaguetas e, em casos extremos, esplenectomia®®.

HLA-B27

O complexo do antigenio leucocitario humano (HLA) é a versdao humana do Complexo
de Histocompatibilidade (MHC), uma familia de genes presente em muitas espécies. Os genes
neste complexo sdo categorizados em trés grupos basicos: classe |, classe Il e classe Ill. No
Homem, os genes HLA-A, HLA-B e HLA-C, so os principais genes do MHC de classe 17°.

Os genes MHC de classe | fornecem a informacéo genética para a traducéo de proteinas
de membrana presentes na superficie de quase todas as células. Estas proteinas ligam-se a
péptidos enddgenos (antigénios) de outras células, apresentando-os aos linfdcitos T do sistema
imunoldgico™.

O gene HLA-B tem vérios alelos, sendo um deles o alelo HLA-B27, que esta associado
a um grupo de doencas inflamatdrias articulares relacionadas a espondilite anquilosante.

= Amostra: Sangue total.

= Condicdes de colheita: A realizacdo deste exame sé se efetua, no laboratério central do
CHMT, as quartas-feiras. Tendo em conta que a estabilidade da amostra para este exame € de
apenas quarenta e oito horas a temperatura ambiente, a colheita da amostra tera de ser efetuada
a terca-feira para tubo contendo EDTA como anticoagulante.

= Metodologia: A técnica utilizada para a determinacdo do antigénio HLA-B27 ¢ a
citometria de fluxo. Através desta técnica é possivel caracterizar subpopulacées de linfocitos
contendo o antigénio HLA-B27 pelo uso de anticorpos monoclonais, marcados com
fluorescéncia, contra as células que possuem este antigénio?®,

» Equipamento: FACSCALIBUR da BD DIAGNOSTICS.
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= Interpretacdo clinica: O resultado para a pesquisa de antigénio de histocompatibilidade

HLA-B27 é dado qualitativamente. Se o resultado obtido for positivo, indica que o individuo
tem um risco acrescido de desenvolvimento de doenca inflamatoria articular relacionada com
a espondilite anquilosante, conhecidas como espondiloartropatias. Alguns desses distarbios
estdo associados a doencas autoimunes, como a psoriase, ou a doengas crénicas que causam
inflamag#o das paredes intestinais’®.

Por outro lado, € de conhecimento geral que cerca de 7% da populacdo mundial tem o
antigénio HLA-B27, porém o rico de desenvolver este tipo de doenca é de apenas 5%. Isto
significa que é necessario estarem reunidos um conjunto de fatores, como os antecedentes
familiares, a presenca de sintomas clinicos ou radiograficos e a presenca de antigénio HLA-

B27, para o diagnostico de espondiloartropatia’.

CONTAGEM DE CELULAS EM LIQUIDOS BIOLOGICOS

As células dos liquidos biolégicos sdo contadas nos aparelhos de hematologia, no
entanto, devem ser contadas também em camara para confirmacdo. No caso dos liquidos
ascitico, peritoneal, pleural, dialisado e sinovial, a contagem deve ser feita em Cémara de
Neubauer’?, no entanto, esta contagem n#o é obrigatdria. Por outro lado, caso a amostra seja de
LCR, a contagem deve ser feita em camara de Fuchs-Rosenthal ou Nageotte e é obrigatéria

para que o resultado seja disponibilizado.

Contagem em equipamento de hematologia: O liquido bioldgico, para ser processado
em equipamento de hematologia, deve chegar do servico de origem em tubo de hemograma,
caso contrario, devera ser transferida uma aliquota para o respetivo tubo. Para além disso, deve-
se verificar sempre se, no liquido bioldgico, existe fibrina, pois em caso afirmativo, a amostra

ndo devera ser processada no equipamento’?.

Contagem em camara: No caso de o liquido biolégico ser LCR, a amostra a processar
deve ter sido obtida no primeiro tubo de colheita, ou seja, nunca se deve utilizar, para contagem
de células, a amostra do tubo destinado a estudos microbioldgicos™.

No caso de liquidos hematicos € importante a adi¢cdo de uma ou duas gotas de &cido
acético antes do seu processamento em cadmara, de forma a destruir os eritrocitos presentes para

que n&o interfiram na contagem?’273,
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Para a contagem, a area dos reticulos da cdmara deve ser coberta com uma lamela e
cheia com a amostra, sem que se formem bolhas. A camara deve repousar uns minutos, em

ambiente himido, e a contagem de células deve ser feita ao microscopio pelo TSS/MPC’%73,

= Contagem total de leucdcitos: Esta contagem pode ser feita utilizando trés tipos de

camara, a Camara de Neubauer’?, a Camara de Fuchs-Rosenthal”® e a Camara de Nageotte”. O
resultado a introduzir no modulab, através da contagem em qualquer uma das trés camaras,
deve ser dado em numero de células por litro de sangue.

= Contagem diferencial de leucdcitos: Para esta contagem, uma aliquota do liquido

bioldgico deveré ser centrifugada e, do sedimento, serem feitos dois esfregacos, para que se
possa determinar o predominio das células. O modo como é efetuado o esfregaco varia em
funcdo da celularidade do liquido, sendo que se esta for alta, uma ou duas gotas do sedimento
deverao ser espalhadas ao longo de toda a Iamina e, se for baixa, a amostra devera ser espalhada
num pequeno circulo. Uma das laminas é corada com a coloracdo de May-Griinwald-Giemsa,
a fim de poder ser observada ao microscopio pelo MPC/TSS. A contagem diferencial é dada
em percentagem, indicando se o predominio celular € mononuclear ou polimorfonuclear™ 73,
No LCR a contagem diferencial sd é feita se a contagem total de células for superior ou igual”®

a 10 células/mm?2 .

MUTACAO FATOR V LEIDEN/ MUTACAO FATOR II

As interagdes entre fatores de risco genéticos e/ou adquiridos que afetam os fatores de
coagulacdo sdo muitas vezes causadoras de tromboembolismo venoso, pelo que se torna
importante o seu conhecimento. Entre os fatores genéticos, as mutacfes nos genes que
codificam para os fatores V e Il (protrombina) sdo as principais responsaveis pelos casos de
trombose hereditaria’™.

O fator V é uma proteina plasmatica precursora do fator Va, essencial para a sintese de
trombina e com papel importante na ativacdo da coagulagdo. O processo de inativacdo do fator
Va inicia-se com a ligacdo da trombina e da proteina C a trombomodulina, na presenca de
proteina S, convertendo a proteina C em proteina C ativada. Por outras palavras, o complexo
proteina C ativada-proteina S, através da clivagem enzimatica dos fatores Va e Vllla, limita a
formacao do coagulo’™.

Tendo em conta que a resisténcia a formacao de proteina C ativada representa um dos

principais fatores de risco para o tromboembolismo venoso e que a principal causa é a mutacéo
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no gene que codifica para o fator V de Leiden, é necesséria a sequenciagdo desse gene para que
se possa avaliar o risco de desenvolvimento de doenca trombdtica’™.

No caso da mutacdo do gene responsavel pelo fator 11 (protrombina), sabe-se que esta é
uma mutacdo pontual, onde ocorre uma troca de bases (guanina por adenina), no nucleétido
20210. Esta mutagdo, na regido 3’ ndo transcrita do gene, esta localizada na proximidade de um
local de clivagem do precursor de acido ribonucleico (RNA) mensageiro, o que faz com que
aumente a sua transcri¢do ou estabilidade e, consequentemente, a concentracdo plasmatica de
protrombina e o risco de trombose sejam mais elevados’™’®,

= Amostra: Sangue total.

» Metodologia: Para a detecdo de mutagdes no fator 11 e fator V é usado um ensaio em
cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR), que consiste num teste de genotipagem
qualitativo. Este ensaio inclui reagentes, contidos em cartuchos descartaveis, para a detecdo dos
alelos normais e mutantes de ambos os fatores’’.

= Limitacdes/interferéncias: Mutagdes raras do fator V (A1696G, G1689A e A1692C) e

quaisquer Single Nucleotide Polymorphism adicionais na regido de ligacdo da sonda podem

interferir com a detecdo destes alelos. Por outro lado, individuos tratados com heparina, ou
submetidos a transfusdo sanguinea, podem ter amostras que poderdo interferir com o0s
resultados da RT-PCR. O teste devera ser iniciado apds, no maximo, quinze minutos da adi¢do
da amostra ao cartucho, de modo a produzir resultados fiaveis’’.

= Equipamento: GENEXPERT® da CEPHEID.

= Interpretacdo clinica: Em relacdo a mutacdo no gene que codifica para o fator V, sabe-

se que esta ocorre, normalmente, no exao 10 e provoca uma substitui¢do de bases (guanina por
adenina) no nucledtido 1691. Quando ocorre a traducdo do gene, esta substituicdo vai-se refletir
na troca do aminoacido Arginina por Glutamina, na posic¢do 506 da proteina, local de clivagem
para a ativagdo da proteina C. Esta substituicdo de aminoacidos resulta numa sobreproducao de
fator Va e na consequente producdo de fibrina, que em casos de homozigotia, levara a que o
individuo possua um risco maior de sofrer de tromboembolismo, quando comparado com
individuos sem a mutagéo™.

No caso da mutagéo pontual no gene que codifica para a protrombina, ocorre a troca de
uma guanina por uma adenina, no nucleotideo 20210, proximo do local de clivagem do
precursor do RNA mensageiro’. Esta mutagio associa-se ao aumento de estabilidade do RNA
mensageiro transcrito, o que leva a uma maior eficiéncia na transcricdo deste gene e,

consequentemente, 0 aumento da producéo de protrombina”. Embora a mutagdo ndo altere a
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estrutura da proteina, induz uma elevacao dos niveis plasmaticos de protrombina e o resultado

é um aumento do risco de hipercoagulabilidade, ou seja, da ocorréncia de trombose venosa’®.

4.1.5. Caso Clinico

Individuo do sexo masculino, com treze anos e natural de Angola, recorre ao servico de
Urgéncia do CHMT, com dor intensa nos membros inferiores e odontalgias. Apds a analise do
historial clinico, foi possivel verificar um diagndstico anterior de drepanocitose em contexto de
dactilite, com tratamento com hidroxiureia 750 mg e acido folico 5 mg. O clinico pediu os
exames laboratoriais a seguir mencionados para esclarecer a suspeita de favismo associado a

vaso oclusao.

HEMOGRAMA COMPLETO
Hemograma
AGCOES WBC O 12.6 |1, 17.14 %
. = '
ESP OK| NE0~s/L|@) 9.98 13.8  |© 79.2|4, 80.5 O nv)
conc?l s LY O 1.06 0.99 ® 8.4 |4,5.8 L,
VVVVVV - MO O 1.52 2.33 ® 12.1|4,13.6
i EC) O o.01 0.0 O 0.15/1,0.0
DILUIR 0Kl ga O 0.03 0.02 |6 0.25/1,0.1

RETIS 9K Rec O 3.a7 3.56

NRBC 0K | HGB Oss5 | 87

PLT0 okl HET O 25.1 “.g 25.6
VCM ® 72.3 [M,71.9
MCH O 24.5 | 1,24.4
MCHC |6® 33.9 34.0
ROW |© 15.0 | 15.1
ERT 0 33 [M\19
PLT O 228 264
VPM © 104 | 115
pcT  |® 0.24
PDW © 135 | 147
P-LcR |® 30 | 37

Figura 17: Hemograma do caso em estudo, obtido através da analise de sangue total no equipamento XN-1000 da SYSMEX.
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ELETROFORESE DAS HEMOGLOBINAS

Figura 18: Eletroforese das hemoglobinas realizada no dia 16 de junho de 2020, no equipamento HYDRASYS® da

SEBIA
Em destaque encontra-se o perfil de

migracéo do caso em estudo.

FSC: Controlo HbF, HbS e HbC; CP: controlo patolégico (HbA2 aumentado); CN: controlo normal (HbA2 normal).

Electroforese das hemoglobinas
%
Hb A
HbS 0 97.6
Hb A2 0 24 | 0.0-35
Observou-se para além da Hb AZ ¢ Hb F, uma fracgao migrando na ~
regido da Hb S ou D e auséncia de hemoglobina A, em comparacdo
com sangue controlo. Realizou-se teste de solubiidade da Hb S com E
resultado postivo. Os resuttados sdo compativeis com fendtipo de
v

homozigGtico para hemoglobina S. Anemia falciforme.

Figura 19: Perfil eletroforético obtido ap6s scanner do gel de migracdo das hemoglobinas e respetivo comentario realizado
pelo MPC/TSS.

DOSEAMENTO DAS HEMOGLOBINAS

Doseamento das hemoglobinas.

r,

“Hb A (dos) oo %
O perfil cromatogréfico revela a presenca de uma variante de hemoglobina que
elui com um tempo de retengdo de acordo com Hb S ou C e auséncia de
hemoglobina A.

“Hb F (dos) 102 % 02-1.0

-Hb A2 (dos) Oss % 0.0-35

“Hb outros Os43 %

Figura 20: Resultados do doseamento das hemoglobinas realizado no equipamento ADAMS HA-8160 da ARKRAY.
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TESTE DE SOLUBILIDADE A HBS
Resultado: Positivo

Figura 21: Teste de solubilidade & HbS.
Esquerda: Controlo negativo. Direita: Resultado positivo.

Interpretacéo clinica:

Apds a analise do gel obtido na eletroforese das hemoglobinas, Figura 18, é possivel
verificar que, nesta amostra, existe uma variante de hemoglobina a migrar no mesmo local que
a HbS/HbD, quando comparado com a amostra controlo para as variantes F, S/D e C/E da
hemoglobina. Por outro lado, quando comparado com o controlo normal, ndo é possivel
observar a banda correspondente & HbA, o que podera significar a auséncia deste tipo de
hemoglobina. Ambos os factos sé&o clarificados aquando a leitura do gel e obtengéo do perfil
eletroforético, que demonstra uma clara auséncia de HbA na amostra do individuo e um pico
acentuado na regido de migracao da HbS/D. Também foi possivel observar um pico, embora
mais reduzido, no local de migracdo da HbA2.

De modo a esclarecer este quadro clinico, realizou-se ainda o doseamento das
hemoglobinas, obtendo-se um perfil cromatografico semelhante ao perfil eletroforético
anteriormente descrito. O perfil cromatogréafico revelou uma variante de hemoglobina que eluiu
com um tempo de retencdo correspondente ao tempo de retencdo caracteristico da HbS ou HbC
e que esta é a variante de hemoglobina predominante na amostra (84,3%). O cromatograma
revelou ainda a presenca de HbF (10,2%) e HbA2 (5,5%).

Assim, comparando o resultado obtido nestes dois exames laboratoriais, foi possivel
afirmar que o individuo possuia a variante S da hemoglobina. No entanto, como exame
complementar realizou-se ainda o teste de solubilidade a HbS, do qual se obteve um resultado

positivo, confirmando o diagnostico de doenca falciforme.
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Contudo, é importante esclarecer ainda o gendtipo, pois 0s genotipos da doenca
falciforme determinam a gravidade e a presenca, ou ndo, de sintomas clinicos. Os gendtipos
HbS/B-talassemia, HbS/C e HbS/D séo consideradas genotipos de gravidade média, enquanto
que os gendtipos HbA/S, que é responsavel pelo traco falciforme, e HbS/S, que caracteriza a
anemia falciforme, possuem maior relevancia clinica. Nos casos de trago falciforme, os
individuos séo heterozigéticos para HbS, sendo portadores de um gene de HbA e um gene com
a mutacao falciforme (HbS), formando o gendtipo HbA/S. Nestes casos, os individuos sdo
apenas portadores da doenca, sendo maioritariamente assintomaticos. Contrariamente aos
restantes, individuos com anemia falciforme possuem a manifestacdo mais grave da doenca
falciforme. Os individuos homozigéticos para a HbS, possuem dois genes desta hemoglobina,
formando o genotipo HbS/S. Nestes casos, os individuos apresentam complicacdes e sintomas
caracteristicos desta doenca®®.

Assim, tendo em conta que o individuo do caso em estudo apresenta uma anemia
marcada e que possui alguns sinais caracteristicos da doenca, como é o caso da vaso-oclusdo
com dor intensa nos membros inferiores, pode-se afirmar que este possui um gendétipo HbS/S,

com necessidade de ser confirmado por técnicas de sequenciamento genético.
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4.2. Microbiologia

O objetivo do trabalho no setor de Microbiologia € a identificacdo de microrganismos
potencialmente patogénicos, que possam ser a causa de infecdo e a obtencédo do respetivo perfil
de suscetibilidade aos antimicrobianos!* 8. Para isso, é fundamental a interpretacéo de todos os
resultados disponiveis, obtidos pela execucdo de exames diretos e culturais, de provas
complementares e de testes de identificagdo e de suscetibilidade aos antimicrobianos’®.

4.2.1. Equipamentos

FILMARRAY® da BIOFIRE - BIOMERIEUX
O equipamento FilmArray® é um dispositivo automatizado de diagndstico in vitro de
acidos nucleicos de varios microrganismos potencialmente patogénicos, que estejam contidos
- numa amostra. O equipamento interage com a bolsa de reagente
-~ para extrair e purificar acidos nucleicos e amplificar as suas
sequéncias de DNA de agentes patogénicos especificos,
\/ utilizando a Reacdo em Cadeia da Polimerase multiplex nested
Figura 22: Equipamento FilmArray® (NMPCR). Os produtos de PCR resultantes sdo avaliados por

da BIOFIRE — BIOMERIEUX. . < oA
Fonte: FilmArray® - Instructesde ~ @nalise de fusdo de DNA, os quais sdo interpretados

HirmeE 79 ;
utilizagao”. automaticamente’®.

GENEXPERT® da CEPHEID

O equipamento GeneXpert® é um sistema automatizado
que processa amostras, amplificando os &cidos nucleicos e
detetando as sequéncias-alvo em amostras simples ou

complexas. Este equipamento utiliza ensaios de Reagdo em

Cadeia da Polimerase (PCR) e transcriptase reversa-PCR em

~ 7 ®
tempo real e esta reacdo da-se em cartuchos GeneXpert®, de Figura 23: GeneXpert® da CEPHEID,

utilizagdo Unica. Como os cartuchos sdo auténomos, a Fonte: Cepheid | Permitindo acesso a
testes de diagndstico molecular em

contaminagéo cruzada entre amostras € eliminada®®®.. qualquer lugar®.
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VITEK® 2 da BIOMERIEUX

O equipamento VITEK® 2 é um sistema integrado que executa testes de identificacio e
sensibilidade aos antimicrobianos, atraves da monitorizacdo continua do crescimento e da
atividade dos microrganismos no interior de cartas de teste. Este equipamento combina tarefas
de preparacdo de amostras, inoculacdo de cartas, incubacdo e leitura. A leitura é feita pelo
sistema Otico de transmitancia do equipamento, que faz uma
leitura inicial do poco e, com intervalos de quinze minutos,

mede o crescimento dos organismos através da quantidade de

luz visivel que é impedida de atravessar o pogo®.

Figura 24: Equipamento VITEK®2 da
BIOMERIEUX.

MALDI-TOF microflex LT da BRUKER

O equipamento microflex LT é um sistema MALDI-TOF em modo
linear, utilizado para a identificacdo rdpida e confiavel de pequenas
moléculas, neste caso, microrganismos. Este sistema fornece identificacédo e

classificacdo taxondmica de bactérias, leveduras e fungos, baseadas em

impressdes digitais protedmicas obtidas por espetrometria de massa MALDI-

TOF de alto rendimento®. Figura 25: Equipamento
MALDI-TOF microflex LT
da BRUKER.

BACTEC™ 9120™ da BD DIAGNOSTICS

O equipamento BACTEC™ 9120™ pertence a uma série de instrumentos de cultura de
sangue que foi projetada para a detecdo rapida de microrganismos em amostras clinicas. A
amostra € inoculada no frasco de cultura, o qual é inserido no equipamento para incubacao.
Cada frasco contétm um fluorocromo que responde, dependendo do tipo de frasco, a
concentracdo de CO3, produzida pelo metabolismo dos microrganismos, ou ao consumo de Oz,
necessario para o crescimento dos mesmos. A acdo do fluorocromo é monitorizada pelo
equipamento, a cada dez minutos, detetando a
intensidade da fluorescéncia, que € proporcional ao

aumento da quantidade de CO ou a diminuigéo da

quantidade de O presente no frasco. Uma leitura
positiva indica a presenca presuntiva de Figura26: BACTEC™9120™ da BD DIAGNOSTICS.

. . L 84-86 Fonte: BACTEC™ 9120™ | Diagnocel®.
microrganismos viavels na amostra® *°.
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AEROSPRAY® GRAM SERIES 2 da ELITECHGROUP

O equipamento Aerospray® Gram Series 2 é um sistema automatizado de coloragdo de
laminas pelo método de Gram. Neste sistema, 0s reagentes aplicados nas laminas sdo novos, o
que elimina a contaminacgao cruzada lamina a lamina. As amostras podem ser fixadas com calor
ou pode ser usado o ciclo automatico de fixagcdo com alcool. Depois de fixadas, as laminas sdo
pulverizadas com violeta de cristal, com a remocao do excesso por centrifugacdo e a lamina
lavada com agua desionizada. Seguidamente, o reagente de iodo € entdo pulverizado na lamina
e 0 excesso removido da mesma forma que o anterior. O descorante é aplicado para remover 0
complexo violeta de cristal-iodo, de modo a que apenas 0s
organismos Gram-negativos sejam descorados. A

safranina ou fucsina, adicionada ao descorante, cora

simultaneamente as células Gram-negativas. As laminas
Figura 27: Aerospray® Gram Series2da  ficam secas e prontas para visualizacdo ao microscopio

ELITECHGROUP.
Fonte: ELITechGroup - United Kingdom®.  em minutos®88,

POLYSTAINER da IUL INSTRUMENTS

O equipamento PolyStainer executa procedimentos de coloracdo automatizados, até
vinte 1dminas em simultaneo. O bracgo robdtico carrega, mergulha e agita as laminas pelos
quatro pogos de plastico substituiveis onde estdo contidos os corantes. A possibilidade de trocar
0s pocos torna este equipamento funcional para
qualquer método de coloracdo, sendo apenas preciso

substituir os corantes e dispd-los pela ordem correta. As

laminas sdo ainda mergulhadas num quinto poco, com
agua drenavel, e podem ser secas em leque ou a

. Figura 28: PolyStainer da IUL INSTRUMENTS.
temperatura ambiente3®°, Fonte: 1UL Instruments®,
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4.2.2. Preparacao da amostra

A correta manipulagdo das amostras recebidas para estudo microbioldgico é essencial
para um crescimento eficiente de microrganismos potencialmente patogénicos. Assim, todas as
amostras colhidas para estudo microbioldgico sdo rececionadas no setor de Microbiologia, de

modo a que sejam preparadas para processamento, da seguinte forma®:

= Amostras liquidas: Deve ser recolhida uma aliquota ou a totalidade da amostra para
um tubo de centrifuga. A amostra deve ser centrifugada a 1500 rpm durante vinte minutos e,

posteriormente, usado o sedimento para analise.

= Amostras sélidas: As amostras sélidas devem ser maceradas sempre que possivel,
utilizando um bisturi esterilizado. Se necessario devera juntar-se, de forma assética, uma
pequena quantidade de meio Brain Heart Infusion (BHI) para obter um produto mais
homogéneo. Se ndo for possivel macerar a amostra, esta devera ser submersa com BHI,

mantendo as condigdes de assepsia.

=  Amostras em frasco de hemocultura ou Portagerm™: As garrafas de hemocultura
sdo recebidas e colocadas a encubar no equipamento BACTEC™9120™ da BD DIAGNOSTICS
até que haja crescimento microbiolégico. No caso de haver crescimento, as hemoculturas séo
consideradas positivas e preparadas do seguinte modo: a tampa de borracha do frasco deve ser

desinfetada com solucédo apropriada e a amostra deve ser retirada com o auxilio de uma agulha.

= Amostras em zaragatoa: A zaragatoa recebida é utilizada para realizacdo do exame

cultural e do exame direto.
= Qutras amostras: Para outro tipo de amostra deve ser utilizado o produto tal como foi

recebido ou, caso ndo seja possivel, processar pela maneira mais adequada a natureza do

produto.
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4.2.3. Exame direto

O exame direto, no setor de Microbiologia, é efetuado através da coloracdo de um
esfregaco ou preparacdo a fresco da amostra.

PREPARACAO DO ESFREGACO

Um esfregaco é uma leve camada de matéria organica, estendida sobre uma lamina de
vidro, normalmente usada para exame microscopico. Para a realizagdo do esfregaco é espalhado
0 produto bioldgico, ou bactérias a partir de colonias em cultura, sobre a lamina de modo a
formar uma pelicula fina. No caso de amostras bioldgicas liquidas ou cultura em meio liquido,
deve ser usado o sedimento para a realizacdo do esfregaco. Em amostras espessas ou purulentas,
deve ser colocada uma pequena quantidade de produto biolégico numa Iamina e dispor outra
lamina por cima, fazendo-as deslizar uma sobre a outra, de forma a deixar o esfregaco fino e
homogéneo (técnica de estiramento). No caso de amostras bioldgicas sélidas ou coldnias em
meio de cultura sélido, a preparacdo do esfregaco deve ser feita por emulsdo da amostra com
soro fisioldgico. Todos os esfregacos devem ser fixados, passando a ldmina na chama do bico
de Busen, pelo menos trés vezes®.

De salientar que, o esfregaco s6 devera ser preparado depois de efetuado o exame
cultural, evitando a contaminacdo do produto, e as laminas devem ser identificadas com o
namero de registo da analise, o produto e o dia da execucdo. Caso a amostra ndo seja suficiente

para a sua realizacéo, o esfregaco devera ser omitido, registando essa informag&o no modulab®:.

COLORACAO
Método de Gram

O método de Gram permite classificar as bactérias em dois grandes grupos: Gram-
positivo e Gram-negativo. As bactérias Gram-positivas sdo bactérias que, devido a maior
espessura da camada de peptidoglicano da sua parede celular, retém o corante violeta de cristal,
0 que ndo acontece com as bactérias Gram-negativas, que tém uma menor espessura de
peptidoglicano e, por isso, ndo retém o mesmo corante. Este método de coloragdo € tambem
utilizado para distinguir a forma e o arranjo das bactérias ap6s a divisdo celular®.

De um modo geral, as células bacterianas s&o entdo caracterizadas quanto a®:

= comportamento tintorial: Gram-positivo (coram de azul) ou Gram-negativo

(coram de vermelho);
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= forma: cocos, bacilos ou espirilos;

= arranjo (disposic&o das células entre si): Os cocos podem estar isolados, aos pares
(diplococos), agrupados em cachos (estafilococos) ou em cadeia (estreptococos).
Os bacilos apresentam-se, de um modo geral, como células isoladas, no entanto,
ocasionalmente, podem observar-se bacilos aos pares (diplobacilos) ou em cadeia
(estreptobacilos).

Esta coloracio ¢ efetuada, no CHMT, automaticamente, no corador Aerospray® Gram
Series 2 da ELITECHGROUP. Este equipamento utiliza os corantes violeta de cristal, iodina e
safranina, assim como metanol (solugio descorante) e dgua destilada®.

De referir ainda que sdo feitos esfregacos para coloracdo por Gram de todos os produtos
bioldgicos que se destinem a andalise microbioldgica, exceto pontas de cateteres, material de

proteses, exsudados nasal, perineal e vaginal/retal, urina ou fezes®:.

Método da Auramina

A Auramina O é um corante fluorescente utilizado na identificacdo de micobactérias,
que coram de amarelo-esverdeado, quando se incide um raio de luz ultravioleta.

Este método é realizado automaticamente no equipamento PolyStainer da UL
INSTRUMENTS e utiliza os corantes auramina e fucsina, assim como o descorante para Ziehl-

Neelsen e agua corrente®.

Método de Kinyoun

O principio da coloracdo pelo método de Kinyoun assenta na resisténcia do bacilo,
corado com fucsina, a descoloracdo com soluc@es alcool-acido, devido a constituicdo da sua
parede celular. Este método é similar ao da coloracdo por Ziehl-Neelsen, contudo a sua
realizacdo é feita a frio, ou seja, sem necessidade de aquecer a lamina coberta com fucsina até
a emissdo de vapores, como aconteceria no método de Ziehl-Neelsen®,

Esta coloracdo e feita automaticamente no equipamento Polystainer da IUL
INSTRUMENTS e utiliza fucsina e azul de metileno como corantes, assim como um descorante

para Ziehl-Neelsen e 4gua corrente®.
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EXAME DIRETO A FRESCO

O exame direto a fresco mais utilizado em Microbiologia é o exame direto a fresco com
contraste negativo por Tinta da China, para verificar a presenca de Cryptococcus spp. em
amostras bioldgicas ou a partir de colénias em cultura. Este corante é utilizado como material
contrastante, pois a capsula polissacaridea de Cryptococcus spp. exclui a Tinta da China
deixando visivel, ao redor da célula fingica, um halo transparente®.

A preparacdo desta lamina deve ser feita, colocando uma gota de Tinta da China e outra
de soro fisiolégico num tubo, tendo atencdo a homogeneizacao correta desta preparacdo. Em
amostras bioldgicas liquidas ou culturas em meio liquido, deve ser adicionado a preparacdo
anterior, uma gota do sedimento e, no caso de col6nias em meio de cultura sélido, deve-se
retirar uma porc¢do da colonia a estudar e proceder do mesmo modo. De notar que, caso seja
necessaria uma preparacdo com uma tonalidade mais clara, deve-se adicionar uma pequena gota
de soro fisiolégico a preparacdo e, caso seja necessaria uma tonalidade mais escura, deve-se
proceder do mesmo modo, no entanto, adicionando uma pequena gota de Tinta da China.
Finalizada a preparacdo anterior, retirar uma gota e colocar sobre uma lamina sobrepondo, logo

de seguida, uma lamela para observagio ao microscopio®.

4.2.4. Exame cultural

CULTURA PRIMARIA
A cultura primaria de produtos para estudo bacterioldgico e/ou micoldgico destina-se a
recuperacdo, a partir dos produtos, de microrganismos potencialmente patogénicos, para

posterior identificacéo e estudo®.

Meios de cultura

Para que a cultura seja bem-sucedida é necessario selecionar os meios de cultura
adequados ao produto enviado e ao estudo pretendido®’. Para isso, é necessario conhecer os
diferentes tipos de meios utilizados, assim como, a sua composig&o.

Os meios de cultura podem ser liquidos, solidos e semissolidos, em funcdo da
composicdo em agar e sdo classificados em trés tipos distintos: seletivos, ndo seletivos e

diferenciais®> %, Existem ainda meios cromogéneos que possibilitam a identificagdo presuntiva
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de alguns microrganismos que reduzem os substratos cromogéneos, apos um curto periodo de
incubagio, tornando-se visiveis no meio de cultura pela sua alteragdo de cor®.

Antes da sementeira é importante que 0s meios atinjam a temperatura ambiente e que as
placas sejam identificadas com o nimero de registo da analise, o produto que se esta a semear
e o dia e hora da sementeira®’. Os meios de cultura utilizados no SPC do CHMT estdo descritos
detalhadamente no Apéndice Il e os meios adequados para cada tipo de amostra seréo

mencionados no subcapitulo 4.2.9. Interpretacdo dos Resultados.

Técnicas de sementeira

Sementeira por quadrantes: Este tipo de sementeira é utilizado para cultura em meios

solidos em placa. A sementeira é feita estriando, um quarto da placa de cada vez, sobrepondo
as estrias até que os quatro quadrantes estejam todos estriados. Para um melhor isolamento, as
sobreposicdes das estrias devem ser reduzidas gradualmente até que, no Gltimo quadrante, ndo

se sobreponham®.

Sementeira por espalhamento com zaragatoa: Este tipo de sementeira € utilizado para

cultura em meios sélidos em placa, normalmente, meios cromogéneos. Este tipo de meios deve
ser estriado de forma apertada, ou seja, sobrepondo as estrias, com a zaragatoa original tendo o

cuidado de estriar sempre duas vezes no mesmo sitio®.

Sementeira para quantificacdo de colodnicas: Utilizada para sementeira de urina em meios

solidos em placa. O produto deve ser semeado utilizando uma ansa de didametro calibrado, capaz
de transferir uma quantidade fixa de urina de 0,001 ml, de modo a padronizar o fator de diluic&o.
Neste tipo de sementeira, uma coldnia equivale a 1x10° Unidades Formadoras de Coldnias
(UFC)/ml e o in6culo deve ser feito com uma linha vertical no centro da placa, espalhando-o

com uma série de passagens a 90° com a linha original®.

Sementeira em meio liquido: Transferir uma porg¢do da amostra para o tubo com o meio
ou, em amostras sélidas, submergir a amostra com o meio. No caso das amostras em zaragatoa,
esta deve ser submersa no meio e esfregada contra a parede para libertar o maximo de produto

possivel. No fim do procedimento a mistura devera ser homogeneizada suavemente®.

A qualidade das sementeiras é avaliada pelo MPC/TSS aquando da observagdo ap0s

incubacédo adequada.
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SUBCULTURAS

Nos casos em que ha crescimento de colonias, as culturas em curso devem ser avaliadas
através da sua analise morfologica e da execucdo de alguns testes rapidos, de modo a permitir
a identificacdo de bactérias/fungos potencialmente patogénicos. Para isso, € fundamental isolar
as coldnias em cultura pura e recente, para que possam ser feitos os testes necessarios a sua
identificacdo definitiva e, se necessario e possivel, o teste de suscetibilidade aos
antimicrobianos®’.

De acordo com as indicagfes do MPC/TSS, devem ser selecionados os meios de cultura
adequados e as placas devem ser identificadas da mesma forma que a placa de origem, no
entanto, devem também indicar o meio de cultura inicial e, se houver mais do que um tipo de
colobnia a isolar para 0 mesmo registo, o nimero de isolamento correspondente a essa colonia.
A colonia deve ser repicada e a sementeira feita em quadrantes, tendo o cuidado de separar as
estrias em funcgdo das caracteristicas das colonias originais e de garantir um indculo suficiente

para a prossecucéo do estudo®’.

4.2.5. ldentificagdo de microrganismos

A decisdo da valorizacdo clinica das estirpes isoladas no meio de cultura, baseia-se na
compreensdo da patogenia da infecdo nos diferentes locais anatomicos. Para além disso, a
identificacdo e posterior teste de suscetibilidade aos antimicrobianos s6 devem ser realizados a
partir de colonias isoladas.

No CHMT, a identificacdo de microrganismos é feita principalmente no equipamento
MALDI-TOF microflex LT da BRUKER, que utiliza a técnica de espetrometria de massa para
determinar a impresséo digital protedmica do microrganismo. Mais especificamente, o sistema
deste equipamento mede proteinas presentes no microrganismo e analisa 0s padrdes
caracteristicos dessas proteinas, comparando-os com uma biblioteca de referéncia, de modo a
determinar a identidade do organismo. Para que a qualidade do ensaio seja assegurada € ainda
utilizado como controlo da técnica uma amostra de Bacterial Test Standard (BTS). O BTS ¢
um extrato da bactéria Escherichia coli com uma composicao especifica e que cobre todo o
espetro de massa das proteinas utilizadas para a identificagdo precisa dos microrganismos.

Por outro lado, a identificagdo podera ser feita ainda no equipamento VITEK® 2 da

BIOMERIEUX. Este equipamento identifica o microrganismo através da utilizacio de cartas de
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identificacdo baseadas em métodos bioquimicos e em substratos, que medem a utilizacdo da
fonte de carbono, atividade enzimatica e resisténcia do microrganismo contido numa solu¢éo
padrdo. Consoante as caracteristicas macroscopicas do exame cultural, o TSS/MPC utiliza as
seguintes cartas de identificacao:
= GN, para identificagdo de bactérias Gram-negativas, fermentadoras e ndo
fermentadoras de lactose;
= GP, para identificacdo de bactérias Gram-positivas;
= ANC, para identificacdo de bactérias anaerdbias e Corinebactérias;
* NH, para identificacdo de bactérias dos géneros Neisseria e Haemophilus e outras
bactérias Gram-negativas fastidiosas;

= YST, para identificacdo de leveduras.

E de salientar ainda que, a identificacdo é dispensada quando ¢ feito o isolamento da

mesma espécie de microrganismo em amostras idénticas, colhidas em dias sucessivos.

4.2.6. Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos

O Teste de Suscetibilidade aos Antimicrobianos (TSA) deve ser realizado para qualquer
microrganismo que seja responsavel por um processo infeccioso e para o qual seja necessaria a
aplicaco de terapéutica antimicrobiana®.

No setor de Microbiologia do SPC, os TSA podem ser feitos de forma automatizada,
com o auxilio do equipamento VITEK® 2 da BIOMERIEUX ou de forma manual, pelo método

de difuséo.

TSA AUTOMATIZADO

Da mesma forma que o VITEK® 2 da BIOMERIEUX possui cartas para identificacio de
microrganismos, também utiliza cartas para a realizacdo do TSA do microrganismo
identificado.

Neste método, as colonias isoladas de cada tipo de microrganismo que possa ter um
papel patogénico sdo selecionadas da cultura e ¢é feita uma suspensdo com solucéo salina, numa
concentracdo padronizada. Esta suspensao € usada para reidratar o meio antibiotico na carta,

que depois é celada e incubada. O equipamento monitoriza o0 crescimento do microrganismo
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em cada um dos pogos durante o ciclo de incubacdo. Posteriormente, os valores da
Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) sdo determinados para cada antimicrobiano contido na
carta. A CMI é a concentracdo mais baixa de antimicrobiano em que ocorre inibicdo do
crescimento do microrganismo. Por ultimo, o sistema atribui um critério de interpretacdo
(sensivel, intermédio ou resistente) ao resultado da CMI, para ajudar o clinico na orientacdo da
terapéutica®.
Sdo entdo utilizadas as seguintes cartas para a realizacdo do TSA:
= AST-355, para determinacdo do TSA de bacilos Gram-negativos aerébios com
significado clinico;
= AST-373, para determinacdo do TSA de Pseudomonas spp.;
= AST-648, para determinacdo do TSA de Staphylococcus spp. e Streptococcus
agalactiae;
= AST-586, para determinacdo do TSA de Enterococcus spp. e S. agalactiae;
= AST-576, para determinacdo do TSA de Streptococcus pneumoniae;
= AST-STO03, para determinacdo do TSA de S. pneumoniae, Streptococcus B-
hemoliticos e Streptococcus viridans;

= AST-YS08, para determinacdo do TSA de leveduras com relevancia clinica.

TSA MANUAL

Método de difusdo em placa

O método de difusdo é um procedimento no qual se semeia, por espalhamento com
zaragatoa, uma suspensdo bacteriana padronizada (solu¢do padrdo de McFarland com
densidade de 0,5), no meio sélido Gelose Mueller-Hinton, e no qual se colocam discos de papel
de filtro impregnados em antimicrobianos. Apos incubacdo de dezasseis a dezoito horas, sdo
medidos os diametros dos halos de inibicdo de crescimento para cada disco, sendo que o
tamanho do halo € inversamente proporcional 8 CMI do microrganismo. Assim, e tendo em
conta a literatura, € obtido um resultado qualitativo do microrganismo em relagdo ao

antimicrobianos, que se exprime em sensivel, intermédio ou resistente®®.

Teste de Suscetibilidade a Colistina

Para além do descrito anteriormente, no SPC, existe ainda o MIC-Strip Colistin que €
um TSA manual especifico para o antibiotico colistina.
Assim como nos TSA descritos anteriormente, também no MIC-Strip Colistin €

necessario efetuar uma suspensdo da bactéria Gram-negativa em cloreto de sédio, com uma
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turbidimetria de 0,5 na escala McFarland. Posteriormente, uma pequena quantidade desta
suspensdo € transferida para um meio liquido de Muller-Hinton, que servira para reidratar os
pocos da strip que contém diferentes concentracdes de antibidtico, assim como, o poco controlo.
Depois de todos os pocos reidratados, as strips sdo tapadas e inoculadas na estufa, a
aproximadamente 35°C, durante dezoito a vinte e duas horas até a sua leitura. A CMI é obtida
através da concentracdo de colistina do primeiro pogco onde ndo é possivel visualizar o
crescimento do microrganismo, ou seja, no poco onde ndo se observa turvacao. O resultado é
dado qualitativamente, da mesma forma que os TSA manual e automatico, de acordo com o0s

intervalos de concentrages mencionados na bula do teste®.

ANTIMICROBIANOS

A selecdo dos antimicrobianos a serem testados, tanto na escolha da carta de
antibiograma no modo automatizado, como nos discos do TSA manual, € uma decisdo do
MPC/TSS responsavel pela validacdo dos resultados na area da Microbiologia.

Os antimicrobianos podem ser classificados de varias maneiras, tendo em conta o seu
espetro de acdo, o tipo de atividade antimicrobiana, o grupo quimico ao qual pertencem e o
mecanismo de acdo (consultar Apéndice IIl). Independentemente disso, todos o0s
antimicrobianos devem ser referidos utilizando os nomes genéricos de modo a facilitar o
dialogo entre o laboratorio e o clinico®.

E ainda de referir que as condicdes de armazenamento das cartas de antibiograma e
discos de antibidticos sdo fundamentais para que ndo haja interferéncia nos resultados obtidos.
Os discos de B-lactdmicos, carbapenemes, cefalosporinas e de combinagdes com inibidores das
B-lactamases devem ser armazenados a uma temperatura de -20°C, enquanto que as cartas de
antibiograma do equipamento VITEK® 2, assim como, todos os outros discos de antibidticos

usados no CHMT, requerem um armazenamento a 4°C.

INTERPRETAQAO DO TSA

A interpretacdo do TSA pressupde um conhecimento vasto sobre os antimicrobianos,
incluindo a estrutura quimica, modo de acdo, farmacodindmica, farmacocinética, mecanismos
de resisténcia e respetivos fendtipos microbianos, resisténcia intrinseca, e correlacdo dos
resultados in vitro com a resposta clinica a terapéutica. Por este motivo, a interpretagdo do TSA,
tanto manual, como automatizado, € realizada apenas pelo MPC/TSS responsavel pela
validagdo dos resultados e o resultado é dado de modo qualitativo, ou seja, de acordo com a

CMI, o microrganismo pode ser descrito como®:
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= Sensivel, quando o microrganismo responde a terapéutica com o antimicrobiano,
utilizando a dosagem normalmente recomendada para determinado tipo de infecéo
e microrganismo envolvido;

= Resistente, quando ndo existe uma boa resposta terapéutica as concentracoes
habitualmente utilizadas com aquele antimicrobiano e/ou esta presente um
mecanismo especifico de resisténcia do microrganismo que esta a provocar a
infecdo;

* Intermédio, quando a CMI do antimicrobiano é proxima do valor que o
microrganismo pode atingir quando provoca infecdo e para a qual a resposta
clinica é inferior a de uma estirpe sensivel. Nestes casos € importante que a
utilizacdo do antimicrobiano seja apenas em locais onde é concentrado
fisiologicamente, como é o caso das quinolonas, na urina, ou seja, utilizada uma

dosagem maior.

E de referir ainda que esta interpretacio s6 devera ser feita se o controlo da qualidade,

feito com estirpes padrdo, esteja dentro dos limites de confianca estipulados pelo laboratdrio.

LIMITACOES

No que diz respeito ao TSA manual por método de difusdo em placa, este apenas esta
padronizado para alguns microrganismos, por isso, sempre que seja utilizado para outros
microrganismos sem metodo de difusdo padronizado, os resultados devem ser dados como
presuntivos, devendo isso ser referido no resultado®.

Em relacdo a todos os métodos de realizacdo do TSA mencionados neste subcapitulo é
bastante importante a temperatura de incubacdo das placas ou cartas, pois existem
microrganismos que crescem melhor a determinadas temperaturas, o que pode originar halos
de inibicdo maiores, originando falsas suscetibilidades. Por outro lado, em culturas com mais
de vinte e quatro horas, o numero de microrganismos inviaveis aumenta, pelo que o inoculo
ndo terd o nimero de microrganismos viaveis suficiente para a realizacdo do TSA por estes
métodos®.

No TSA manual existem ainda numerosas fontes de erro que podem afetar os resultados,
como é o caso da concentragdo do indculo, a composicdo e espessura do meio de Mueller-
Hinton, perda da poténcia dos discos, temperatura incorreta da estufa de incubacéo e erros na

leitura dos halos®®.
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4.2.7. Controlo da Qualidade

O controlo da qualidade no setor de Microbiologia é feito de forma diferente dos outros
setores, Visto que esta area requer ainda muitas técnicas manuais e, por conseguinte, estd mais
sujeita a que ocorram erros durante todo o processo.

A utilizacdo de estipes ATCC (American Type Culture Collection), que tém
caracteristicas fenotipicas previamente conhecidas, permite avaliar os procedimentos utilizados
para a realizacdo dos testes de identificagdo e de suscetibilidade aos antimicrobianos em
equipamentos automaticos!?, mas também em TSA manual, e instituir medidas corretivas, caso
sejam detetados erros.

O controlo da qualidade é feito semanalmente, sendo utilizadas estirpes ATCC
diferentes de semana para semana, como demonstrado na Tabela 3. As estirpes utilizadas sao
quase sempre obtidas a partir das culturas de trabalho e sdo armazenadas a -20°C até a sua
utilizacdo. A cultura de trabalho é preparada uma vez por semana, com inicio as segundas-feiras
e 0 procedimento nos dias seguintes deve seguir o seguinte esquema: Cultura — Subcultura —
Identificacdo e TSA automatizado e manual®®,

Tendo em conta que o controlo da qualidade do equipamento de identificagdo MALDI-
TOF microflex é feito pelo BTS, sempre que se realiza uma corrida de identificacdo, a
identificacdo das estirpes ATCC do controlo da qualidade interno apenas sdo realizadas no
equipamento de identificagdo alternativo VITEK® 2. Quanto ao TSA do controlo da qualidade
interno, este devera ser feito sempre no equipamento VITEK® 2 e manualmente. No TSA
manual, os discos de antimicrobianos usados devem estar de acordo com o estabelecido pelo

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST).

Tabela 3: Estirpes ATCC utilizadas para controlo da qualidade interno no setor de Microbiologia.

Estirpe Cartas VITEK®2
Enterococcus faecalis GP
(ATCC 29212) AST-586
Escherichia coli GN
(ATCC 25922) AST-355
Streptococcus pneumoniae P
AST-576
(ATCC 49619) AST-STO3
Staphylococcus aureus GP
(ATCC 29213) AST-648
Pseudomonas aeruginosa GN
(ATCC 27853) AST-373

Fonte: CQI - Testes de Identificacdo e Suscetibilidade aos Antimicrobianos em Equipamento Automatico
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(Instrucdo de Trabalho),
Assim que os resultados estiverem disponiveis, 0 MPC/TSS devera valida-los se

estiverem de acordo com os limites de confianca estabelecidos, ou rejeita-los se isso ndo se
verificar. Quando os resultados ndo estiverem conforme esperado, devera procurar-se a causa
do erro e corrigir-se sempre que possivel. Nestes casos, o controlo deverd ser repetido na
semana seguinte, juntamente com o ja programado para essa semana. Os resultados e eventuais
acOes corretivas devem ficar sempre registados no equipamento e no impresso destinado para

o efeito®,

4.2.8. Testes rapidos

PESQUISA DE CARBAPENEMASES KPC, OXA, VIM, IMP NDM

Os B-lactamicos sdo uma classe de antibidticos de primeira linha para o tratamento de
infecOes causadas por bactérias da familia Enterobacteriaceae. No entanto, desde o inicio do
seu uso massivo, a sua eficacia tem diminuido, devido a producdo, por parte das bactérias, de
enzimas que os inativam: as B-lactamases®®.,

Antes da década de 1990, a maior parte da resisténcia aos antibiéticos estava associada
a produgdo de B-lactamases de espetro estendido, designadas de ESBL, e que pertenciam as
classes A, B, C e D da classificacdo de Ambler. As carbapenemases sdo enzimas que fazem
parte desse grupo e sdo responsaveis pela hidrdlise dos carbapenemes. Nos Ultimos anos,
estudos apontam para um aumento da producao destas enzimas por parte de bactérias da familia
Enterobacteriaceae, as quais se destacam a [B-lactamase KPC (classe A), os metalo-p-
lactdmicos do tipo IMP, VIM e NDM (classe B), assim como OXA-48 (classe D). Estas
carbapenemases sdo detetadas, principalmente, em ambientes hospitalares e sdo responsaveis
pela maioria das infeces nosocomiais®.

= Amostra: Colonia bacteriana isolada em meio de cultura solido.
= Metodologia: O NG-Test® CARBA 5 ¢ um ensaio imunocromatografico multiplex visual

que deteta um ou mais dos cinco tipos comuns de carbapenemases: KPC, OXA-48, IMP, VIM
e NDM. Nesse ensaio, ocorre a ligacdo antigénio-anticorpo anti-carbapenemase, o que faz com
que apareca uma ou mais linhas nas regides de teste (K, O, V, I ou N), indicando um resultado
positivo para uma ou mais carbapenemases. A linha controlo tem de estar sempre presente para

que o teste seja valido e um resultado negativo é dado quando s6 esta linha é visivel%:.
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= Desempenho do método: Este teste rapido tem uma sensibilidade de 96,3% e
especificidade de 94,0%.

= Limitacdes/interferéncias: Um resultado negativo ndo exclui a presenca de organismos

produtores de carbapenemases nem a presenca de outros mecanismos de resisténcia aos
antibidticos®t,
Podem ocorrer resultados falsos negativos com mdaltiplas subculturas sem qualquer

presso seletiva ou nos casos de culturas de Proteus mirabilis em gelose de sangue!:.

TESTE RAPIDO A STREPTOCOCCUS DO GRUPO A
Streptococcus pyogenes sdo cocos Gram-positivos, pertencentes ao grupo A de

Lancefield. Estas bactérias produzem um antigénio que pode causar infe¢fes graves, como
faringite, infecdo respiratéria, impetigo, endocardite, meningite, sépsis puerperal e arterite.
Estas infecdes, se ndo forem tratadas, podem levar a diversas complica¢des, incluindo febre
reumatica e abscesso periamigdaliano, pelo que é necessario o diagndstico rapido deste tipo de
infecGes, 0 que ndo é possivel nos procedimentos tradicionais de cultura e posterior
identificacdol®?.

= Amostra: Zaragatoa nasofaringea.

= Metodologia: O teste rapido Strep A € um imunoensaio de fluxo lateral, qualitativo, para
a detecdo de antigénio de estreptococos do grupo A. A presenca de uma linha colorida na regido
de teste indica um resultado positivo, enquanto que a sua auséncia indica um resultado negativo.
Este teste tem ainda uma linha de controlo que devera aparecer sempre, independentemente de
o resultado ser positivo ou negativo, que indicara que o volume de amostra foi adequado e que
ocorreu a absorgio da membranal®?,

= Desempenho do método: O teste rapido Strep A tem uma sensibilidade de 92,3% e uma
especificidade de 96,4%1%.

= Limitacdes/interferéncias: Um resultado falsamente negativo pode ser obtido em

amostras onde a concentracdo de antigenio esta abaixo do nivel de dete¢do. Por outro lado,
excesso de sangue ou muco na amostra podem interferir com o teste e originar falsos resultados

positivos'®,
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PESQUISA DO ANTIGENIO CAPSULAR DE Streptococcus pneumoniae
Streptococcus pneumoniae sdo diplococos Gram-positivos, a-hemoliticos, aerdbios e

encapsulados, responsaveis pela maior parte das pneumonias, meningites e otites de origem
bacteriana. Este microrganismo pode colonizar o trato respiratorio superior sem causar qualquer
tipo de infegdo, no entanto, quando atinge o trato respiratorio inferior, nomeadamente 0s
pulmdes, pode provocar uma pneumonia aguda. Por outro lado, através da extensdo de uma
otite ou pneumonia, S. penumoniae pode entrar na corrente sanguinea e meninges, causando
infecdes purulentas que se ndo forem rapidamente tratadas podem levar a morte do individuo.
A céapsula de S. pneumoniae é formada por um polissacarideo complexo, crucial para evitar a
fagocitose por parte das células fagocitarias, o que contribui para a sua viruléncia e
patogenicidade. Para além disso, o antigénio capsular ¢ fundamental para a detecdo e
identificacdo do tipo sorolégico do pneumococo presente nas amostras que chegam ao
laboratério®,

= Amostra: Coldnia bacteriana obtida de cultura em meio sélido.

= Metodologia: Oxoid Dryspot™ Pneumo Test ¢ um ensaio de aglutinagdo que utiliza
particulas de latex desidratadas em cartdes. Estas particulas sdo sensibilizadas com anticorpos
especificos para a maioria dos tipos soroldgico de pneumococos, 0 que faz com que estas se
aglutinem na presenga de antigenio e formem precipitados visiveis. Na area controlo, estas
particulas estdo cobertas com globulinas ndo sensibilizadas e desidratadas para que seja
possivel a validacdo dos resultados obtidos. O resultado é positivo se a aglutinacdo das
particulas na area de teste for observada em sessenta segundos e significa que o microrganismo
em cultura se trata de S. pneumoniae!®,

= Desempenho do método: Este teste rapido apresenta uma sensibilidade de 97,9% e uma
especificidade de 93,2%'%,

» LimitacBes/interferéncias: Podem ocorrer reacdes falsamente negativas nos casos de

numero de coldnias insuficiente para a realizacdo do teste. Por outro lado, reacdes falsamente
positivas podem ocorrer quando estao presentes certos estreptococos do grupo C ou as espécies
Streptococcus mitis, Streptococcus mitori, Streptococcus sanguis e Streptococcus oralis. Além
disso, também podem ocorrer rea¢es soroldgicas cruzadas entre pneumococos e bactérias

Gram-negativas, especificamente, E. coli, Klebsiella spp. e Haemophilus influenzal®,
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PESQUISA DE SANGUE OCULTO NAS FEZES
A pesquisa de sangue oculto nas fezes é um exame normalmente solicitado pelo medico
como rastreio de patologias gastrointestinais inferiores, como por exemplo, cancro colon-retal,
principalmente em pessoas que possuem histdrico familiarl%,
Este exame € também usado para investigar a causa de anemia ou para auxiliar no
diagnostico de alteraces inflamatdrias intestinais, como a doenga de Crohn e colite'%,
= Amostra: Fezes.
= Metodologia: Chemtrue® One-Step FOB é um teste rapido imunocromatografico de
leitura visual para detecdo qualitativa de hemoglobina em amostras fecais. A amostra de fezes
extraida e dissolvida em tampao salino move-se ao longo da membrana cromatogréafica por agdo
da capilaridade e, quando a hemoglobina esta presente na amostra, faz com que o0s anticorpos
se complexem a ela formando uma linha visivel na regido de teste (resultado positivo). Por
outro lado, quando ndo existe hemoglobina na amostra extraida, ndo se forma uma banda visivel
na regido teste (resultado negativo). Como indicador do procedimento e de modo a garantir que
o0 desempenho do teste e do dispositivo é adequado, devera aparecer sempre uma banda colorida
na regido de controlo%,
= Desempenho do método: Este teste rapido imunocromatogréafico apresenta uma
sensibilidade de 98,3% e uma especificidade de 99,6%*%.

= Limitacdes/interferéncias: A diluicdo excessiva das amostras com urina ou agua

sanitaria podem dar origem a resultados erréneos. E ainda de salientar que, resultados negativos
ndo excluem a presenca de hemoglobina nas fezes, uma vez que alguns p6lipos ou cancros da
regido célon-retal podem provocar hemorragias intermitentemente ou 0 sangue pode nédo se

encontrar distribuido uniformemente na amostral®.

EXAME PARASITOLOGICO DAS FEZES

O exame parasitologico das fezes é fundamental em casos de suspeita clinica de
parasitose intestinal, uma fez que, a partir dele se consegue proceder a identificagdo correta de
0vos, quistos ou trofozoitos de protozoarios e/ou parasitas.

As técnicas mais usadas para a realizacdo deste exame sdo as de concentracdo e tém
como principais objetivos aumentar o numero de formas parasitarias na preparacdo, mantendo-
-0 num estado inalterado, e eliminar a maior parte do material organico fecal. Dentro das

técnicas de concentracdo podem-se encontrar dois tipos — flutuacéo e sedimentacéao, sendo que
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as ultimas sdo as recomendadas para uso no diagnoéstico laboratorial, uma vez que sdo mais
faceis de executar e estdo sujeitas a menos erros técnicos'®,

= Amostra: Fezes.

= Metodologia: O kit de concentracdo de ovos/parasitas fecais, da Epitope Diagnostics, €
um dispositivo que tem por base a técnica de sedimentacdo através de centrifugagdo. Este
método consiste em dissolver/ressuspender a amostra de fezes numa solucéo de formalina a
10%, com o objetivo de fixar o material. Seguidamente, é adicionado acetato de etilo a
suspensdo e filtrada a mistura obtida com o auxilio do tubo de filtracdo/sedimentacéo. O filtrado
é entdo centrifugado a baixa rotacdo (1500 rpm), durante trés minutos, e o sobrenadante é
decantado'®. O sedimento obtido deve ser misturado gentilmente e observado a fresco ao

microscopio, com uma gota de iodo para auxiliar no contraste.

PESQUISA DE Campylobacter jejuni E C. coli

Campylobacter sp. sdo bacilos Gram-negativos microaerofilos que, normalmente,
habitam o trato gastrointestinal de muitos animais domeésticos e aves. A sua transmissdo ao ser
humano é favorecida através do contacto direto com estes animais ou através do contacto ou
ingestdo de alimentos contaminados. No entanto, também é frequente haver transmissdo de
pessoa para pessoa, através de contato fecal-oral e sexual?’.

Das quinze espécies conhecidas de Campylobacter sp., C. jejuni e C. coli sdo os
principais causadores de gastroenterite nos humanos. Muitas destas infe¢des ocorrem
assintomaticamente, no entanto, em individuos mais suscetiveis, é frequente ocorrerem
sintomas tipicos como diarreia, cdibras e dores abdominais. As fezes, normalmente, sdo de
consisténcia pastosa, aguadas e podem ser acompanhadas de sangue’®’,

A terapéutica, neste tipo de infecOes €, geralmente, feita através da ingestdo de liquidos
e eletrdlitos e, somente em casos mais dificeis, se recorre ao tratamento com antibidticos®”.

Atualmente, a campilobacteriose é uma das doencas diarreicas associadas aos alimentos
mais comuns e, por isso, torna-se importante o seu correto diagnostico?’.

= Amostra: Fezes.

= Metodologia: O RIDA®QUICK Campylobacter é um teste imunocromatografico de
fluxo lateral, que utiliza anticorpos anti-Campylobacter com biotina e marcados a ouro. Sempre
gue uma amostra possua 0 agente patogénico, 0s anticorpos anti-Campylobacter marcados
formam imunocomplexos, que sao eluidos ao longo da membrana. A estreptavidina presente na

linha de teste liga os imunocomplexos através da biotina acoplada ao anticorpo anti-
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Campylobacter, o que origina uma coloragdo vermelha na linha de teste. Na linha de controlo,
localizada depois da linha de teste, ligam-se os anticorpos livres, marcados a ouro, e esta deve
ser sempre visivel para que o teste seja valido®’.

= Desempenho do método: O RIDA®QUICK Campylobacter apresenta uma sensibilidade
de 98,4% e uma especificidade de 98,6%".

» LimitacBes/interferéncias: Um resultado negativo ndo exclui uma possivel infecdo por

Campylobacter spp., pois a eliminacdo do agente patogénico pode ser intermitente ou a amostra
ndo conter quantidade suficiente de antigénio para ser detetada por este teste. A utilizacdo de
amostra de fezes em excesso pode também originar resultados falsamente negativos, uma vez
que pode causar uma coloragéo castanha da tira de teste, a qual acaba por ocultar a coloragdo

vermelhal®’,

PESQUISA DE Cryptosporidium parvum, Giardia lamblia E Entamoeba histolytica

Um parasita € um organismo que vive com um organismo hospedeiro e obtém o seu
alimento as custas deste. Os parasitas que causam doencas em humanos podem ser agrupados
em trés classes principais: protozoarios, helmintos e ectoparasitas.

Os protozoarios sdo microrganismos unicelulares capazes de viver livremente na
natureza ou parasitando um hospedeiro. Estes microrganismos sao capazes de se multiplicar em
varios animais e em humanos, o que contribui para a sua sobrevivéncia, sendo a sua transmissdo
feita por via fecal-oral, através da ingestdo de agua ou alimentos contaminados ou por contacto
direto com pessoas ou animais infetados'%,

A Giardia lamblia é um protozoario flagelado que, normalmente, habita no trato
intestinal dos animais. A sua transmissdo é feita na forma de quisto, o qual evolui para trofozoito
no intestino delgado, onde provoca infecdo (giardiase). Da mesma forma que este
microrganismo, também a Entamoeba histolytica € ingerida pelo ser humano na forma de quisto
e provoca uma infecdo intestinal mais grave designada de amebiase®.

Outro protozoario frequentemente associado a infecdo gastrointestinal é o
Cryptosporidium parvum. Esta espécie zoonotica é transmitida no estadio de oocisto e é no trato
gastrointestinal do ser humano que faz o seu ciclo sexual, provocando uma infecdo designada
de criptosporidiose!®.

Muitas das pessoas infetadas com estes parasitas ndo apresentam sintomas, no entanto,
0 mesmo ndo acontece em criangas pequenas, em idosos ou imunocomprometidos, que

apresentam um quadro clinico de diarreia ou, em casos mais graves, de gastroenterite!®.
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O método mais usado para diagnosticar as infe¢cGes causadas por estes parasitas é o
exame parasitoldgico das fezes. No entanto, a visualizagéo de quistos, trofozoitos ou oocistos
nas fezes é dificil e implica muita experiéncia, pelo que se recorre a testes
imunocromatograficos para auxiliar no diagndstico laboratorial destas infe¢cdes'®.

= Amostra: Fezes.

= Metodologia: O RIDA®QUICK Cryptosporidium/Giardia/Entamoeba Combi Test é um
teste imunocromatografico de fluxo lateral no qual, anticorpos especificos contra os antigénios
dos parasitas, sdo acoplados a particulas de latex. Estas particulas possuem cores diferentes para
cada parasita, sendo as de cor verde especificas para Entamoeba histolytica, as vermelhas para
Giardia lamblia e as azuis para Cryptosporidium parvum.

Neste teste, a amostra de fezes é suspensa no tampdo de extracdo e, depois de
sedimentada, é retirada uma parte de sobrenadante para ser colocado na cassete de teste. A
amostra passa pela membrana contendo os anticorpos especificos, os quais se ligardo ao
antigénio presente na amostra, formando uma tira da cor correspondente ao parasita
identificado. Além disso, podem ocorrer todas as combinacgdes das trés tiras de teste especificas,
conforme a existéncia dos trés agentes patogénicos na amostra. Para que o teste seja valido é
sempre necessario que apareca uma linha na regido do controlo, que devera apresentar uma cor
purpura’®,

= Desempenho do método: A sensibilidade e especificidade deste método sdo calculadas

individualmente para cada parasita. Assim, para Cryptosporidium parvum, a sensibilidade é de
83,0% e a especificidade de 93,3%. Para Giardia lamblia, a sensibilidade é de 91,9% e a
especificidade de 99,5%. Por ultimo, para Entamoeba histolytica, este método apresenta uma
sensibilidade de 84,8% e uma especificidade de 87,4%'%.

= Limitacdes/interferéncias: Um resultado negativo ndo exclui uma possivel infecdo por

estes parasitas, uma vez que, uma quantidade muito pequena de antigénio na amostra pode
originar este tipo de resultados. Também uma quantidade excessiva de amostra pode deturpar

a cor das tiras de teste, levando a um falso resultado negativo'®,

PESQUISA DE Clostridium difficile

O Clostridium difficile € um bacilo Gram-positivo anaerébio, formador de esporos®®, e
é parte integrante da flora intestinal saudavel dos seres humanos*'*. A flora gastrointestinal num
adulto saudavel é geralmente resistente a colonizagao por C. difficile!°. Contudo, a colonizagéo

¢ facilitada através da diminuicdo dessa flora intestinal, como por exemplo, através da
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exposicao a antibidticos ou outros fatores que possam comprometer a imunidade intestinal.
Outro dos fatores determinantes para uma infecdo provocada por C. difficile € o facto de
algumas estirpes produzirem toxinas'!, tornando-as mais toxinogénicas. A producdo das
toxinas A e B por estas estirpes de C. difficile desempenha um papel significativo na
manifestacdo clinica da doenca. Estas proteinas de alto peso molecular sdo imunoldgica e
funcionalmente distinguiveis e podem agir por conta prépria ou sinergicamente, sendo a toxina
A uma enterotoxina e a toxina B uma citotoxina''?. Uma vez que nem todas as estirpes de C.
difficile sdo produtoras destas toxinas, em caso de suspeita de infecdo, a detecdo das toxinas A
e B ¢ o Ginico procedimento de significado patognoménico®!!.

As infecbes por C. difficile causam, normalmente, diarreias, no entanto, com a
prevaléncia de estirpes mais toxinogénicas ao longo dos anos, tem havido uma maior incidéncia
de formas mais graves da doenca, como é o caso da colite pseudomembranosa*'?. Assim, torna-
se fundamental a detecdo de C. difficile, por forma a evitar a sua transmissao a individuos mais
vulneraveis, como é o caso de doentes hospitalizados a fazer antibioterapia, independentemente
de se tratar de uma estirpe de C. difficile toxinogénica ou ndo. Surge entdo a desidrogenase de
glutamato (GDH), uma enzina produzida por algumas bactérias intestinais, entre elas C.
difficile, e que se tornou um marcador de rastreio sensivel para a dete¢do deste microrganismo.
No entanto, e uma vez que esta enzima também se encontra noutras bactérias intestinais'!!, é
fundamental que o diagnostico complemente a detecdo de GDH com a detecdo das toxinas A e
B.

= Amostra: fezes diarreicas (amostra unica).

= CondigBes de colheita: Aquando da rececdo da amostra verificar, no historico, a

ocorréncia de resultado positivo nas quatro semanas anteriores. Em caso afirmativo, nao efetuar
o teste e introduzir a respetiva incidéncia no modulab: “Sem indicagao para repetigdo de teste
previamente positivo num periodo inferior a quatro semanas”.

= Algoritmo de diagnostico laboratorial:

Positivo

RIDA®QUICK
Positivo |—— Clostridium difficile
RIDA®QUICK Toxin A/B
Clostridium difficile Negativo |—— Xpert®C. difficile BT

GDH

MNegativo

Figura 29: Algoritmo de diagnéstico laboratorial de Clostridium difficile.
Fonte: Adaptado de Pesquisa de Clostridium difficile (Instrucdo de Trabalho)*3.
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= Metodologias: O teste RIDA®QUICK Clostridium difficile GDH é um ensaio

imunoenzimatico cromatogréfico para a detecdo qualitativa da desidrogenase do glutamato
especifica de Clostridium difficile. Sempre que uma amostra contenha GDH de C. difficile, os
anticorpos anti-GDH marcados formam imunocomplexos, que véo eluir pela membrana. A
estreptavidina existente na linha de teste liga os imunocomplexos, através da biotina acoplada
ao anticorpo anti-GDH, o que origina uma cor vermelha nessa linha. Na linha de controlo ligam-
-se 0s anticorpos ndo complexados marcados a ouro e esta devera estar sempre presente para
que o resultado seja valido**,

Da mesma forma que o anterior, também o RIDA®QUICK Clostridium difficile Toxin
A/B é um teste imunocromatografico e processa-se do mesmo modo que o descrito
anteriormente. No entanto, os anticorpos monoclonais utilizados sao antitoxina A e antitoxina
B e sempre que uma destas toxinas esta presente na amostra, ocorre a formacéo de uma linha
vermelha na regido teste!!?,

O ensaio Xpert® C. difficile BT é um teste qualitativo para a detecdo do gene tcdB (toxina
B), cdt (toxina binaria) e a delecdo de um nucleétido na posicdo 117 do gene tcdC (estirpe de
ribotipo 027) de C. difficile. Este teste utiliza 0 método de PCR e é executado no equipamento
GeneXpert® da CEPHEID. Consoante os resultados obtidos para cada um destes parametros,
a interpretacdo dos mesmos devera ser efetuada pelo MPC/TSS, segundo a tabela seguinte!!?:

Tabela 4: Interpretacio dos resultados do ensaio Xpert® C. difficile BT.

Parametros Resultados
Gene da Toxina B Presente | Presente @ Presente | Ausente | Ausente | Ausente
Gene da Toxina Binaria Ausente | Presente @ Presente = Presente | Ausente | Ausente

Delecéo no gene da estirpe 027 | Ausente | Ausente | Presente | Presente | Presente | Ausente

Interpretacéo Positivo  Positivo  Positivo ---

Fonte: Adaptado de Pesquisa de Clostridium difficile (Instrugdo de Trabalho)*,

= Desempenho dos métodos: O teste RIDA®QUICK Clostridium difficile GDH apresenta

uma sensibilidade de 100% e uma especificidade de 98%'t. O mesmo ndo acontece no teste
RIDA®QUICK Clostridium difficile Toxin A/B, que apresenta uma sensibilidade de 100% e uma
especificidade de apenas 91%* apresentando, por isso, uma elevada taxa de resultados falsos
negativos. Por este motivo, nos casos em que o teste anterior tenha apresentado um resultado
negativo, é ainda utilizado o teste Xpert® C. difficile BT como teste confirmatdrio, que apresenta

uma sensibilidade de 98,8% e uma especificidade de 90,9%*1°,
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= Interpretacdo clinica: Os genes que codificam para a toxina A (tcdA) e para a toxina B
(tcdB) fazem parte do locus de patogenicidade (PaLoc). A maioria das estirpes patogénicas
contém ambas as toxinas, contudo, algumas variantes que contém apenas a toxina B tém sido
reconhecidas também como patogenicas, o que tem levado a conclusao de que o principal fator
de viruléncia de C. difficile ¢ a citotoxina B°.

Algumas estirpes de C. difficile também produzem uma toxina binéria. O locus desta
toxina contém dois genes distintos (cdtA e cdtB) e esta localizado fora do PaLoc. Ao longo dos
anos, em laboratdrio, tém sido isoladas estirpes produtores de toxina binaria que tém mutacdes
no gene regulador de toxina negativa (tcdC), isto é, uma dele¢do no nucledtico 117 (tcdCA117),
consistente com as estirpes de ribotipo 027. A infecdo provocada por estas estirpes pode estar
associada a uma taxa de mortalidade e morbilidade mais elevada, incluindo internamento em
unidade de cuidados intensivos e internamento prolongado. Isto deve-se ao facto de algumas
estirpes 027 apresentarem uma producdo de toxina bindria aumentada provocada pelas deleces
no gene regulador tcdC, o que leva a producdo de mais esporos e, consequentemente, a uma

maior persisténcia no ambiente!t?,

FILMARRAY

Os painéis FilmArray® sio testes de diagndstico qualitativos que se baseiam na detecdo
e identificacdo simultanea dos &cidos nucleicos contidos em amostras de bactérias, virus,
fungos ou parasitas. Estes testes utilizam um método de PCR e séo utilizados no equipamento
FilmArray® da BIOFIRE - BIOMERIEUX!15-116,

Painel Gastrointestinal

O FilmArray® Gastrointestinal Panel ¢ utilizado em amostras de fezes de individuos
com sinais e/ou sintomas de infegdo gastrointestinal*!®, para identificacdo dos microrganismos

descritos na Tabela 5.
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Tabela 5: Microrganismos identificados através do FilmArray® Gastrointestinal Panel.

Vibrio (V. parahaemolyticus/V. vulnificus/ V. cholerae), incluindo a
identificacdo especifica de Vibrio cholerae
Yersinia enterocolitica

Bactéria Virus
Campylobacter spp. (C. jejuni/C. coli/C. upsaliensis) Adenovirus F 40/41
Clostridium difficile (toxina A/B) Astrovirus
Plesiomonas shigelloides Norovirus GI/GII
Salmonella spp. Rotavirus A

Sapovirus (Genogrupos I, 11, IV e V)

E. coli/Shigella spp. causadoras de diarreia

Parasitas

Escherichia coli enteroagregativa (EAEC)

Escherichia coli enteropatogénica (EPEC)

Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) It/st

Escherichia coli produtora das toxinas Shiga stx1/stx2 (incluindo a
identificacdo especifica de E. coli 0157)

Shigella/Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC)

Cryptosporidium spp.
Cyclospora cayetanensis
Entamoeba histolytica
Giardia lamblia

Fonte: Adaptado de FilmArray® Gastrointestinal Panel15.

Painel Meningite

O FilmArray® Meningitis/Encephalitis Panel ¢ um painel que utiliza amostras de LCR,

obtidas por puncdo lombar, de individuos com sinais e/ou sintomas de meningite e/ou

encefalite!'’. Os microrganismos identificados neste painel estdo mencionados na Tabela 6.

Tabela 6: Microrganismos identificados pelo FilmArray® Meningitis/Encephalitis Panel.

Bactérias

Escherichia coli K1
Haemophilus influenzae
Listeria monocytogenes

Neisseria meningitidis
Streptococcus agalactiae
Streptococcus pneumoniae

Virus

Citomegalovirus (CMV)

Virus do herpes humano 6 (HHV-6)
Parecovirus humano (HPeV)

Virus Varicella zoster (VZV)

Enterovirus (EV)
Virus Herpes simplex 1 (HSV-1)
Virus Herpes simplex 2 (HSV-2)

Levedura

Cryptococcus neoformans/gattii

Fonte: Adaptado de FilmArray® Meningitis/Encephalitis Panel*Y.

Painel Respiratorio

O FilmArray® Respiratory Panel 2 plus ¢ um painel usado para identificacdo dos

microrganismos referidos na Tabela 7, a partir de zaragatoas nasofaringeas de individuos com

suspeita de infeces do trato respiratorio®t®.
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Tabela 7: Virus e bactérias identificados através do FilmArray® Respiratory Panel 2 plus.

Virus Bactérias
Adenovirus Bordetella parapertussis (1S1001)
Coronavirus (subtipos 229E, HKU1, NL63, OC43 e MERS-CoV) | Bordetella pertussis (ptxP)
Metapneumovirus humano Chlamydia pneumoniae
Rhinovirus/Enterovirus humano Mycoplasma pneumoniae

Virus Influenza A (subtipos H1, H1-2009 e H3)
Virus Influenza B

Virus parainfluenza 1, 2,3 e 4

Virus sincicial respiratério

Fonte: Adaptado de FilmArray® Respiratory Panel 2 plus!8,

Painel Sépsis
Com o FilmArray® Blood Culture Identification Panel sdo utilizadas amostras de

hemocultura identificadas como positivas para a identificacdo dos microrganismos indicados
na Tabela 8. De salientar que os resultados deste painel devem ser interpretados em conjunto

com o exame direto!®,

Tabela 8: Microrganismos e genes de resisténcia identificados através do FilmArray® Blood Culture Identification Panel.

Bactérias Gram-positivas Bactérias Gram-negativas Leveduras
Enterococcus sp. Acinetobacter baumannii Candida albicans
Listeria monocytogenes Enterobacteriaceae Candida glabrata
Staphylococcus sp. Complexo Enterobacter cloacae | Candida krusei
Staphylococcus aureus Escherichia coli Candida parapsilosis
Streptococcus sp. Klebsiella oxytoca Candida tropicalis
Streptococcus agalactiae Klebsiella pneumoniae Genes de resisténcia aos agentes
Streptococcus pneumoniae Proteus spp. antimicrobianos
Streptococcus pyogenes Serratia marcescens mecA - resisténcia a meticilina
Haemophilus influenzae vanA/B - resisténcia a vancomicina
Neisseria meningitidis KPC - resisténcia a carabapenemes
Pseudomonas aeruginosa

Fonte: Adaptado de FilmArray® Blood Culture Identification Panel®,

GENEXPERT

Os ensaios Xpert®, sdo ensaios qualitativos ou semi-quantitativos, realizados no
equipamento GeneXpert® da CEPHEID, para estudos de biologia molecular utilizando o
método de RT-PCR. Estes ensaios permitem a amplificacdo de acidos nucleicos especificos e,
através de primers e sondas de hibridacdo especificas, sdo capazes de detetar as sequéncias

amplificadas®119-123,
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Xpert® vanA/vanB

O ensaio Xpert® vanA/vanB é um teste utilizado para detecdo dos genes de resisténcia a
vancomicina (vanA e vanB) de enterococos isolados a partir de amostras de zaragatoas retais e
perianais. Este ensaio destina-se a auxiliar no reconhecimento, prevencdo e controlo da
colonizag&o por organismos resistentes a vancomicina em unidades de cuidados de salde, pelo
que ndo deve ser utilizado para o diagnostico de infegBes por enterococos resistentes a

vancomicinalt®,

Xpert® MRSA NxG
O ensaio Xpert® MRSA NxG ¢é um teste que se destina a detecio de DNA de

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), a partir de zaragatoas nasais. Este
ensaio destina-se a ajudar na prevencdo e no controlo de infe¢cbes por MRSA em Unidades de
Saude, pelo que ndo deve ser utilizado no diagnoéstico, orientacdo ou monitorizacdo do
tratamento de infegBes por MRSA, nem ao fornecimento de resultados da suscetibilidade a
meticilina. De salientar que, um resultado negativo neste teste ndo exclui a colonizacdo por
MRSA?,

Xpert® Carba-R

O ensaio Xpert® Carba-R foi concebido para a detecdo e diferenciacdo das sequéncias
dos genes blakPC, blaNDM, blaVIM, blaOXA-48 e blaIMP-1, associados a resisténcia de
bactérias Gram-negativas aos carbapenemes. Este teste é realizado a partir de amostras de

zaragatoas retais e tem como principal objetivo a detecdo de bactérias ndo suscetiveis aos

carbapenemes, que colonizam doentes em Unidades de cuidados de saide!?*.

Xpert® Flu
O ensaio Xpert® Flu é um teste que se destina a detecio e diferenciagdo do RNA dos

virus da gripe A, gripe B e gripe HIN1 2009. Este ensaio utiliza amostras de aspirados nasais
e zaragatoas nasofaringeas colhidas de pacientes com sinais e/ou sintomas de infecéo

respiratoria. Os resultados negativos ndo excluem a infe¢do por virus da gripe!??.

Xpert® HPV
O ensaio Xpert® HPV é um teste para a dete¢éo da regido E6/E7 do genoma viral (DNA)

proveniente do Virus do Papiloma Humano (HPV). Este ensaio realiza a amplificacdo de

catorze serotipos de HPV de alto risco a0 mesmo tempo e identifica especificamente o0s
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serotipos HPV 16 e HPV 18/45. As amostras utilizadas sdo devem conter células cervicais
colhidas para o Teste de Papanicolau (exame citoldgico)*?,

Xpert® MTB/RIF

O ensaio Xpert® MTB/RIF é um teste semi-quantitativo de nested PCR. Este ensaio é

usado para detecdo do DNA do complexo Mycobacterium tuberculosis e detecdo de mutacoes
do gene rpoB, associadas a resisténcia a rifampicina, em amostras de expetoracao, de individuos

com suspeita clinica de tuberculose (n&o tratados)®.

4.2.9. Interpretacdo dos resultados

A interpretacdo conjunta dos resultados disponiveis de exames diretos, de exames
culturais, de provas complementares e de testes de identificacdo e de suscetibilidade aos
antimicrobianos é feita pelo MPC/TSS responsavel pela validacdo. E ainda fundamental que
este tenha em conta a informacéo clinica relevante, de modo a cumprir o principal objetivo do
setor de Microbiologia: a identificacdo de microrganismos causadores de infecdo no utente,
assim como a obtencao do respetivo perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos’®.

Os resultados devem ser introduzidos no modulab a medida que estiverem disponiveis e
a sua validacao é feita quando o MPC/TSS entender que existe informacéo preliminar relevante

disponivel para validagio final ou quando todos os exames estiverem concluidos’®.

URINA

As infecOes do aparelho urinario sdo das mais frequentes no Homem e s&o, normalmente,
causadas por bactérias saproéfitas da flora intestinal, que invadem o aparelho urinario por via
ascendente através da uretra®®.

Em criancas e adultos sem outras patologias associadas, 0os agentes etiologicos mais
frequentes pertencem a familia Enterobacteriaceae, mais precisamente Escherichia coli. O
mesmo ndo se verifica em doentes internados e com fatores de risco como algaliagdo
permanente, tubos de nefrostomia, calculos urinarios e outras patologias do aparelho urinario,

pois a variedade de agentes etiologicos aumenta e podem surgir infecdes por Pseudomonas
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spp., Staphylococcus aureus, Enterococcus spp. e fungos, estes ultimos particularmente
frequentes em doentes sob antibioterapia®.

E ainda importante referir que a urina é habitualmente um liquido bioldgico estéril, mas
a sua passagem através da uretra, durante a miccao, arrasta 0s microrganismos que a colonizam,
0 que pode induzir a erros na interpretacéo da urocultura®,

= Condicdes de colheita: Para o diagndstico de infecdo do aparelho urinério sdo vélidas

as seguintes amostras de urina: mic¢ao “jato médio”, pungédo de cateter urinario, pungao supra-
pubica (particularmente indicado em doentes algaliados e criancas, nos quais a interpretacao de
resultados de exames anteriores foi impossivel), drenagem de nefrostomia/ureterostomia e saco
coletor pediatrico®.

= Exame direto: Exame direto a fresco do sedimento urindrio, com observacdo de
elementos celulares relevantes, como células epiteliais, leucécitos, eritrocitos, fungos ou
parasitas®?.

= Exame cultural: O exame cultural devera ser feito em meio Cystine Lactose Electrolyte

Deficient (CLED) ou, se a amostra for proveniente das consultas de Obstetricia ou de colheitas
supra-pubicas, semear a urina também em Gelose de Sangue (GS), pela técnica sementeira para
quantificacdo de coldnias. A incubacdo de ambos os meios é feita em estufa a 35°C com
condicdes de aerobiose®. Apds a incubagdo deve ser feita a leitura do nimero de colonias,
sendo que uma colénia corresponde a uma concentracdo de 10° UFC/ml, dez coldnias
correspondem a 10* UFC/ml e cem coldnias correspondem a 10° UFC/mI®®.

» Interpretacdo clinica: Numa urina colhida por mic¢do “jato médio” ou por pungido de

cateter urinario, a valorizagdo dos resultados devera ter em conta uma série de parametros, tais
como o método de colheita da urina, o tipo de doente, a sintomatologia, 0 exame direto do
sedimento urinario e os resultados de exames bacteriolégicos anteriores. Por isso, quando a
colheita é feita por miccdo e ocorre o crescimento de duas ou mais estirpes bacterianas ou
microrganismos, o TSS/MPC deve considerar que houve uma ma colheita da urina ou um atraso
no transporte e/ou processamento laboratorial da mesma e deve requisitar nova colheita. Assim,
nestes tipos de colheita, s6 se deve valorizar quando existe crescimento apenas de um
microrganismo e a contagem de col6nias é superior ou igual a 10> UFC/mI°.

No caso de urina colhida por saco coletor pediatrico, é necessaria uma atencéo
redobrada, pois o exame cultural pode dar resultados falsamente positivos, por provavel
contaminacdo com a flora do perineo. Nestes casos os resultados podem ser confirmados,

repetindo a colheita de urina por outro método®.
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Por Gltimo, nas amostras de urina colhidas por pun¢éo supra-pubica, por se tratar de um
produto bioldgico estéril, deverdo ser valorizadas quaisquer microrganismos que crescam
isoladamente, excluindo contaminacgéo por bactérias comensais da pele, independentemente da

sua quantificacao®.

HEMOCULTURA

Quando uma infecdo ndo é diagnosticada e tratada devidamente e o0 agente etioldgico
tem uma grande capacidade infecciosa, este pode espalhar-se pela corrente sanguinea e atingir
outros 6rgdos, dando origem a um quadro de choque sético ou septicemia®®.

Como o sangue é um produto bioldgico estéril, o isolamento de um microrganismo a
partir de uma hemocultura é geralmente o agente etiolégico da infeg&o®

= Exame direto: O exame direto é feito por observacdo microscépica de um esfregaco da

hemocultura positiva corado pelo método de Gram®.,

= Exame cultural: A amostra devera ser semeada sempre em meio GS e, nos casos de

suspeita de infecdo por Brucella sp., em meio Gelose de chocolate enriquecida com PolyViteX
(PVX), pela técnica de sementeira por quadrantes. Quando existe pesquisa de fungos, € ainda
necessario semear o produto em Gelose de Sabouraud com cloranfenicol (SAB), pela mesma
técnica de sementeira. A incubacdo dos meios de SAB e PVX é, normalmente, feita em
condicgdes de aerobiose, numa estufa a cerca de 35°C e 0 meio GS, em estufa de CO, com
condicdes de aerobiose e temperatura a 35°C°%. Apos incubagdo, deve ser realizada uma
observacao macroscopica da cultura e realizada a identificacdo e TSA do microrganismo.
= Qutros testes: FilmArray® Blood Culture Identification Panel.

= Interpretacdo clinica: A valorizacdo de um resultado de hemocultura depende de véarios

fatores como o estado de imunocompeténcia do individuo, o agente etiologico identificado, a
proporcao de hemoculturas positivas sobre o total de hemoculturas recolhidas do mesmo doente
e do tempo decorrido para a positividade do resultado. Este Gltimo fator torna-se importante
porque, geralmente, os microrganismos sugestivos de causar infegéo sdo detetados num prazo

inferior a quarenta e oito horas e os microrganismos contaminantes, em prazos maiores®.
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CATETER VASCULAR

Muitas das infe¢cdes da pele ou da corrente sanguinea, em doentes hospitalizados, podem
comecar no local onde esta colocado o cateter vascular, pelo que o envio deste dispositivo para
exame microbiolégico tem como principal objetivo avaliar se este é a origem do quadro
infeccioso®.

= Exame cultural: O cateter deve ser retirado do recipiente de transporte com o auxilio de

material esterilizado e colocado na superficie da placa de GS, em condicdes de assepsia. A
técnica usada para sementeira de pontas de cateter € a Técnica de Maki, que consiste em rodar
este dispositivo na superficie do meio de cultura com auxilio de uma vareta esterilizada®®. A
incubagio deve ser feita a 35°C e em atmosfera de aerobiose e CO,*t. Apos incubagio, caso a
cultura se encontre pura e com desenvolvimento de mais de quinze colonias, deve-se proceder
a identificacdo e TSA do microrganismo.

= |Interpretacdo clinica: Os resultados obtidos no exame cultural do cateter devem ser

sempre correlacionados com os resultados da hemocultura concomitante, sendo que as estirpes
com maior probabilidade de serem agentes patogénicos, independentemente do numero
presente sdo Streptococcus B-hemoliticos do Grupo A, Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa. De salientar ainda que ndo devem ser valorizados clinicamente exames culturais

de cateteres que apresentem mais do que trés espécies microbianas®.

LCR

A meningite ¢ uma doenca transmissivel causada pela inflamacéo das meninges, que séo
as membranas que protegem o cérebro e a medula espinal. Esta infecdo é uma situacéo clinica
grave e potencialmente mortal se ndo for tratada atempadamente®?*, Por isso, o diagndstico
laboratorial € urgente e requer processamento imediato do produto para determinar o agente
etiologico. Geralmente a causa da infecdo sdo bactérias aerobias, mas na presenca de abcesso
cerebral 0 agente etioldgico pode ser uma bactéria anaerébia®. Na tabela seguinte estdo
descritos o0s agentes etioldgicos mais provaveis consoante a idade ou condi¢do do individuo

infetado.
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Tabela 9: Agentes etioldgicos de meningite consoante a idade ou condicao do individuo infetado.

IDADE OU CONDICAO

MICRORGANISMOS

Recém-nascido

Escherichia coli

Streptococcus agalactiae,
Listeria monocytogenes
Herpes simplex virus 2

< 2 meses Streptococcus agalactiae
Listeria monocytogenes
E. coli

< 10 anos Virus

Haemophilus influenzae
Streptococcus pneumoniae
Neisseria meningitidis

Adultos jovens Virus
N. meningitidis
Adultos S. pneumoniae
N. meningitidis
Idosos S. pneumoniae

Bacilos Gram-negativo
L. monocytogenes
Cryptococcus neoformans

Imunodeprimidos

Fonte: OrientacGes para a elaboragdo de um manual de boas praticas em bacteriologia®®.

= Exame direto: Esfregaco efetuado por espalhamento de uma ou duas gotas de sedimento
do LCR numa lamina esterilizada e corado pelo método de Gram.

= Exame cultural: Para a realizacdo do exame cultural, o LCR devera ser semeado nos

seguintes meios: GS, PVX, pela técnica de sementeira por quadrantes, e no meio liquido de
enriquecimento BHI, pela técnica de sementeira em meio liquido. Quando existe suspeita de
infecdo por fungos, o LCR deve ainda ser semeado em meio SAB, pela técnica de sementeira
por quadrantes. Os meios GS e PV X devem ser incubados a uma temperatura de 35°C e em
atmosfera de aerobiose com CO», enquanto que os meios BHI e SAB sdo incubados em
condicdes de aerobiose, & mesma temperatura®. Apos incubacio, deve ser realizada uma
observagdo macroscopica da cultura e realizada a identificagdo e TSA do microrganismo.

= Qutros testes: FilmArray® Meningitis/Encephalitis Panel.

= Interpretacdo clinica: O aspeto do LCR, embora ndo seja considerado um exame,

funciona como um indicativo de infecdo. Normalmente, o LCR é limpido e incolor, contudo,
nos processos infecciosos, ocorre 0 aumento de elementos figurados (células), causando a sua
turvacéo, cuja intensidade varia de acordo com a quantidade e o tipo desses elementos. Assim,
nestes casos, qualquer identificacdo de microrganismo deve ser de valorizar, pelo que o clinico
deve ser imediatamente informado, mesmo antes de ser realizado o TSA. A avaliacdo do aspeto
do LCR, conjuntamente com a interpretacdo do exame direto e cultural, séo fundamentais para

o diagndstico de meningite®.
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LIQUIDOS DE SEROSAS

As serosas sd0 membranas humidas que se encontram nas cavidades do corpo e sdo
constituidas por uma camada parietal, que reveste a parede da cavidade, e pela camada visceral,
que cobre as superficies exteriores dos Orgdos contidos na cavidade. As células da serosa
segregam fluido seroso, claro e pouco espesso, responsavel pela lubrificacdo das superficies
das camadas visceral e parietal, de modo a que estas deslizem uma sobre a outra facilmente.
Este liquido permite a reducdo da fricgdo dos 6rgaos entre si e com as paredes da cavidade onde
estdo contidos!?,

As membranas serosas sdo denominadas de acordo com o local e 0s 6rgdos associados.

Existem entdo as seguintes serosas*?>:

Tabela 10: Membranas serosas e respetivos fluidos serosos.

Serosa Orgaos e cavidades envolvidas Fluido seroso
Pleura Cavidade toracica e pulmdes Liquido pleural
Pericéardio Coracéo Liquido pericardico

. Cavidade abdominal e pélvica e todos os 6rgdos | . . . . "
Peritoneu .. Liquido peritoneal/ascitico
abdominais
Membrana sinovial Cavidades articulares e bainhas dos tenddes Liquido sinovial

Fonte: Adaptado de Serosa — Infopédia'?.

= Exame direto: O exame direto deve ser feito através de um esfregaco do sedimento do

liquido, corado pelo método de Gram.

= Exame cultural: Semear os liquidos pleural, pericardico, peritoneal e sinovial em meio
GS e PVX pelo método de sementeira em guadrantes e, no meio liquido BHI, pelo método de
sementeira em meio liquido. Quando existe suspeita de infecdo por fungos, a amostra deve ser
semeada também em meio SAB. As placas de GS e PVX devem ser incubadas em atmosfera
de aerobiose com CO2 e a uma temperatura de 35°C, enquanto que as placas de SAB e os tubos
de BHI apenas sdo incubados em condicdes de aerobiose, & mesma temperatura®. Apos
incubacdo, deve ser realizada uma observacdo macroscopica da cultura e realizada a
identificacdo e TSA do microrganismo.

= Interpretacdo clinica: Em condicdes fisioldgicas, estes liquidos sdo encontrados em

pequenas quantidades nas respetivas cavidades corporais e essa quantidade é regulada por um
sistema complexo de dindmica de fluidos. Quando os mecanismos fisiol6gicos responsaveis
pela formacao ou absorcao do fluido seroso estdo alterados, ocorre um aumento excessivo do

mesmo. Assim, a acumulacéo de liquido ocorre quando a permeabilidade capilar ou a pressao
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hidrostatica aumentam, quando a pressao oncética diminui ou quando a drenagem linfatica é
obstruida, situacdes que ocorrem na maior parte dos fenémenos infecciosos!?®.

Assim, e tendo em conta que os liquidos organicos sdo normalmente estéreis, qualquer
microrganismo encontrado deve ser valorizado. A interpretacao final deve ainda ter em conta o

estado clinico do doente e o microrganismo isolado®

EXSUDADOS E COLEC}@ES PURULENTAS

As infecOes localizadas sdo provocadas por uma grande variedade de microrganismos e,
muitas das vezes, conduzem a formacédo de exsudados purulentos. Por conseguinte, o estudo
microbioldgico deste tipo de produto biolégico tem de ter em consideracdo 0s seguintes
aspetos®®:

- Local da infecéo;

- Historia clinica e dados epidemioldgicos;

- Tipo de infe¢éo;

- Técnica de colheita.

= Exame direto: O exame direto é feito por esfregaco do produto bioldgico e coloragdo

pelo método de Gram®?.

= Exame cultural: O produto deve ser semeado sempre nos meios sélidos GS e Gelose

MacConkey (MAC), pela técnica de sementeira por quadrantes, e no meio liquido BHI, pela
técnica de sementeira em meio liquido. No caso de suspeita de infe¢do por fungos, a sementeira
deve ser feita em meio SAB e o produto semeado pela mesma técnica usada nos meios sélidos
acima mencionados. A incubacéo deve ser feita a 35°C, no entanto, nas sementeiras realizadas
em MAC, BHI e SAB, a atmosfera deve ser apenas de aerobiose e, na sementeira de GS, a
atmosfera deve ser de aerobiose e CO.. Ap6s incubacao, deve-se analisar as culturas e proceder
a identificacdo do(s) microrganismo(s) presente(s) e respetivo TSA®,

» Interpretacdo clinica: Perante a variedade de situacdes clinicas e de agentes microbianos

implicados neste tipo de infe¢des, aquando a valorizagéo das culturas de exsudados ou colegdes
purulentas, torna-se bastante importante distinguir microrganismos pertencentes a flora da pele

(contaminantes), dos agentes potencialmente patogénicos®.
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EXSUDADOS OCULARES

As infe¢cdes oculares ocorrem quando microrganismos patogénicos invadem qualquer
parte do globo ocular ou tecidos vizinhos e, podem ser divididas em infecdes das estruturas
externas e internas do olho e infe¢es do sistema lacrimal®.

Fazem parte das infeces das estruturas externas do olho: blefarite, que é uma infecdo
aguda ou cronica da margem da palpebra, envolvendo pele e pestanas; conjuntivite, infegcdo da
membrana que reveste a cornea (conjuntiva) e, queratite, infecdo da cornea®.

Nas infecdes das estruturas internas do olho, embora seja a Unica, a endoftalmite (infecéo
da cavidade ocular e tecido intraocular) é a infecdo mais grave da regi&o ocular®.

As infegdes do sistema lacrimal sdo: canaliculite, infecdo do canal lacrimal,
frequentemente associada a obstru¢cdo do mesmo; dacriocistite, infecdo do saco lacrimal
causada, normalmente, por obstrucdo do canal lacrimal e, dacrioadenite, infecdo das glandulas
lacrimais®.

Por Gltimo, dentro das infecbes oculares, pode ainda ser encontrada a celulite orbital.
Esta infecdo € uma infecdo sistémica grave, que envolve o tecido orbitario, e que resulta de um
trauma, cirurgia, extensdo de uma infecdo proveniente da regido do 0sso etmoide ou dos seios
perinasais ou de disseminagdo hematogénica®.

Para a interpretacdo correta das culturas é importante ter em conta que, a nivel do saco
conjuntival, existe uma flora sapréfita constituida principalmente por Staphylococcus
epidermidis, Corynebacterium spp., Propionibacterium acnes e Staphylococcus aureus, no
entanto, também podem ser encontrados outras bactérias e fungos®.

= Exame direto: O exame direto deve ser feito por esfregaco do exsudado ocular, corado
pelo método de Gram®*.

= Exame cultural: Devido a constante acdo de lavagem das lagrimas, normalmente, o

namero de microrganismos isolados de algumas infecbes oculares é baixo, pelo que €
recomendada a utilizacio de um grande indculo e a sementeira em varios meios de cultura®.
Por isso, no CHMT, o produto é semeado no meio liquido BHI, por sementeira em meio liquido,
e nos meios sélidos GS e PV X ou Gelose seletiva para bactérias do género Haemophilus (HAE),
por sementeira em quadrantes. No entanto, de acordo com a suspeita clinica, podem ainda ser
associados outros meios de cultura, como é o caso do meio SAB para cultura de fungos. A
incubacédo dos meios € feita a uma temperatura de 35°C e as atmosferas usadas séo de aerobiose

e CO;, para os meios sélidos e apenas de aerobiose para o meio liquido e SAB®,

= Interpretacdo clinica: Dentro dos principais agentes etioldgicos das infegdes oculares,

destaca-se a espécie Staphylococcus aureus, juntamente com algumas espécies do género
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Streptococcus (S. pyogenes, S. pneumonie). No entanto, os agentes etiol6gicos dependem do
local da infecdo ocular e do estado clinico e idade do individuo®.

As conjuntivites representam o tipo de infecdo ocular mais frequente, principalmente, as
conjuntivites bacterianas, podendo ocorrer por inoculacéo direta/exégena ou por disseminagédo
hematogénica a partir de um foco infeccioso. Para além dos referidos anteriormente, estas
infecdes podem ainda ser causadas por Haemophilus influenzae, Neisseria gonorrhoeae,
Moraxella catarrhalis, Chlamydia trachomatis e outros bacilos Gram-negativos®.

No caso das queratites, estas podem apresentar variadas etiologias, no entanto, as
bactérias sdo as principais responsaveis por este tipo de infecdo ocular. Esta infecdo devera ser
tratada urgentemente, pois na maioria dos casos de infecdo por Pseudomonas aeruginosa ou
Staphylococcus aureus pode ocorrer a perda do olho em menos de vinte e quatro horas. A parte
disto, também podem ser responsaveis pelas queratites microrganismos do género
Acanthamoeba, fungos leveduriformes ou virus®.

No que toca as infe¢Bes do aparelho lacrimal, é de salientar que as canaliculites sdo,
normalmente, provocadas por microrganismos anaerébios, embora também possam ocorrer

infecBes mistas por aerdbios e anaerobios®.

EXSUDADOS AURICULARES

O ouvido é formado por trés partes: o ouvido externo (orelha e canal auditivo), ouvido
médio (timpano e camara de ar) e ouvido interno (6rgaos da audicéo e equilibrio).

Quando ocorre uma inflamacdo das tubas auditivas estas podem ficar bloqueadas, o que
compromete a ventilacdo do ouvido médio e, consequentemente, a criacdo de um ambiente
propicio a invasdo desse espaco por microrganismos. Por outro lado, este edema impede que
algum fluido que esteja contido no canal auditivo (por exemplo, agua) seja drenado,
favorecendo, mais uma vez, a proliferacdo de microrganismos patogénicos.

Portanto, a otite € uma infe¢cdo no ouvido, causada por virus ou bactérias e que pode
provocar dor, inflamacéo e acumulacdo de liquido. As otites podem dividir-se em externa e
média. A primeira geralmente é provocada pela entrada de 4gua no ouvido, associada a quadro
clinico intenso de otalgia e ocorre em situacdes de infecdo do canal auditivo externo'?’,
normalmente por Pseudomonas aeruginosa®. A otite média corresponde a um processo
inflamatdrio/infeccioso da cavidade do ouvido médio e timpano e esta associada a quadros de
obstrucdo nasal e rinorreia. Normalmente, ocorre em bebés e criancas e apresenta uma

sintomatologia que varia desde a sensagdo de ouvido tapado a otalgia intensa®?’. Os agentes
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etiologicos mais frequentes da otite média sdo Streptococcus pneumoniae, Streptococcus
pyogenes e Haemophilus influenzae, no entanto, podem ainda ser encontrados Staphylococcus
aureus, Moraxella catarrhalis, bactérias da familia Enterobacteriaceae e bactérias
anaerobios®.

= Exame direto: O exame direto deve ser feito por esfregaco do produto bioldgico, corado
pelo método de Gram®?,

= Exame cultural: O exsudado auricular deve ser semeado pela técnica de sementeira por

quadrantes nos meios sélidos GS, PVX ou HAE e pela técnica de sementeira em meio liquido
no meio BHI. A incubagdo dos meios solidos deve ser feita em estufa com atmosfera de
aerobiose com CO2 e o meio liquido em atmosfera de aerobiose sem CO., todos a uma
temperatura de 35°C. Quando existe a pesquisa de fungos € necessario ainda fazer a sementeira
em meio SAB, pela mesma técnica utilizada para a sementeira dos restantes meios sélidos, e a
incubagdo deve ser feita a mesma temperatura dos restantes meios e em atmosfera de
aerobiose®.

= Interpretacdo clinica: A nivel laboratorial apenas € possivel o diagnostico de otites de

origem bacteriana, no entanto, é de salientar que € importante para a interpretacdo clinica e
valorizagéo das culturas fazer a distingdo entre as zaragatoas auriculares de pus com origem no
ouvido médio por rutura do timpano, das zaragatoas para diagndstico de infecdes bacterianas

da pele do canal auditivo externo®.

FEZES

As infecdes do aparelho gastrointestinal sdo infecfes virais, bacterianas ou parasitarias
gue causam gastroenterite, uma inflamacdo do trato gastrointestinal (estbmago e intestino
delgado). Estas infe¢cdes tém uma elevada incidéncia na populagdo em geral, no entanto, levam
a uma maior morbilidade em determinados grupos etéarios, como nas criancas e idosos®.

Para a orientacdo na pesquisa do agente etiologico € necessario ter em conta 0S
antecedentes epidemioldgicos, a existéncia de fatores predisponentes, a presenca de sinais e
sintomas clinicos e o tipo de diarreia do individuo®.

= Exame cultural: Por rotina, neste produto bioldgico, devem ser pesquisadas as bacterias

Salmonella spp., Shigella spp., e Campylobacter spp. Tendo isto em conta, 0s meios de cultura
utilizados no CHMT para este tipo de amostras séo os meios seletivos MAC e Gelose Hektoen
(HEKT), conjuntamente com o meio liquido Selenito. Neste caso, os meios solidos seletivos

devem ser sempre semeados pela técnica de sementeira por quadrantes e 0 meio liquido pela
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técnica de sementeira em meio liquido. Os meios devem ser sempre incubados a uma
temperatura de 35°C e em condigGes de aerobiose®. Normalmente, devido a grande variedade
de microrganismos existente neste tipo de produto bioldgico é realizada uma subcultura do meio
de enriquecimento (Selenito) para o meio que o0 MPC/TSS entender ser 0 mais adequado para
cultura do provavel agente etioldgico da infegéo.

Nos casos de teste rapido positivo para pesquisa de Campylobacter sp., deve-se ainda
semear o produto no meio Gelose Campylosel (CAMPY) e incubado este meio em atmosfera
de microaerofilia (5% de O, 10% de CO2 e 85% de N2), a 42°C, durante quarenta e oito a
setenta e duas horas®. Apds incubagdo, deve ser sempre feita a identificagdo do microrganismo
em cultura e TSA do mesmo.

= Qutros testes: Pesquisa de sangue oculto, Exame parasitologico, Pesquisa de
Campylobacter jejuni e C. coli, Cryptosporidium parvum, Giardia lamblia, Entamoeba
histolytica e Clostridium difficile, FilmArray® Gastrointestinal Panel, Xpert® vanA/vanB e
Xpert® Carba-R.

= Interpretacdo clinica: Os microrganismos responsaveis pelas infecGes gastrointestinais

tém vindo a alterar-se ao longo do tempo, devido a fatores como 0 aumento dos movimentos
migratorios, maior frequéncia de viagens intercontinentais, aumento do nimero de doentes
imunodeprimidos e o desenvolvimento de métodos de diagnostico cada vez mais rapidos e
sensiveis. Assim, torna-se importante a sua correta identificacdo, bem como a realizacdo do
TSA, a fim de evitar a aplicacdo de terapéutica pouco adequada e a criacdo de mais resisténcias
aos antimicrobianos®.

Uma das causas mais comuns de gastroenterite bacteriana em todo mundo,
principalmente em criancas, é a infecdo por Campylobacter sp.. Para além disso, também os
adenovirus e os rotavirus sao responsaveis por causar infecdes a nivel pediatrico®?,

Outro dos agentes etioldgicos de infegbes gastrointestinais é a bactéria Clostridium
difficile que da origem a uma infe¢éo do colon chamada colite pseudomembranosa. Esta infecdo
provoca diarreias intensas e € normalmente contraida em contexto hospitalar, devido a toma de
antibidticos. Com o atual surgimento de uma estirpe de C. difficile altamente toxinogénica e
resistente, responsavel por surtos mais graves e frequentes, aumentando a morbilidade e
mortalidade, tornou-se necessario 0 uso de técnicas laboratoriais mais avancadas para a sua
identificacdo!?.

As infecdes gastrointestinais sdo, normalmente, adquiridas através da ingestdo de
alimentos contaminados com microrganismos patogénicos. Um desses microrganismos é a

bactéria Gram-negativa Escherichia coli, a responsavel pela chamada diarreia do viajante e uma
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das principais causas de diarreia nos paises em desenvolvimento. Esta bactéria entra no
organismo, geralmente, pela ingestdo de 4gua contaminada com fezes humanas ou animais.
Existe ainda a estirpe E. coli O157:H7 (E. coli entero-hemorragica), produtora da toxina Shiga,
que provoca uma infecdo gastrointestinal com sintomas que incluem diarreia com sangue e
vomitos. Esta estirpe de E. coli, se ndo for tratada pode levar a complica¢des como a sindrome
hemolitica urémica e insuficiéncia renal. Também as bactérias do género Salmonella e Shigella
e a espécie Yersinia enterocolitica sdo responsaveis pelas infecdes gastrointestinais de origem
alimentar, nomeadamente, através da ingestdo de produtos crus. Dento das infecGes
gastrointestinais podem ainda ser encontradas as intoxicacdes alimentares, onde o agente
etiolégico mais comum é Staphylococcus aureus, um microrganismo patogénico oportunista

que pode ser encontrado em alguns alimentos contaminados*?®,

ESPERMA E EXSUDADOS VAGINAL, ENDOCERVICAL, URETRAL E PERINEAL

A determinacdo das amostras apropriadas para o diagndstico de infecdes do aparelho
genital depende do local de infecdo e dos microrganismos potencialmente envolvidos na
infecdo.

Algumas infe¢fes do aparelho genital feminino s&o devidas a microrganismos
enddgenos cuja patogenicidade é potenciada por fatores do hospedeiro ou por desequilibrio da
flora saprofita®. No entanto, estas infecdes também podem ser causadas por microrganismos
transmitidos durante uma relacdo sexual com o parceiro infetado e todas elas provocam
sintomatologia como desconforto e corrimento e odor vaginal.

Ja as infecBes do trato genital masculino sdo, na maioria dos casos, assintomaticas e, por
isso, nem sempre sdo diagnosticadas, o que potencia o desenvolvimento de complicacbes como
a infertilidade masculina. Dependendo da localizac&o da infegéo, a producéo, o transporte ou a
funcdo dos espermatozoides também pode ficar comprometida.

= Exame direto: O exame direto pode ser feito a fresco, para observacao da presenca ou
auséncia de Trichomonas vaginalis e de elementos leveduriformes, mas também por esfregaco
do produto bioldgico, corado pelo método de Gram, para observacdo da flora existente. Este
exame nao se aplica para o exsudado perineal®.

= Exame cultural: O exame cultural em todos os produtos biologicos, a excegdo do

exsudado perineal, é feito através da sementeira nos meios solidos GS, Gelose de chocolate
com vancomicina, colistina, anfotericina e trimetropim (VCAT) e em SAB ou no meio

cromogéneo Gelose Candida (CAN). No caso do exsudado perineal, este deve ser semeado no
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meio cromogéneo especifico MRSA. Todos os meios devem ser semeados pela técnica de
sementeira por quadrantes, exceto os meios cromogeneos CAN e MRSA, que devem ser
semeados pela técnica de sementeira por espalhamento com zaragatoa. Os meios GS e VCAT
devem ser incubados em atmosfera de aerobiose com CO2 e 0s meios SAB ou CAN e MRSA
apenas em condicBes de aerobiose, no entanto, ambos a uma temperatura de 35°C. Apds o
periodo de incubagdo, os microrganismos devem ser identificados e realizado o TSA do
provavel agente etioldgico da infegdo®?.

= Interpretacdo clinica: A valorizacdo clinica das culturas é efetuada de acordo com a

informac&o clinica e o exame direto.

As infecOes genitais femininas mais frequentes sdo as vulvovaginites, provocadas
maioritariamente por Candida albicans e Trichomonas vaginalis, no entanto, microrganismos
como Actinomyces spp. e Staphylococcus aureus tém sido encontrados em infecdes associadas
ao uso do Dispositivo Intrauterino e tampdes, respetivamente. Outra infecdo encontrada nos
6rgdos reprodutores femininos superiores é a doenca inflamatoria pélvica e que, geralmente, é
causada por Chlamydia trachomatis e Neisseria gonorrhoeae, transmitidos durante o ato sexual
com um parceiro infetado. A doenca inflamatdria pélvica pode ser uma infecéo do colo do Utero
(cervicite), do endométrio (endometrite), das trompas de Faldpio (salpingite) ou uma
combinacdo das anteriormente mencionadas. Podem ainda ocorrer uretrites, Ulceras genitais ou
infecdo da glandula de Bartholin, causadas por alguns dos microrganismos acima mencionados.
E de salientar que se deve ter especial atencio ao quadro fisioldgico da mulher, uma vez que as
mulheres gravidas podem contrair estas infecdes, contudo causadas por uma variedade maior
de microrganismos e, se ndo forem tratadas rapidamente, podem comprometer a satide materno-
-fetal®®.

No caso do aparelho genital masculino, as infecdes desenvolvem quadros assintomaticos
e, geralmente, permanecem sem diagnéstico, o que pode levar ao comprometimento da
fertilidade, a menos que o individuo procure tratamento para sintomas especificos. Assim,
dependendo da localizagéo da infecdo, podemos ter: uretrite, epididimite e Ulceras genitais que
sdo, na maioria dos casos, provocadas pelas bactérias Chlamydia trachomatis, Neisseria
gonorrhoeae e Treponema pallidum. Existem ainda as prostatites e orquites que séo causadas,

principalmente, por bactérias da familia Enterobacteriaceae e por Pseudomonas spp®®.
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EXSUDADO VAGINAL/RETAL

Na mulher gréavida, as doencas infecciosas podem colocar a gravidez em risco afetando,
muitas das vezes, a saude materno-fetal. Neste estado fisioldgico, o sistema imunolégico da
mulher fica diminuido, de modo a que seja possivel o desenvolvimento do feto. Por esse facto,
muitos microrganismos oportunistas podem causar infecdo no organismo materno,
comprometendo a evolugdo da gestagcdo. Um exemplo disso sdo os estreptococos do grupo B
(Streptococcus agalactiae), que podem originar infeces genitais e levar a complicagdes
durante a gravidez ou p06s-parto se ndo forem tratadas.

= Exame cultural: O exame cultural é feito por sementeira por espalhamento com

zaragatoa de um exsudado vaginal/retal no meio cromogéneo para o rastreio de estreptococos
do grupo B (STRB). Este meio deve ser incubado a 35°C em condic¢des de aerobiose. Apos 0

periodo de incubacio, as colonias desta bactéria aparecerdo a rosa no meio de cultura®.

= Interpretacdo clinica: Os estreptococos do grupo B, sdo bactérias que estdo presentes no
intestino de todos os seres humanos e que, por contacto, passam do aparelho intestinal ao genital
através do perineo. A colonizacdo por estes microrganismos pode ser transitoria, crénica ou
intermitente e é, frequentemente, encontrada em mulheres gravidas ou em doentes
imunodeprimidos. Na gravida, a infecdo genital provocada por S. agalactiae ndo causa sintomas
especificos, no entanto, no recém-nascido pode originar meningite, sépsis ou pneumonia.
Nos recém-nascidos, a infecdo por S. agalactiae pode ocorrer ainda dentro do Gtero, por
invasdo do liquido amnidtico ou na hora do parto, durante a passagem pelo canal vaginal, pelo

que as gestantes devem ser tratadas antes do parto.

ASPIRADO DOS SEIOS PERINASAIS E EXSUDADOS NASAL E FARINGEO

As infecOes das vias respiratorias superiores sdo muito frequentes, sendo a maior parte
de etiologia viral, no entanto, também podem ser identificadas bactérias como agentes
etiologicos destas infecdes. Nestas situacOes, o diagnostico bacteriologico torna-se mais
dificultado, pois existe uma flora abundante nos locais de recolha de amostras, & excecéo dos
seios perinasais®.

O trato respiratorio superior € composto por estruturas que se localizam fora do torax,
nomeadamente, a cavidade nasal (seios nasais), a cavidade oral, a laringe e a faringe, sendo esta
ultima dividida em nasofaringe, orofaringe e laringofaringe. As infecGes que atingem estas
estruturas podem entdo ser causadas por varios agentes patogénicos, tais como S. pneumoniae,

S. pyogenes, H. influenzae, N. meningitidis, leveduras e membros da familia
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Enterobacteriaceae. Estes microrganismos podem constituir uma flora transitoria ou estar
presentes em pequeno nimero na orofaringe de individuos saudaveis, pelo que sdo necessarios
também fatores do hospedeiro para que haja infe¢ao®.

= Exame direto: O exame direto destes produtos bioldgicos deve ser feito através da
observagdo microscopica de um esfregago corado pela coloragdo de Gram®.,

= Exame cultural: No exame cultural os meios de cultura usados diferem de produto para

produto. Assim, as amostras de exsudado nasal devem ser semeadas pela técnica de sementeira
por espalhamento com zaragatoa no meio MRSA e o exsudado faringeo semeado pela técnica
de sementeira por quadrantes no meio solido GS e pela técnica de sementeira em meio liquido
no meio BHI. No caso dos aspirados perinasais, 0s meios solidos utilizados sdo GS e PVX ou
HAE e SAB (caso seja pedida pesquisa de fungos), semeados pela técnica de sementeira por
quadrantes e o meio liquido BHI, semeado pela técnica de sementeira em meio liquido. A
incubagdo de todos os meios solidos, & excegdo do MRSA e SAB, é feita numa estufa a 35°C
com atmosfera de aerobiose com COz e os meios BHI, MRSA e SAB séo incubados numa
estufa & mesma temperatura, no entanto, com uma atmosfera apenas de aerobiose. Apds
incubacdo, as colonias isoladas sugestivas de estar a originar infecdo devem ser identificadas e
feito 0 TSA desse microrganismo®®.

= Qutros testes: Pesquisa de Streptococcus do grupo A, FilmArray® Respiratory Panel 2
plus, Xpert® MRSA NxG e Xpert® Flu.

= Interpretacdo clinica: As infe¢cGes mais frequentes do trato respiratério superior séo a

faringite, laringite, epiglotite e sinusite.

Os principais agentes etiologicos de faringite e laringite sdo virus. Contudo, a faringite
pode ser causada ainda por Streptococcus B-hemolitico do grupo A (S. pyogenes) ou por
Neisseria gonorrhoeae, Bordetella pertussis e Corynebacterium diphtheriae, devendo a
pesquisa destes agentes ser feita exclusivamente quando existe suspeita clinica e por solicitagdo
especifica do medico. No caso da laringite, o exame bacteriologico ndo esta indicado, exceto
quando héa suspeita de difteria ou infe¢éo por Streptococcus -hemolitico do grupo A.

A epiglotite, geralmente, tem uma etiologia bacteriana sendo, maioritariamente,
provocada por Haemophilus influenzae do tipo B. O diagndstico deve ser, essencialmente,
clinico ou através de hemoculturas, pois a colheita de amostras da epiglote esta contraindicada
devido a um risco elevado de obstruco aguda das vias aéreas®.

Contrariamente as outras infecdes, a sinusite, normalmente, tem origem enddgena, a
partir de microrganismos presentes nas vias aéreas superiores. Nestes casos, a Unica amostra

valida para exame bacteriologico é a obtida por puncdo dos seios perinasais onde s&o,
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frequentemente, encontrados Streptococcus pneumoniae e outros como Haemophilus

influenzae, Moraxella catarrhalis, Staphylococcus aureus e bacilos Gram-negativos®.

SECRECOES RESPIRATORIAS

O trato respiratdrio inferior é constituido pelos 6rgaos localizados na cavidade toracica,
ou seja, pela parte inferior da traqueia, brénquios, bronquiolos e alvéolos pulmonares.

As infecBes nas vias respiratorias inferiores exigem um acompanhamento médico mais
préximo e um tratamento mais longo e complexo, pois 0 agravamento do estado do utente pode
acontecer em questdo de horas, principalmente em doentes imunocomprometidos. Para além
disso, o diagnostico das infecBes respiratorias inferiores €, frequentemente, dificultado pela
contaminacdo das amostras com a flora comensal da orofaringe durante a colheita. O laboratério
deve processar apenas as amostras de boa qualidade®®.

= Amostras: Expetoracdo, secre¢des bronquicas, lavado bronquico, lavado bronco-
alveolar, aspirado transtraqueal, aspirado pulmonar/transtoracico®.

= Exame direto: O exame direto deve ser feito por observacdo microscopica de um
esfregaco do produto bioldgico, corado pelo método de Gram?®?.

No caso de amostras de expetoracdo e secre¢des bronquicas, o esfregaco deve ser feito
por estiramento de uma porcéo purulenta e a observacdo ao microscopio feita com a objetiva
de 10x em aproximadamente dez campos, de modo a avaliar a qualidade da amostra tendo em
conta a presenca de células epiteliais pavimentosas da orofaringe e leucocitos. Nestes casos, a
amostra deve ser ainda classificada segundo os critérios de Murray e Washington e sé deve ser
feito o exame cultural das amostras de expetoracao/secre¢cdes brénguicas que contenham até
vinte e cinco células epiteliais e vinte e cinco leucdcitos (grupos 4 e 5 da classificacdo). De
salientar que estes critérios ndo devem ser aplicados em doentes neutropénicos e na pesquisa
de outros agentes especificos, tais como Mycobacterium sp., Legionella sp., Mycoplasma sp. e

fungos®®.

= Exame cultural: A sementeira destes produtos deve ser feita pela técnica de sementeira
por quadrantes em meio GS ou, caso seja pedida a pesquisa de fungos, em meio SAB. A
incubagéo de ambos 0s meios devera ser feita a uma temperatura de 35°C, no entanto, 0 meio
SAB em condigBes de aerobiose e 0 meio GS em atmosfera de aerobiose com CO2%*.

= Qutros testes: Xpert® MTB/RIF.

» Interpretacdo clinica: A maior parte das infegdes do trato respiratério inferior é causada

por virus, no entanto, também bactérias e fungos podem ser os responsaveis por este tipo de
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infecGes. Tendo em conta que a amostra podera vir contaminada com a flora comensal, é
importante saber que microrganismos se deve valorizar para posterior identificagdo e TSA.

A pneumonia é uma infecdo dos tecidos pulmonares e alvéolos, que ficam cheios de
secregdes purulentas, impedindo a troca de O por CO». Quantos mais alvéolos acometidos,
mais grave é o quadro da doenca. A pneumonia é uma infecdo causada principalmente por
bactérias, mas também pode ser provocada por virus ou fungos. Os agentes etioldgicos mais
comuns da pneumonia sdo as bactérias Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae, Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis e Staphylococcus
aureus e os virus Parainfluenza, Coronavirus, Virus Sincicial Respiratério (VSR), Influenza e
Adenovirus!?,

Outra infecdo frequente é a bronquiolite que é uma inflamacdo dos bronquiolos,
contagiosa e que afeta, normalmente, criangcas com menos de seis meses. A bronquiolite é
causada por virus, na maioria dos casos pelo VSR, mas também por Rinovirus, Influenza,
Parainfluenza e Adenovirus'?,

A bronquite aguda é uma inflamacao generalizada da arvore brénquica e é quase sempre
causada por virus, que infetam a camada interna dos bronquios. Na maioria das vezes, as
mesmas viroses que causam as infecfes acima descritas, causam também a bronquite aguda.
Porém, algumas bactérias também podem causar este tipo de infecdo, como € o caso do
Mycoplasma pneumoniae!?®,

A tuberculose ¢ uma doenca infetocontagiosa, normalmente causada pela bactéria
Mycobacterium tuberculosis e que afeta, principalmente, os pulmdes, embora também possa
afetar outras partes do corpo. A transmissao deste bacilo é feita diretamente de pessoa para

pessoa, através de goticulas de saliva quando a pessoa fala, tosse ou espirra.
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4.3. Bioquimica

Muitas das doencas humanas resultam de um metabolismo anormal ou de uma
perturbacao na atividade celular normal, pelo que poderdo advir modificagdes caracteristicas e
significativas do perfil bioquimico dos fluidos corporais. A aplicacdo da analise bioguimica a
diversas espécies quimicas (ies inorganicos/moléculas organicas), presentes nos fluidos
bioldgicos, constitui 0 ambito do setor de Bioquimica. Por outras palavras, o objetivo deste
setor analitico é determinar a concentracdo de cada analito presente nos varios fluidos
bioldgicos e estabelecer as suas alteracdes na doenca, tendo em vista o diagndstico, prognostico,

acompanhamento terapéutico e prevencao da doenga.
4.3.1. Equipamentos

DxC 700 AU da BECKMAN COULTER

O DxC 700 AU ¢ o principal equipamento utilizado no setor de Bioquimica, para
determinacdo de concentracdes de analitos em amostras, através de métodos de colorimetria,
aglutinacdo de latex, elétrodo seletivo de ides e ensaio imunoenzimatico homogéneo. Por ser

um equipamento destinado a um fluxo de trabalho

médio, o DxC 700 AU permite que amostras nao

urgentes sejam processadas automaticamente no S

modulo do alimentador de racks, enquanto amostras ‘

prioritarias sdo processadas na mesa STAT. Este
equipamento possui ainda um modulo designado de  Figura 30: DxC 700 AU da BECKMAN COULTER.

L . Fonte: DxC 700 AU da BECKMAN COULTER -
ISE para determinagdes de eletrdlitos em Instrucdes de utilizacio!?.

amostras®.

UNICEL DxI da BECKMAN COULTER
O sistema UniCel DxI é um dispositivo de diagndstico in vitro para determinacéo
quantitativa, semiquantitativa ou qualitativa de

concentracdes de analitos contidos em amostras de

fluidos corporais. Para esse efeito, este sistema utiliza

imunoensaios com detecdo quimioluminescente e et 1
Figura 31: UniCel DxI da BECKMAN COULTER.

Fonte: Healthcare business news, trends &
developments®3?,

separacdo de particulas magnéticas*31%,
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ACCESS 2 da BECKMAN COULTER

O Access 2 é um sistema de imunoensaio automatizado para medicdo de analitos em

~ @O0
oD g

amostras, em combina¢do com reagentes,
calibradores e controlo da qualidade. O

equipamento é capaz de efetuar analises de

‘ﬁj_‘ 4 a , : — o~
—_—ea soro, plasma, urina e liquido amniotico

Figura 32: Equipamento Access 2 da BECKMAN COULTER.
Fonte: Immunoassay Analyzer Access 2 Immunoassay

System|Beckman Coulter®34, mediado por enzimas!33134.

atraves de imunoensaio quimioluminescente

VIDAS® da BIOMERIEUX
O equipamento VIDAS® ¢ um imunoanalisador
multiparamétrico automatizado, capaz de processar trinta testes

em simultaneo devido ao seu sistema individual de pipetagem

e processamento. A metodologia de analise utilizada é Enzyme

Linked Fluorescent Assay (ELFA) e a fluorescéncia obtida é

medida num scanner Gtico fluorimétrico e é proporcional a :
_ ) Figura 33: VIDAS® da BIOMERIEUX.
quantidade de analito na amostra®*®.

GEM® PREMIER™ 3000 da WERFEN

O equipamento GEM® Premier™ 3000 permite a medigio
de pH, gases, eletrdlitos e metabolitos no sangue arterial ou venoso.
Este equipamento, para além de um cartucho de reagentes e o
elétrodo de referéncia possui, ainda, sensores de pH, pressdo de

CO., pressdo de O, sddio, potassio, calcio, bicarbonato, glicose,

lactato e hematocrito, que sdo constituidos por membranas

quimicamente sensiveis. E através destes sensores que é medido 0 Figura 34: GEM® Premier™

: o . _ 3000 da WERFEN.
potencial elétrico e quantificado cada analito presente na Fonte: GEM Premier
136 3000|Werfen em Portugal*%.

amostra
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4.3.2. Analises Bioquimica

GLUCOSE

A glucose, obtida através do metabolismo dos hidratos de carbono, € a principal fonte
de energia do organismo. O sistema nervoso, incluindo o céerebro, depende totalmente da
glucose, presente no liquido extracelular circulante, pois ndo tem capacidade de concentrar ou
armazenar glucidos, pelo que ¢ essencial manter os niveis de glucose dentro de limites estreitos
de forma a permitir a sua distribuico tecidular®®’.

Os musculos e o figado sd@o os maiores reguladores da concentragdo de glucose,
retirando-a de circulacdo. Contudo, o rim também desempenha uma funcdo muito importante,
tanto em situacdo de caréncia, como de abundancia. A glucose ndo armazenada e ndo
consumida vai para o rim, onde € filtrada, voltando a circulacdo quase na totalidade por
reabsorcdo tubular, até atingir o limiar renal'®’.

= Amostra: Soro, urina (amostra aleatoria) e LCR.
= Metodologia: Para a determinacdo quantitativa de glucose no soro, urina ou LCR é

utilizado um ensaio enzimatico espetrofotométrico, com base no método da hexoquinase'®,

» LimitacBes/interferéncias: Devem ser evitadas amostras ictéricas e muito lipémicas. As
amostras de LCR devem ser processadas o mais rapidamente possivel de modo a evitar
resultados falsamente baixos'®,

= Equipamento: DxC AU 700 da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: As concentra¢fes de glucose no sangue apresentam flutuacdes

intra-individuais dependentes de varios fatores. Estas flutuacfes sdo ainda maiores quando ha
um descontrolo metabdlico, tal como ocorre em varios estados patolégicos nos quais a glucose
no sangue pode ser elevada (hiperglicemia) ou reduzida (hipoglicemia).

Um estado de hipoglicemia conduz, normalmente, a uma disfungéo do sistema nervoso
central e, em casos mais extremos, pode levar a um estado de coma. A hipoglicemia esta
associada a diversas condigdes patologicas nas quais se incluem a sindrome de insuficiéncia
respiratoria no recém-nascido, toxemia da gravidez, defeitos congénitos enzimaticos, sindrome
de Reye, ingestdo de alcool, disfuncdo hepatica, tumores pancreaticos produtores de insulina
(insulinomas), doencas autoimunes com producdo de anticorpos anti-insulina, septicemia e
insuficiéncia renal cronica®,

Por sua vez, a hiperglicemia ocorre com mais frequéncia como resultado de uma

insuficiéncia na quantidade ou eficacia da insulina, o que da origem a diabetes mellitus. Esta
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patologia é caracterizada pela subida da glucose no sangue até ultrapassar o limiar renal, o que
leva a que sejam encontradas concentragdes de glucose elevadas também na urina (glicosuria).
Assim, a determinacdo da glucose no sangue é utilizada como ensaio de rastreio e
monitorizacao da terapéutica em casos de diabetes mellitus ou na avaliacdo do metabolismo dos
hidratos de carbono, em casos de diabetes gestacional, hepatite aguda, pancreatite aguda e
doenca de Addison®38,

Para além da determinacdo da glicemia em jejum, ha ainda provas que facultam mais
informacdo no despiste de algumas patologias, como é o caso da Prova de Tolerancia Oral a

Glucose (consultar subcapitulo 4.3.5. Outros testes).

UREIA
A ureia é sintetizada no figado como o produto final do metabolismo das proteinas e dos
aminoacidos. A maior parte da ureia produzida é eliminada por filtracdo glomerular, sendo
depois reabsorvida através do tubulo distal, processo controlado pela hormona antidiurética®°.
As determinacdes de ureia e de creatinina no soro sdo frequentemente realizadas em
conjunto para diagnéstico de patologias que afetam a fungdo renal®°.
= Amostra: Soro e urina (vinte e quatro horas).
= Metodologia: A determinacdo gquantitativa de ureia no soro e urina é feita por ensaio
cinético com detecéo espetrofotométrica’3.

» LimitacBes/interferéncias: Amostras altamente lipémicas, ictéricas ou com

contaminagio por amonia interferem com os resultados®®,
= Equipamento: DxC AU 700 da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: Durante a diurese, existe uma reabsor¢cdo minima de ureia para o

sangue, ou seja, uma grande quantidade de ureia é eliminada na urina e a concentragéo de ureia
no plasma é reduzida. Em oposic¢éo, durante a antidiurese, nos casos de desidratacdo, a ureia
difunde-se novamente nos tiibulos e a sua concentracdo plasmatica aumenta®®.

A elevacdo do nivel de ureia pode ocorrer devido a causas pré-renais, como € o caso de
individuos com descompensacdo cardiaca, catabolismo proteico aumentado e hipovolemia.
Essa elevacgdo pode ser também devido a causas renais, nos casos de glomerulonefrite aguda ou
cronica, rim poliquistico, necrose tubular e nefrosclerose ou ainda por causas pés-renais,

provocadas por obstrucéo no trato urinario®3,
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CREATININA
A creatinina € um produto metabdlico da creatina e fosfocreatina que se encontram,

maioritariamente, nos muasculos, o que faz com que a producao de creatinina seja proporcional
a massa muscular e varie pouco de dia para dia4°.

= Amostra: Soro e urina (vinte e quatro horas).

= Metodologia: O ensaio espetrofotométrico de cor cinético usado para a determinagéo
quantitativa de creatinina no soro e urina tem por base o método de Jaffé'4.

= LimitacBes/interferéncias: As amostras altamente lipémicas devem ser evitadas®4°.

= Equipamento: DxC AU 700 da BECKMAN COULTER.

» Interpretacdo clinica: As determinacGes de creatinina sdo usadas no diagndstico e

tratamento de doencas renais e também podem ser Uteis na avaliacdo da funcdo glomerular e na
monitorizacao da dialise renal. Tanto a medi¢éo de creatinina no soro, como a medicéo de ureia,
sdo utilizadas para distinguir se a azotemia é provocada por uma obstrugdo pré-renal ou pos-
renal. Uma subida dos niveis de ureia no soro, sem aumento concomitante da creatinina sérica
identifica a azotemia pré-renal. Em condi¢Ges pds-renais, ou seja, quando existe obstrucdo do
fluxo urinario provocada por nefrolitiase ou prostatismo, 0s niveis de creatinina e de ureia do
plasma estardo ambos aumentados°.

Em oposicdo ao descrito anteriormente, individuos com uma massa muscular reduzida,
amputados ou com idade avancada, apresentam niveis séricos de creatinina relativamente

baixos*,

SODIO, POTASSIO E CLORO
Os eletrolitos séo substancias quimicas que tém como principais fun¢ées a manutencéo

da pressdo osmotica dos fluidos corporais, a regulacéo da distribui¢do de agua no organismo, a
manutencdo do pH fisiologico e a regulacéo das fungdes cardiaca e muscular. Para além disso,
os eletrdlitos também se encontram envolvidos em reagdes de oxidagdo-reducdo e participam
como partes essenciais, ou como cofatores, nas reaces enzimaticas®4L,

= Amostra: Soro ou urina a tempo determinado (vinte e quatro horas).

» Metodologia: A determinacdo quantitativa das concentracdes de sddio (Na*), potassio
(K*) e cloro (CI') no soro ou urina é feita no médulo ISE, que integra elétrodos de membrana

especificos para cada tipo de ides que podem ser encontrados na amostra®:.

= LimitacGes/interferéncias: A hemdlise faz com que o potassio dos glébulos vermelhos

se espalhe no soro, dando resultados incorretamente elevados. Por outro lado, o nivel elevado
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de lipemia provoca pseudohiponatremia, ou seja, uma concentracdo falsamente baixa de sodio
no soro, pelo que amostras deste tipo também devem ser evitadas. Para além disso, também
determinados tipos de drogas e compostos organofilicos podem afetar as determinacGes dos
niveis de eletrdlitos!,

= Equipamento: DxC AU 700 da BECKMAN COULTER.

» Interpretacdo clinica: O equilibrio eletrolitico é, normalmente, regulado pelo

hipotdlamo, rins e hormonas como a hormona antidiurética (ADH), a aldosterona e a
paratormona (PTH). Quando este equilibrio ndo € mantido, ocorrem disturbios
hidroeletroliticos, que podem representar risco de vida ou sequelas, dependendo da sua
magnitude®*!,

No que diz respeito aos distdrbios do sddio, podemos ter um quadro de hiponatremia,
caracterizado por concentrac@es de sddio inferiores aos limites de referéncia, ou hipernatremia,
onde estdo presentes concentragdes plasmaticas de soro acima dos valores de referéncia. A
hiponatremia € o disturbio eletrolitico mais comum e pode ser causada por varias condigdes
como desnutricdo, hiperglicemia, retencdo excessiva de agua, hiperlipidemia, perdas renais ou
gastrointestinais, entre outras. Normalmente, a hiponatremia é assintomatica até que os niveis
plasmaticos diminuam para niveis criticos, provocando sintomas, principalmente neurol6gicos.
Por outro lado, a hipernatremia, pode ser causada por desidratacéo ou aporte excessivo de sddio,
0 que provoca um desvio de dgua do compartimento intracelular para o extracelular. Esta
situacdo pode-se tornar particularmente grave quando envolve o sistema nervoso central, pois
a hipertonicidade nos capilares sanguineos frente a barreira hematoencefalica leva a um desvio
de &gua do LCR, presente no intersticio cerebral e nos neuronios, para o sistema vascular,
provocando obstrucdo do mesmo e desidratagdo neuronal®!.

O potassio é o principal eletrolito intracelular e a relacdo entre os seus niveis intra e
extracelulares é decisivo para a formacdo do potencial elétrico da membrana. Por este motivo,
qualquer alteracdo significativa na concentracdo extracelular de potassio pode provocar sérios
efeitos, ndo sé na funcdo metabdlica, mas tambem na conducdo nervosa, com repercussdes na
musculatura e, principalmente, no ritmo cardiaco. Assim, podem ocorrer 0s seguintes
disturbios: hipocaliemia e hipercaliemia. A hipocaliemia é caracterizada por concentracdes
diminuidas de potassio em circulacdo e, normalmente, é assintomatica. As principais causas
deste distarbio sdo o aporte reduzido deste id0 ou o aumento da sua perda a nivel
gastrointestinal, renal ou através da sudorese. Por outro lado, a hipernatremia, caracterizada por
concentragfes plasméticas aumentadas de potassio, é causada por aporte excessivo,

redistribuicio interna ou excrecdo inadequada®?.
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Por altimo, o cloro é uma substancia que se encontra nos fluidos extracelulares do corpo,
proveniente, maioritariamente, da ingestdo de sal. As suas concentragdes em circulacdo, do
mesmo modo que os outros eletrolitos, podem estar reduzidas (hipocloremia) ou aumentadas
(hipercloremia). A hipocloremia ocorre, geralmente, como consequéncia de perdas
gastrointestinais ou sudorese e a hipercloremia por um excesso de consumo de sal ou por fatores

metabdlicos, enddcrinos, gastrointestinais, lesdes e medicamentost4L,

ACIDO URICO
O é&cido Urico é o principal produto do catabolismo das purinas. As purinas sofrem um

processo de degradacdo em hipoxantina a qual, consequentemente, se transforma em xantina.
Por sua vez, a xantina, por acao irreversivel da enzima xantina oxidase, transforma-se em acido
urico. A maior parte deste processo ocorre no figado, e o acido Urico é eliminado através dos
rins, sendo a sua concentracdo no organismo determinada pelo equilibrio entre a sintese e a
eliminagio'#?,

= Amostra: Soro e urina a tempo determinado (vinte e quatro horas).

= Metodologia: A determinacdo quantitativa de &cido Urico na amostra é feita por ensaio
de cor enzimatico, com detecdo espetrofotométrica (método de Trinder)'42,

= Limitacdes/interferéncias: Amostras de individuos em terapia com alguns farmacos ou

gue possuam macroglobulinemia de Waldenstrém, podem provocar resultados pouco fiaveis
usando este método*42.
= Equipamento: DxC AU 700 da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: As determinacgdes de acido Urico, tanto no soro, como na urina,

sdo utilizadas no diagnostico e tratamento de inUmeras doencas renais e metabdlicas, incluindo
insuficiéncia renal, gota, leucemia, psoriase, inani¢io ou outros estados de desnutricdo®3,

A hiperuricemia € a presenca de altas concentracfes de acido Urico no sangue, e pode
ser classificada como primaria (idiopatica ou hereditaria) e secundaria, sendo que ambas
implicam uma sobreproducdo ou eliminacdo reduzida de acido drico. Em relacdo a
hiperuricemia primaria, normalmente, esta associada a problemas como gota, sindrome de
Lesch-Nyhan e sindrome de Kelley Seegmiller. Ja a hiperuricemia secundaria pode ser causada
pela absorcéo acrescida de purina nutricional, aumentado a excrecdo de acido urico atraves da
urina, e esta associada a inimeras condi¢des patoldgicas, incluindo insuficiéncia renal, doencas
mieloproliferativas, doencas hemoliticas, psoriase, policitemia vera, consumo excessivo de

alcool, intoxicagdo por chumbo, dieta rica em purinas, jejum, quimioterapia, entre outros'#2,
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Por outro lado, a hipouricemia, ou seja, a presenca de baixas concentracfes de acido
arico no sangue, pode resultar da baixa producdo de &cido Urico, tal como acontece na
xantinuria hereditaria, deficiéncia de nucleésido fosforilase de purina hereditaria e terapia com
alopurinol. A hipouricemia pode ser causada também pelo aumento da excrecdo de acido Urico
pelos rins, que pode ocorrer em doencas malignas, SIDA, sindrome de Fanconi, diabetes
mellitus, queimaduras graves e sindrome hipereosinofilica. Para além do referido, a
hipouricemia pode resultar do tratamento com agentes uricosuricos e ingestdo de meios de
contraste de raios X#2,

Em relacdo a quantificacdo da excrecdo de acido Urico urinério, esta é particularmente
util na selecdo do tratamento apropriado da hiperuricemia, pois fornece indicacao se os doentes
devem ser tratados com farmacos uricosuricos para aumentar a excre¢do renal, ou alopurinol

para suprimir a sintese da purinal#2,

ALBUMINA

A albumina é a proteina mais abundante no plasma humano e tem como fungbes
bioldgicas o transporte e 0 armazenamento de proteinas, de forma a manter a pressdo oncotica,
e atuar como uma fonte de aminoécidos enddgenos. A albumina liga e solubiliza compostos
ndo-polares, nomeadamente, bilirrubina e acidos gordos de cadeia longa, assim como,
estabelece a ligagdo a inimeros farmacos!#.

A determinacdo das concentracfes de albumina é Gtil no diagnéstico de algumas
doencas, mas também, na compreensdo e interpretacdo dos niveis de calcio e magnésio no
organismo. Estes iGes encontram-se ligados a albumina e, por isso, as reducdes dos niveis desta
proteina sdo diretamente responsaveis pela diminuigdo das respetivas concentragdes*4.

= Amostra: Soro.

= Metodologia: A determinagéo quantitativa de albumina no soro é feita por ensaio de cor
espetrofotométrico’#,

= Equipamento: DxC AU 700 da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: A hiperalbuminemia € a concentragdo elevada de albumina em

circulacdo e é provocada por desidratacdo grave e estase venosa excessiva, no entanto, é rara.
Por outro lado, a hipoalbuminemia, ou seja, baixa concentracdo de albumina no sangue, pode
ser provocada por sintese inadequada, como nos casos de patologia do figado ou em dietas com
deficiéncia proteica. Pode ser provocada também por catabolismo acrescido, decorrente de

lesGes dos tecidos e inflamacéo, absorc¢do reduzida de aminoacidos, causada por sindromes de
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absorcdo deficiente ou ma nutri¢do, perda de proteinas, como acontece no sindrome nefrético,
enteropatia ou queimaduras e distribuicdo alterada, nos casos de ascite. Os casos graves de
hipoalbuminemia resultam numa seéria instabilidade da pressao oncética intravascular que, por

sua vez, conduz ao desenvolvimento de edemal#.

ALBUMINA DE BAIXA CONCENTRACAO
As alteracdes na funcdo e estrutura renais ocorrem precocemente em individuos com

diabetes sendo possivel, atualmente, fazer-se o diagndstico precoce da nefropatia diabética pela
detecdo da microalbuminaria. A microalbumindria é, como o proprio nome indica, o
surgimento de albumina na urina®®.

= Amostra: LCR e urina (aleatéria ou de vinte e quatro horas).

= Metodologia: A determinacdo da concentracdo de albumina na urina ou LCR ¢ feita
através de método turbidimétrico®.

= Limitacdes/interferéncias: Amostras com concentracdes de albumina superiores a 2000

mg/dl podem levar a resultados falsamente baixos, devido ao excesso de antigénio na amostra.
Por outro lado, amostras com caracteristicas 6ticas anormais (turbidez) interferem com os
resultados dos testes!4°,

= Equipamento: DxC AU 700 da BECKMAN COULTER.

= |nterpretacdo clinica: O aumento de albumina na urina é considerado um indicador

clinicamente importante da deterioracdo da funcdo renal em individuos diabéticos. Um rastreio
regular da perda de albumina urindria é Gtil para monitorizar individuos com diabetes mellitus
tipo 1 e tipo Il. Além disso, um aumento na excrecdo de albumina urinaria pode ser preditivo
de doenca renal crénica e identifica um grupo de individuos ndo diabéticos que apresenta um
risco acrescido de doencas coronarias'®®.

Através da medicdo simultanea das concentragcdes de albumina no soro e no LCR é
possivel avaliar o grau de permeabilidade da barreira hematoencefalica, no entanto, as
determinacbes de albumina no LCR também podem ser utilizadas para determinar a taxa de
IgG/albumina no LCR, um fator importante na diferenciacdo entre sintese intratecal e sintese
localizada de 1gG*°.
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PROTEINAS TOTAIS
As proteinas sdo das moléculas bioldgicas mais importantes pois, para além de
participarem na maior parte dos processos que ocorrem na célula, sdo elementos estruturais de
células e tecidos que sofrem variacdes na salde e na doenca e, por isso, s@o Uteis no diagnostico
de algumas patologias!®.
As proteinas totais sao um parametro analitico, que avalia no seu conjunto, as proteinas
no plasma ou noutros fluidos biol6gicos!4e.
= Amostra: Soro.
= Metodologia: A determinacdo quantitativa de proteinas totais no soro é feita através de
um ensaio de cor espetrofotométrico*’.
= Equipamento: DxC AU 700 da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: As medic¢des de proteinas totais sdo utilizadas no diagndstico e no

tratamento de diversas doencas que envolvem o figado, os rins ou a medula éssea, bem como,
outras perturbacdes metabolicas e nutricionais!*’.

Um desvio ao intervalo de referéncia das proteinas totais séricas, indica a presenca de
disproteinemia ou uma perturbacéo do equilibrio de agua no organismo. Estas condi¢des podem
ser distinguidas através da analise adicional da eletroforese de proteinas (ver subcapitulo 4.4.5.
Anélises Imunologia) e da determinacio do hematocrito’.

Concentracdes elevadas de proteinas totais (hiperproteinemia) ocorrem em individuos
com desidratacdo ou com um aumento de sintese de proteinas e, neste caso, € necessario
averiguar se as proteinas produzidas s&o normais ou anormais4e.

Por outro lado, a hipoproteinemia, ou seja, a presenca de uma baixa concentracao
plasmatica de proteinas, pode ser causada por uma sintese hepatica diminuida, excrecdo
aumentada devido a lesdo renal, aumento da volemia, ou de origem fisiologica, como por

exemplo, a gravidez4e.

MICROPROTEINAS
A determinacdo da quantidade de proteinas totais também pode ser feita usando outros
fluidos biologicos que ndo o soro e torna-se importante para o diagnéstico de algumas
patologias®*®.
= Amostra: Urina a tempo determinado (doze ou vinte e quatro horas) e LCR.
= Metodologia: A determinacdo quantitativa das proteinas totais na urina e LCR é feita

por ensaio de cor espetrofotométrico'®®,
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= Limitacdes/interferéncias: Amostras de urina contaminadas com hemoglobina ou de

individuos que tenham sido tratados com substitutos de plasma resultardo num valor falsamente
elevado. Por outro lado, a analise de amostras de urina que contenham cadeias leves de
imunoglobulina pode dar origem a resultados diminuidos®,

= Equipamento: DxC AU 700 da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: A determinagdo de proteinas totais na urina é importante para o

diagnostico e tratamento de doengas associadas ao funcionamento dos rins, coracéo e tiroide.
Estas doencas sdo caracterizadas frequentemente por proteinuria, que pode resultar de uma
permeabilidade glomerular acrescida (proteindria glomerular), reabsorcdo tubular deficiente
(proteinuria tubular), concentragdo acrescida de proteina de baixo peso molecular (proteindria
de sobrecarga) e por secrecdo anormal de proteina para o trato urinario (proteindria pés-renal).
A proteinudria pode surgir em patologias como gamapatias monoclonais, nefrite, nefropatia
diabética e infe¢Bes do trato urinario ou ainda como consequéncia de exercicio fisico intenso*®,

Por outro lado, a determinacdo das proteinas totais no LCR ¢é importante na dete¢do da
permeabilidade acrescida da barreira hematoencefalica as proteinas ou para detetar uma
producdo intratecal acrescida de imunoglobulinas. A elevacdo da sua permeabilidade pode
advir de determinadas condicOes, tais como tumor cerebral, hemorragia intracerebral ou

inflamag&o provocada por meningite bacteriana ou viral, encefalite ou poliomielite!48,

BILIRRUBINA TOTAL

A bilirrubina é um pigmento enddgeno, produzido diariamente, sendo que a maior parte
tem origem no heme da hemoglobina, libertada pela decomposicao de eritrocitos senescentes,
e 0 restante resulta da rutura de proteinas que contém hemoglobina (mioglobina, citocromos,
peroxidases) e de uma eritropoiese ineficaz'*°.

Diversas doencas afetam uma ou mais etapas envolvidas na producdo, absorcao,
armazenamento, metabolismo e excrecdo de bilirrubina, por isso, é importante a determinacgéo
da quantidade deste pigmento em circulagio®.

= Amostra: Soro.

= Condicdes de colheita: E importante que a conservacao e transporte da amostra até ao

seu processamento seja feito ao abrigo da luz solar.
» Metodologia: A determinacdo quantitativa de bilirrubina total no soro é feita por ensaio

espetrofotométrico de cor'®°,
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» LimitagBes/interferéncias: Amostras hemolisadas, lipémicas ou de individuos em
terapia com paracetamol podem gerar falsos resultados®®.
= Equipamento: DxC AU 700 da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: Dependendo da desordem, as bilirrubinas ndo conjugada (indireta)

e/ou conjugada (direta), contribuem em grande parte para a hiperbilirrubinemia resultante. A
hiperbilirrubinemia pode ser classificada da seguinte forma4°:

1. Ictericia pré-hepética: As doencas de origem pré-hepatica, com um predominio de
hiperbilirrubinemia ndo conjugada, incluem as anemias hemoliticas corpusculares,
como por exemplo, talassemia e anemia falciforme; anemias hemoliticas
extracorpusculares, como por exemplo, reacdo a uma transfusdo de sangue; ictericia
neonatal e doenca hemolitica do recém-nascido.

2. lctericia hepatica: As doencas de origem hepatica, com predominio de
hiperbilirrubinemia conjugada, incluem hepatite viral, aguda e cronica, cirrose e
carcinoma hepatocelular.

3. lctericia pds-hepatica: As doencas de origem poés-hepéatica, com predominio de
hiperbilirrubinemia conjugada, abrangem a colestase extra-hepatica, devido a célculos
biliares ou tumores, e rejeicdo do transplante de figado.

4. Hiperbilirrubinemias congénitas crénicas: Este tipo de hiperbilirrubinemias podem ser
provocadas pela a bilirrubina ndo conjugada, como a sindrome de Crigler-Najjar e
sindrome de Gilbert, mas também pela bilirrubina conjugada, como a sindrome de
Dubin-Johnson e sindrome de Rotor. A distingdo entre hiperbilirrubinemias congénitas
cronicas e as bilirrubinemias adquiridas é conseguida através da determinacdo das
fracdes de bilirrubina, mas também pela detecdo de atividades normais das enzimas do

figado.

BILIRRUBINA DIRETA
Devido ao facto de possuir uma fraca solubilidade na agua, a bilirrubina ndo conjugada
(bilirrubina indireta) é transferida para o figado ligada a albumina. Dentro dos hepatdcitos, a
bilirrubina indireta conjuga-se com o acido glucurénico para dar origem a bilirrubina direta,
que ¢ excretada na bilis juntamente com todos 0s outros constituintes biliares>°.
= Amostra: Soro.
= Metodologia: Para a determinagdo quantitativa de bilirrubina direta no soro é utilizado

0 mesmo ensaio fotométrico de cor para a determinacdo quantitativa da bilirrubina total. No
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entanto, nesta reacdo ndo € necessario um catalisador pois a bilirrubina direta reage,
diretamente, com o diazo-reagente*®.,

= Limitacdes/interferéncias: Devem ser evitadas amostras hemolisadas ou lipémicas de

modo a ndo causar interferéncias no doseamento deste parametro*,
= Equipamento: DxC AU 700 da BECKMAN COULTER.
= Interpretacdo clinica: A avaliacdo da bilirrubina direta revela-se Gtil na determinagéo de

ictericia hepatica e pds-hepética. As hiperbilirrubinemias conjugadas congénitas crénicas

incluem a sindrome de Dubin-Johnson e de Rotor*.

BILIRRUBINA INDIRETA

A bilirrubina indireta encontra-se em circulacdo ligada a albumina e a sua quantidade é
calculada através da formula: [Bilirrubina total] = [Bilirrubina direta] + [Bilirrubina indireta],
sendo que as concentragdes de bilirrubina total e bilirrubina direta séo determinadas pelos
métodos anteriormente descritos.

Como também ja foi descrito, a determinacéo da bilirrubina ndo conjugada € importante

no diagndstico de ictericia pré-hepatica.

FOSFATASE ALCALINA
A fosfatase alcalina (ALP) é uma enzima que esta presente em quase todos os tecidos

do organismo, mais especificamente nas membranas celulares. A ALP encontra-se em maior
concentracdo no epitélio intersticial, tabulos renais, 0ssos (osteoblastos), figado e placenta e
esta associada ao transporte de lipidos ao longo do intestino e a calcificagdo dos 0ssos®*.

= Amostra: Soro.

= Metodologia: A determinacdo quantitativa de ALP é feita por ensaio de cor cinético,
com detecdo espetrofotométrical®?.

= Limitacdes/interferéncias: Amostras muito hemolisadas podem originar resultados que

n&o correspondem a verdadeira concentragio da enzima em circulagio®?.
» Equipamento: DxC AU 700 da BECKMAN COULTER.
= Interpretacdo clinica: Concentracgdes séricas elevadas de ALP podem resultar de causas

fisiolégicas ou de patologias do figado ou dos ossos. Os aumentos fisioldgicos de ALP séo,
normalmente, detetados a partir do segundo trimestre de gravidez, devido a elevacao da ALP

placentaria, ou em criancas em fase de crescimento, devido a elevacdo da ALP 0ssea. Por outro
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lado, esta elevacdo pode ser provocada por doenca hepatobiliar ou por doencgas primarias dos
0ss0s, nomeadamente, osteomalacia, osteogénese imperfeita, intoxicacdo por vitamina D e
tumores 0sseos primarios. Os niveis de ALP podem ainda estar aumentados em doencas
secundarias dos 0ssos, como metastases esqueléticas ou em doencas como o mieloma mdltiplo,
acromegalia, insuficiéncia renal, hipertiroidismo, ossificagdo ectdpica, sarcoidose e fraturas em
processo de consolidacdo. Assim, nas doencas dos 0ssos, nomeadamente, na doenca de Paget,
raquitismo por deficiéncia em vitamina D e doenca metastica dos 0ssos, a atividade da ALP
constitui um bom indicador da atividade 0ssea, caso ndo esteja presente nenhuma doenca
cronica do figado. A ALP pode também estar elevada em algumas doengas metabolicas dos
0ss0s, tais como hiperparatiroidismo, osteopenia ou osteoporose®®L.

Em oposicdo, sdo observados valores reduzidos desta enzima em patologias como a
hipofosfatasia familiar, hipoparatiroidismo, doenca 6ssea adindmica em doentes a realizar

hemodialise, nanismo pituitario, doenca cronica causada por radiacio e ma nutrigio®?,

GAMA-GLUTAMIL TRANSFERASE
A gama-glutamil transferase (y-GT) pertence a um grupo de peptidases que catalisam a

transferéncia de aminoécidos de um péptido para outro. Para a atuacdo desta enzima é
necessario que o péptido contenha um residuo de glutamato, na regido terminal, ligado ao resto
do composto através do grupo carboxilo. A y-GT existe em todas as células do organismo, a
excecdo das células do musculo, contudo, a enzima existente no soro advém, principalmente,
do sistema hepatobiliart®2,

= Amostra: Soro.

= Metodologia: A determinag@o quantitativa de y-GT € feita por ensaio de cor cinético,
com detecdo espetrofotométrical®?.

= Equipamento: DxC AU 700 da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: A y-GT aumenta acentuadamente em casos de obstrucao biliar

intra-hepatica ou pds-hepética e € mais sensivel que a fosfatase alcalina na detegdo de ictericia
obstrutiva, colangite e colecistite, sendo que a sua elevagao ocorre mais cedo e perdura durante
mais tempo®®?,

A y-GT pode se encontrar elevada também em individuos com hepatite infecciosa,
figado gordo, pancreatite aguda e cronica e individuos medicados com farmacos
anticonvulsivos, nomeadamente, fenitoina e fenobarbital. Como os niveis elevados de y-GT sé&o

registados ainda em doentes com cirrose alcoolica e na maioria das amostras de individuos que
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consumam grandes quantidades de alcool, a y-GT desempenha um papel importante na detegéo
de casos de alcoolismo, lesdes do figado provocadas pelo &lcool e na monitorizacdo da
abstinéncia desta droga'®.

Esta enzima € também util quando avaliada em conjunto com outros parametros,
nomeadamente, com as lipoproteinas de alta densidade, em casos de alcoolismo, com a
fosfatase alcalina, em casos de doenca do figado provocada pelo alcool ou com a aspartato

aminotransferase para avaliar situaces de hepatite do recém-nascido ou atresia biliar>,

ALANINA AMINOTRANSFERASE

A alanina aminotransferase (ALT), também designada de glutamato piruvato
transaminase (GPT), faz parte do grupo das aminotransferases ou transaminases. Este grupo de
enzimas ¢é responsavel por catalisar a transformagéo reversivel de a-aminoécidos em cetoacidos
pela transferéncia de grupos amina, em muitos tecidos do corpo humano. A atividade desta
enzima é mais especifica no figado do que em qualquer outro tecido do organismo, o0 que
significa que, se houver algum tipo de dano neste 6rgdo, a concentracdo em circulacdo desta
enzima aumenta. Assim, e visto que a ALT se encontra em maior abundancia no citosol dos
hepatdcitos, 0 aumento da concentracdo plasmatica de ALT é um bom indicador de detioracdo
na integridade da membrana plasmatica do hepatdcito, provocando doenca parenquimatosa do
figado®®,

Em suma, as determinagdes da alanina aminotransferase no soro séo utilizadas no
diagndstico de certas doencas hepaticas como, por exemplo, hepatites virais e cirrose, mas
também de determinadas doencas cardiacas>*.

= Amostra: Soro.
» Metodologia: A determinacdo quantitativa de ALT é feita por ensaio espetrofotométrico
cinético®®3,

= Limitacdes/interferéncias: Amostras altamente lipemicas podem interferir

positivamente com a absorvéncia medida durante a reagdo. Por outro lado, os doentes em
tratamento com sulfassalazina deverdo informar o laboratério que estéo a realizar tratamento,
pois os resultados podem ser falsamente baixos!®.

= Equipamento: DxC AU 700 da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: Niveis elevados de ALT no soro podem ser detetados numa

variedade de doencas do foro hepatico, incluindo hepatite, cirrose e outras variantes da doenca

do figado (por exemplo, colestase extra-hepatica) antes do desenvolvimento de sintomas
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clinicos evidentes, nomeadamente, ictericia, 0 que reflete a importancia da determinacéao
quantitativa desta enzima no soro. Podem ser também observados aumentos moderados dos
niveis de ALT ap0s a ingestdo de alcool ou da administracao de drogas/farmacos, entre as quais
se incluem a penicilina, salicilatos e opiaceos. Valores extremamente elevados (cinquenta vezes
superiores ao limite de referéncia), estdo associados a diagndsticos de hepatite virica aguda,
perturbacdes de perfusdo e necrose aguda do figado devido a ingestdo de toxinas, incluindo

paracetamol e tetracloreto de carbono®®2,

ASPARTATO AMINOTRANSFERASE
A aspartato aminotransferease (AST) ou glutamato oxaloacetato transaminase (GOT),

assim como a ALT, pertence ao grupo das aminotransfereases. No entanto, ao contrario da
ALT, a AST encontra-se numa vasta variedade de tecidos, entre os quais se incluem o figado,
masculo cardiaco, sistema musculo-esquelético, cérebro, rins, pulmdes, pancreas, eritrocitos e
leucdcitos. Esta enzima, embora presente em varios tecidos, encontra-se em maior quantidade
no figado e no sistema musculo-esquelético®.

= Amostra: Soro.

= Metodologia: Para a determinagdo quantitativa de AST no soro é utilizado um ensaio

espetrofotométrico cinético®®.

= Limitacdes/interferéncias: Amostras altamente lipémicas podem ultrapassar a
absorvéncia da reagdo. Devem ser evitadas amostras hemolisadas, visto que a concentracao de
AST nos eritrocitos é aproximadamente quinze vezes superior a do soro normal, o0 que pode
levar a resultados falsamente elevados®®.

= Equipamento: DxC AU 700 da BECKMAN COULTER.

» Interpretacdo clinica: A determinacdo das concentracbes de AST em circulagdo

encontra-se indicada no diagnostico, diferenciacdo e monitorizacdo de doenga hepatobiliar,
enfarte do miocardio e lesdo musculo-esquelética, mas também como parte de exames de
rastreio clinico. ConcentragOes séricas elevadas de AST sdo encontradas em individuos com
hepatite virica, necrose hepatica, cirrose, colestase extra-hepatica, distrofia muscular
progressiva, dermatomiosite, pancreatite aguda, doenca hemolitica, gangrena, lesdes por
esmagamento muscular e embolia pulmonar®®,

A avaliagdo da atividade de AST relativamente a atividade da ALT, feita através do
coeficiente de Rittis (AST/ALT), constitui um bom indicador da gravidade e natureza de lesdes

no figado. Assim, coeficientes inferiores a 1,0 indicam lesdo média do figado e estdo
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particularmente associados a doengas de natureza inflamatoria (hepatites agudas). Quanto aos
coeficientes superiores a 1,0, normalmente, indicam doenca grave do figado, envolvendo
habitualmente necrose (hepatites cronicas)!®.

Por outro lado, 0 aumento moderado de AST pode ocorrer apos a ingestao de alcool ou
da administracdo de drogas, entre as quais se inclui a penicilina, salicilatos ou opiaceos, pelo
que € necessario o historico clinico do individuo e outros exames médicos para que se possa

fazer um diagndstico correto®™.

COLINESTERASE
A colinesterase € uma enzima responsavel pela hidrolise rapida da acetilcolina, que é

libertada nos terminais nervosos para mediar a transmissdo dos impulsos nervosos durante a
sinapse. A degradacéo da acetilcolina é fundamental para que ocorra um novo impulso nervoso,
ou seja, sem essa degradacdo ndo ocorre a repolarizacdo do nervo e, por conseguinte, 0 nervo
n&o consegue submeter-se a novo processo de despolarizagio®®.

= Amostra: Soro.

= Metodologia: A determinacgdo quantitativa de colinesterase € feita através de um ensaio
de cor cinético, com detecdo por espetrofotometrial®®.

= Equipamento: DxC AU 700 da BECKMAN COULTER.

= |nterpretacdo clinica: Os valores de colinesterase sérica sdo Uteis como indicador de

intoxicacdo por inseticida, para diagndstico de doentes com formas atipicas da enzima, ou como
um teste de fungdo hepética. A atividade da colinesterase € inibida por uma vasta gama de
compostos, que quando absorvidos em quantidade suficiente podem anular a ativacdo da
acetilcolinesterase presente nos tecidos nervosos, podendo levar a complicacfes e, em casos
extremos & morte por intoxicacdo. No entanto, é possivel, avaliar a atividade da colinesterase,
através da sua determinacdo sérica, antes da ocorréncia dos primeiros sintomas ou efeitos
neuromusculares, o que facilitara no diagndstico atempado de intoxicagdes™®®.

A medicdo da atividade da colinesterase sérica também pode ser usada como medida da
capacidade de sintetizacdo do figado, pois esta estara diminuida em casos de hepatite aguda,
cirrose avancada e carcinoma com metéstases no figado®®°.

Por outro lado, o aumento dos niveis de colinesterase pode ser observado na diabetes
mellitus, cardiopatia coronéria, hiperlipoproteinemia tipo 1V, sindroma de Gilbert e em
individuos com a variante de Cynthiana, uma variante familiar que resulta em niveis de

colinesterase superiores ao normal®®,
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ENZIMA CONVERSORA DA ANGIOTENSINA (ECA)

A Enzima Conversora de Angiotensina (ECA) é uma glicoproteina que converte a
angiotensina | em angiotensina Il, um potente vasoconstritor do sistema renina-angiotensina. A
ECA também inativa a hormona bradicinina®®’.

= Amostra: Soro.
= Metodologia: A determinacdo da atividade sérica da ECA ¢é feita por ensaio enzimatico
cinético®®’.

= Limitacdes/interferéncias: Ndo é recomendada a utilizacdo de amostras lipémicas ou

hemolisadas, pois pode interferir no ensaio. A toma de Captopril, um medicamento utilizado
para o tratamento da hipertensdo e alguns tipos de insuficiéncia cardiaca congestiva, inibe a
atividade da ECA, pelo que deve ser tido em conta esse fator aquando da interpretacdo os
resultados™’.

= Equipamento: DxC AU 700 da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: Niveis elevados de atividade de ECA sdo encontrados no soro de

individuos com sarcoidose ativa e, ocasionalmente, em recém-nascidos prematuros com
sindrome de dificuldade respiratdria. Esta elevacdo é também observada em adultos com
tuberculose, doenca de Gaucher, lepra e muitas outras condicGes patoldgicas que envolvem 0s
pulmdes e o figado. Por isso, para fins de diagndstico, os resultados obtidos devem sempre ser
avaliados juntamente com a histdria clinica do individuo, exames e outras constataces

clinicas®’.

AMILASE
As amilases sdo um grupo de enzimas que hidrolisa, de forma aleatoria, ligacbes

glicosidicas a(1,4) ndo terminais de polissacarideos®®®, de forma a facilitar a sua digestdo. No
organismo, a amilase encontra-se presente em diversos 6rgdos e tecidos, no entanto, em
concentracdes mais elevadas no pancreas, onde a enzima € sintetizada. A amilase pancreatica
é, posteriormente, secretada através do canal pancreatico, no duodeno, onde participa da
digestdo intestinal dos hidratos de carbono. As glandulas salivares também segregam a-amilase,
que inicia a hidrélise do amido quando o alimento ainda se encontra na boca e no es6fago®™®°.

= Amostra: Soro e urina (aleatdria ou a tempo determinado).

= Metodologia: A determinag@o quantitativa de a-amilase no soro e urina é feita por
ensaio de cor cinético, medido por espetrofotometria®™®.

= Equipamento: DxC AU 700 da BECKMAN COULTER.
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» Interpretacdo clinica: As doengas que levam a um aumento da a-amilase no soro

incluem: pancreatite aguda, parotidite, alcoolismo, insuficiéncia renal e doengas como a
hepatite virica, SIDA, febre tifoide, sarcoidose e traumatismo no abdémen superior. Este
aumento pode também verificar-se apds um procedimento de colangiopancreatografia
endoscédpica retrograda, pelo que ndo é aconselhavel a utilizacdo de resultados para diagnostico
se esta situacio se verificar®™®,

Na pancreatite aguda, a amilase aumenta cinco a seis horas ap0s o inicio dos sintomas e
permanece elevada durante dois a cinco dias, no entanto, 0 aumento da atividade plasmatica
néo reflete a gravidade da doenca e vice-versa. Isto significa que uma ampla destruicdo do
pancreas pode ndo causar um aumento significativo da concentragdo plasmatica da a-amilase
pancreatica. Por outro lado, pode ser observada hipoamilasemia em individuos com fibrose
quistica avancada, doenca hepatica grave e pancreatectomia®®®.

A excrecdo desta enzima é feita nos rins, por filtracdo glomerular, no entanto, cerca de
metade do que é excretado e reabsorvido pelos tlbulos. Esta reabsor¢do é significativamente
reduzida em casos de lesdes tubulares transitorias, ap6s queimaduras, ou na presenca de
cetoacidose diabética e pancreatite aguda, resultando num aumento da eliminagdo da a-amilase
e presenga de proteintria. A medi¢do da a-amilase na urina € ainda indicada na investigacdo de

hiperamilasemia associada a macroamilasemia ou insuficiéncia renal®>°.

LIPASE
A lipase € uma enzima produzida nas células acinares do pancreas e é responsavel pela

hidrolise dos triglicéridos em glicerol e acidos gordos. A medicdo de lipase em circulacdo é
utilizada, exclusivamente, para a investigacdo de anomalias do pancreas, nos casos de
pancreatite!.

= Amostra: Soro.

= Metodologia: Para a determinacdo quantitativa de lipase no soro é utilizado um ensaio
de cor cinético®,

= Limitacdes/interferéncias: Devem ser evitadas amostras lipémicas e ictéricas. Por outro

lado, a libertacdo de lipoproteina lipase e de lipase hepatica ap6s a administragdo intravenosa
ou subcutanea de heparina pode provocar um aumento da atividade da lipase medida, contudo,
sem a presenca de problemas pancreaticos. Também os individuos que tenham ingerido doses

toxicas de paracetamol, podem apresentar um resultado falsamente baixo para neste parametro.
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A colheita imediatamente apds ou durante a administragdo de Metamizol (Dipirona) podera
gerar resultados falsamente baixos de lipase®®.
= Equipamento: DxC AU 700 da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: Normalmente, a lipase sérica pode ser elevada na pancreatite

aguda ou em episddios agudos de pancreatite cronica e pancreatite obstrutiva. Contudo, é de
salientar que a destruigdo grave das células acinares, nas Ultimas fases da pancreatite cronica,
geralmente, resulta numa reducéo da quantidade desta enzima na circulacdo, o que faz com que
a avaliacdo clinica deva ser feita com base em todos os exames médicos e nao s baseada na
determinacéo deste pardmetro®,

A hiperlipasemia, ou seja, a presenca de altas concentragdes de lipase no sangue, esta
presente na sindrome abdominal aguda do quadrante superior, mais concretamente na Ulcera
duodenal perfurante, diverticulo duodenal, colecistite e oclusdo intestinal. Também se
verificam ligeiros aumentos desta enzima na cetoacidose diabética, hepatite viral, parotidite
epidémica, febre tifoide e sarcoidose, ou seja, em patologias onde, normalmente, existe
envolvimento pancreatico. Os niveis de lipase também podem encontrar-se elevados em
individuos com insuficiéncia renal, assim como, em individuos sujeitos a pancreatografia

endoscopica retrégrada ou a tratamento com opiaceos*®.

PROTEINA C REATIVA
A proteina C reativa ¢ uma proteina de fase aguda'®!, produzida pelo figado, e a sua

funcdo fisioldgica é ligar-se a fosfocolina, expressa na superficie de céelulas lesionadas, para
ativar o sistema complemento e fagdcitos, funcionando como uma opsonina. Por se tratar de
um marcador de inflamacéo bastante sensivel, as suas determinacdes tém utilidade na avaliacao
clinica de estados de stress, traumatismo, infecGes, intervencdes cirdrgicas, disfuncdes
inflamatorias, ou outras patologias associadas®®?.

= Amostra: Soro.

»= Metodologia: A determinacdo quantitativa da proteina C reativa no soro é feita por
ensaio imunoturbidimétrico®®!,

= LimitacOes/interferéncias: Devem ser evitadas amostras com caracteristicas oticas

anormais, especialmente turvagdo, ou que contenham anticorpos heterofilicos, pois podem
causar interferéncias no ensaio®6’.
= Equipamento: DxC AU 700 da BECKMAN COULTER.
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» Interpretacdo clinica: Com este método, a proteina C reatina pode ser medida até

concentragfes muito baixas, todavia, devido a sua ndo especificidade e a vasta variagdo
interindividual, a interpretacdo dos resultados deve ser feita cuidadosamente, ou seja,
comparando sempre os resultados obtidos com valores anteriores ou outros marcadores®:,

Os niveis de proteina C reativa no soro podem encontrar-se bastante elevados apos
enfarte do miocérdio, lesdo, infecdo, inflamacdo, cirurgia ou proliferacdo neoplésica. O
aumento ocorre num periodo de vinte e quatro a quarenta e oito horas e 0s niveis podem chegar
a ser duas mil vezes o normal. Por outro lado, no sangue do corddo umbilical as concentracdes
de proteina C reativa sdo muito baixas, pelo que a medicdo dos niveis de proteina C reativa no
sangue de recém-nascidos torna-se uma ferramenta Util para o diagndstico precoce de

infecesol,

PROCALCITONINA
A procalcitonina € a pr6-hormona polipeptidica da calcitonina. A calcitonina é produzida
pelas células C da glandula tiroideia em resposta ao estimulo hormonal, enquanto que a
procalitonina, apesar de ser, principalmente, sintetizada por estas células tiroideias, também
pode ser produzida nos tecidos neuroendécrinos de outros 6rgdos, como os pulmdes e 0s
intestinos, em resposta a um estimulo pré-inflamatdrio de origem bacteriana®®?,
= Amostra: Soro.
» Metodologia: A determinacdo de procalcitonina no soro é feita por ensaio

imunoenzimatico do tipo sandwich, usando a técnica ELFAS,

= Limitacdes/interferéncias: Algumas amostras que contém anticorpos dirigidos contra 0s
componentes do reagente podem provocar interferéncias no teste63,
= Equipamento: VIDAS® da BIOMERIEUX.

= Interpretacdo clinica: Em funcdo do quadro clinico do individuo, e tendo em conta que

o0 intervalo de medicdo do teste é de 0,05 a 200 ng/ml, uma concentracdo de procalcitonina
superior a 0,1 ng/ml pode significar a presenca de uma infe¢do bacteriana, que necessita de
tratamento. Em individuos que apresentem uma concentracdo de procalcitonina superior a 0,5
ng/ml, para além da presenca de infecdo de origem bacteriana, ainda apresentam elevado risco
de desenvolver sépsis severa ou choque séptico. No entanto, € importante fazer a avaliacdo
juntamente com o quadro clinico e outros exames pois, em individuos recém-nascidos,
politraumatizados, queimados ou com choque cardiogénico, também ocorre um aumento da

procalcitonina sem que ocorra qualquer agressio infecciosa'®?,
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Por outro lado, a determinagéo da procalcitonina em circulagdo pode ainda auxiliar na
monitorizacdo do tratamento com antibioticos em doentes com infe¢es do trato respiratorio

inferior, como pneumonia, doenca pulmonar obstrutiva cronica e bronquite aguda®?.

COLESTEROL TOTAL

O colesterol é um lipido, com elevado peso molecular, que pode ser produzido
endogenamente ou entrar no organismo atraves da dieta. O colesterol € a molécula inicial de
muitas vias metabdlicas, sendo indispensavel como componente das membranas celulares e
lipoproteinas, como precursor dos acidos biliares, na sintese das hormonas esteroides e vitamina
D164.

O colesterol é transportado, principalmente, em duas classes de lipoproteinas, as
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e as lipoproteinas de alta densidade (HDL), as quais
desempenham um papel oposto na patogénese das perturbagdes lipidicas®.

= Amostra: Soro.

= Condicdes de colheita: Para a determinacéo de colesterol total, o utente devera realizar

um jejum de dez a doze horas antes de realizar a colheita'®.
= Metodologia: A determinacdo quantitativa de colesterol no soro € feita através de um
ensaio de cor enzimatico'®®.

= Limitacdes/interferéncias: Para a realizacdo deste ensaio devem ser evitadas amostras

ictéricas. Podem ainda ocorrer interferéncias em amostras de individuos com overdose de
paracetamol e que estejam a ser tratados com N-acetilcisteina ou Metamizol (Dipirona)®.
= Equipamento: DxC AU 700 da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: As determinacGes de colesterol sdo utilizadas no diagndstico e

tratamento de doencas ateroscleroticas das artérias coronérias, mas também no diagndstico de
doencas metabdlicas que envolvem lipidos e lipoproteinas'®,
Segundo o Programa Nacional de Educagéo sobre o Colesterol devem ser tidos em conta

0s seguintes valores de referéncia no que toca a risco de doenca cardiovascular:

Tabela 11: Intervalos de referéncia para os niveis de risco de doenga cardiovascular.

Intervalos de referéncia Niveis de risco

< 200 mg/dl Desejéavel
200 — 239 mg/dI Limite elevado
> 240 mg/dl Alto

Fonte: Cholesterol - Instrucdes de utilizagio AU,
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Atualmente, existe ainda uma correlacdo de valores muito diminuidos de colesterol total
com a incidéncia de cancro!®*. As concentracdes totais de colesterol sérico dependem de muitos
fatores, incluindo a idade, genero, dieta, atividade fisica, doencas hepaticas e outras doencas
metabdlicas!®®

obtidos.

, pelo que devem ser tidos em conta aquando a interpretacdo dos resultados

LIPOPROTEINA DE ALTA DENSIDADE

As lipoproteinas sdo proteinas responsaveis pelo transporte dos lipidos do local onde
estas proteinas sdo sintetizadas (figado ou intestino) até aos tecidos. Sao constituidas por lipidos
ndo polares, (triglicéridos e colesterol esterificado) que formam o nucleo, permanecendo 0s
lipidos mais polares (colesterol livre e fosfolipidos) a superficie, juntamente com uma ou mais
proteinas, as apoproteinas. Todas as lipoproteinas sdo constituidas pelos mesmos lipidos
basicos, variando na sua quantidade relativa e na origem dos triglicéridos, ou seja, as
quilomicras sdo constituidas por triglicéridos exdgenos, enquanto que todas as outras
lipoproteinas sdo constituidas por triglicéridos endégenos. A sua constituicdo varia, também,
no conteido em apoproteinas®®,

As lipoproteinas de alta densidade (HDL) transportam cerca de 25% do colesterol total
do soro e este colesterol estd inversamente associado a incidéncia de doenca coronaria. No
transporte reverso do colesterol, a absor¢do e transporte deste lipido do tecido periférico para o
figado atua como um fator protetor contra o desenvolvimento de placas arterioscleréticas, o que
faz com que a determinacgdo do colesterol presente nas HDL seja essencial para a interpretagdo
das determinacdes do colesterol de cada individuo bem como, avaliar o fator de risco de doencas
coronarias®®’.

= Amostra: Soro.

= Condicbes de colheita: Em relacdo ao jejum devem ser consideradas as mesmas

condigdes que o descrito para a determinacao de colesterol total.
» Metodologia: A determinagdo quantitativa do colesterol das HDL no soro é feita através
de um ensaio de cor enzimatico®®’.,

= Limitacdes/interferéncias: Na quantificacdo do colesterol presente nas HDL é

necessario ter em conta o valor dos triglicéridos, pois este ensaio so é realizavel se o valor deste
pardmetro for inferior a 1000 mg/dl. A colheita imediatamente apds ou durante a administracdo
de Metamizol (Dipirona), assim como, a presen¢a de metabolitos de Paracetamol, podera dar

origem a resultados falsamente baixos para este parametro®’.
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= Equipamento: DxC AU 700 da BECKMAN COULTER.
= Interpretacdo clinica: Uma baixa quantidade de colesterol das HDL representa um fator

de risco de doenca coronaria, independentemente da concentracdo de colesterol total. A
medicdo do colesterol das HDL € utilizada no reconhecimento precoce do risco de
aterosclerose, podendo também ser utilizada na monitorizagdo de individuos em tratamento de

dislipidemias®®’.

LIPOPROTEINA DE BAIXA DENSIDADE
As lipoproteinas de baixa densidade (LDL) transportam cerca de 70% do colesterol
plasmaético total e a Unica apoproteina presente é a B-100%%4. O colesterol presente nas LDL
constitui a maior parte da molécula que, por sua vez, é formada atraves da acdo da lipoproteina
lipase nas lipoproteinas de densidade muito baixa!®®.
Varios estudos demonstraram que este colesterol desempenha um papel preponderante
no desenvolvimento de cardiopatia coronaria, devido as suas propriedades aterogénicas. A
avaliacdo do colesterol das LDL permite o reconhecimento precoce do risco de
desenvolvimento de aterosclerose e pode ser usada para monitorizar a resposta a terapia com
farmacos redutores de lipidos!®®,
= Amostra: Soro.
= Metodologia: A determinacdo quantitativa do colesterol presente nas LDL é feita através
de um ensaio de cor enzimatico®®®,

» LimitacBes/interferéncias: Amostras com uma quantidade de triglicéridos superior a

1000 mg/dl, de individuos com hiperlipoproteinemia do tipo 111 ou de individuos que estejam a
receber tratamento com misturas de lipidos artificiais causam interferéncia no ensaio®,

= Equipamento: DxC AU 700 da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: De todas as variaveis de lipidos e lipoproteinas, o colesterol que

constitui as LDL € o que possui uma associacdo mais forte com a mortalidade por doencas
coronérias, ou seja, uma combinacdo de niveis altos de colesterol das LDL e niveis de
triglicéridos elevados, forma um quadro de elevado risco de desenvolvimento de doenca
coronéria. Para além disso, niveis elevados de colesterol nas LDL estdo associados ao risco
acrescido de doencas cardiovasculares e hiperlipidemia familiar. Em oposi¢do ao cenario
anterior, reduzidos niveis de colesterol das LDL podem ser registados em situacdes de ma

absorcdo e ma nutrigdo®®®,
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TRIGLICERIDOS
Os triglicéridos (TAG) sdo os ésteres do glicerol mais prevalentes na alimentacéo,
constituindo cerca de 95% do armazenamento tecidular das gorduras, e sdo 0s esteres
predominantes no plasma. Os TAG sdo digeridos no duodeno e ileo proximal e, pela acdo das
lipases pancredticas e intestinais, na presenca de acidos biliares, sdo hidrolisados a glicerol,
monoglicéridos e acidos gordos!®.
= Amostra: Soro.

= CondicBes de colheita: Assim como a determinacdo do teor colesterol, também a

determinacéo dos niveis séricos de triglicéridos tem de ser feita com um jejum de dez a doze
horas.

= Metodologia: Para a determinacdo quantitativa de triglicéridos no soro é utilizado um
ensaio enzimatico de cor®,

= LimitacOes/interferéncias: Devem ser evitadas amostras altamente ictéricas ou

lipémicas®®®.
= Equipamento: DxC AU 700 da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: As determinac6es quantitativas de triglicéridos sdo utilizadas para

o diagndstico e tratamento de individuos com pancreatite aguda e cronica, diabetes mellitus,
nefrose, obstrucdo biliar extra-hepéatica e outras doencas que envolvem o metabolismo dos
lipidos ou desordens enddcrinas. Esta determinacdo também pode ser utilizada, em conjunto
com outros parametros, para avaliacdo dos fatores de risco para a arteriosclerose e doenca

coronarial®,

CREATINA QUINASE

A creatina quinase (CK) é um dimero composto por subunidades M (musculo) e/ou B
(cérebro) que se associam para formar as isoenzimas CK-MM, CK-MB e CK-BB que, por sua
vez, catalisam a fosforilacdo reversivel da creatina por adenosina trifosfato (ATP)'°.,

Em individuos saudaveis, a atividade total de CK consiste sobretudo em CK-MM,
enquanto que as outras isoenzimas apenas estdo presentes em quantidades extremamente
reduzidas ou ndo sdo detetaveis aquando a determinac&o®’®.

= Amostra: Soro.

= Condicdes de colheita: E importante que, apds a amostra de sangue coagular e passar

pelo processo de centrifugacdo, o soro seja imediatamente removido, no sentido de minimizar

a hemolise e a contaminacgéo por adenilato quinase, presente nos globulos vermelhos.
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= Metodologia: Para a determinacdo quantitativa de creatina quinase é usado um ensaio
espetrofotométrico cinéticol’.

= Limitacdes/interferéncias: Amostras hemolisadas causam interferéncias na reagao*’°.

= Equipamento: DxC AU 700 da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: A determinacdo quantitativa de CK é utilizada, sobretudo, no

diagnostico e tratamento de enfarte do miocéardio, revelando-se também o indicador mais
sensivel em caso de lesdes musculares'’.

A CK aumenta sempre que se verifique necrose ou regeneragdo muscular. Por
conseguinte, esta enzima encontra-se elevada na maioria das miopatias, como é o caso da
distrofia muscular de Duchenne, e em condi¢cGes associadas a necrose muscular,
nomeadamente, rabdomidlise. A CK total também pode aumentar em doencas do sistema
nervoso central como, por exemplo, na Sindrome de Reyes, sendo que um aumento acentuado
em circulacgéo é, normalmente, indicador da gravidade da encefalopatial’.

Por outro lado, a determinacdo de CK total também pode ser utilizada para diagndstico
de enfarte do miocérdio, através da medicao de amostras em série, obtidas aquando a admisséo
e quatro, oito e doze horas apds a mesma. Estes quatro valores obtidos podem ser compilados
numa reta de modo a avaliar se a concentragdo de CK aumenta ou diminui ao longo do tempo.
Uma duplicacdo das concentracdes de CK por hora, durante esse periodo, permite distinguir

um enfarte agudo do miocardio da auséncia de enfarte!’°.

ISOENZIMA MB DA CREATINA QUINASE

Como referido anteriormente, a enzima creatina quinase € um dimero composto por
subunidades M (musculo) e/ou B (cérebro), que se associam para formar as isoenzimas CK-
MM, CK-MB e CK-BB*".

A CK-BB predomina no cérebro, prostata, intestinos, pulmdes, rins, bexiga, Utero,
figado, tiroide e placenta. Por outro lado, a CK-MM encontra-se, predominantemente, no
musculo esquelético e musculo cardiaco e a CK-MB esta presente no miocardio e também na
musculatura esquelética, embora em menor quantidade!’*.

A variacdo da concentracdo de CK-MB em circulacdo torna-se, portanto, um bom
indicador de presenca ou auséncia de enfarte do miocardio, o que se torna ainda mais relevante
quando analisada em conjunto com outros parametros significativos!’t.

= Amostra: Soro.
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= Condigdes de colheita: Assim como para a determinacdo da quantidade de CK, é
importante que, apds a amostra de sangue coagular e passar pelo processo de centrifugacéo, o
soro seja imediatamente removido, no sentido de minimizar a hemolise e a contaminacgéo por
adenilato quinase, presente nos globulos vermelhos®'t,

= Metodologia: O teste utilizado é um teste de imunoinibi¢do enzimatica da subunidade
M para a determinacéo quantitativa da isoenzima CK-MB no soro*'t,

= Limitacdes/interferéncias: Devem ser evitadas amostras lipémicas, hemolisadas e

altamente ictéricas. Podem ainda surgir outros interferentes, como € o caso da existéncia de
macro-CK (forma atipica) na amostral’?,
= Equipamento: DxC AU 700 da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: A atividade da CK total pode aumentar também apds danos no

miocardio, como referido anteriormente, com um aumento significativo nas fracdes CK-MM e
CK-MB. Com isto, 0 aumento proporcional da fracdo CK-MB depende, entéo, da dimensao dos
danos no miocéardio e do historial de incidéncias deste tipo no individuo®™.

Para diagnostico de enfarte do miocardio podem ainda ser utilizadas as alteracGes da
proporcéo de CK-MB e CK-MM na amostra, que atingirdo o seu maximo cerca de uma hora e
meia apds o enfarte. Por ser um biomarcador de diagndstico rapido, a CK-MB deve ser utilizada
para um diagnostico precoce de enfarte, no entanto, para a confirmacdo do mesmo, é
recomendado que se utilize também um biomarcador que proporcione resultados numa fase
posterior como, por exemplo, troponina cardiaca®’”.

Finalmente, quando a fracdo de CK-MB se encontra diminuida é provavel que estejam
presentes lesdes musculo-esqueléticas. Por outro lado, quando esta fracdo se encontra muito

aumentada, podera indicar a presenca de macro-CK*",

LACTATO DESIDROGENASE

A lactato desidrogenase (LDH) é uma oxidorredutase que catalisa a oxidacao reversivel
do L-lactato em piruvato. Esta enzima é formada por cinco isoenzimas (LDH-1 a LDH-5) e esta
presente no citoplasma de todas as células do organismo*’2.

Tendo em conta que a concentracdo de LDH nos tecidos é muito superior a existente no
plasma, a ocorréncia de danos numa pequena por¢éo de tecido pode conduzir a um aumento
significativo na atividade de LDH no soro, o que faz com que a determinagdo da sua
concentragéo em circulagdo seja um bom indicador de lesdes tecidulares!’2,

=  Amostra: Soro.
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= CondicBes de colheita: A amostra de soro devera ser separada do codgulo o mais

rapidamente possivel.
= Metodologia: E utilizado um ensaio espetrofotométrico cinético para a determinacio
quantitativa de lactato desidrogenase na amostra de soro*’2.

» LimitacBes/interferéncias: Ndo devem ser utilizadas amostras altamente lipémicas, pois

podem causar interferéncia na leitura da absorvéncia. As amostras hemolisadas também néo
devem ser usadas para determinacéo de LDH, porque os eritrocitos contém uma atividade desta
enzima superior & encontrada no soro'’?,

= Equipamento: DxC AU 700 da BECKMAN COULTER.

» Interpretacdo clinica: Atividades de elevada especificidade da enzima s&o,

normalmente, observadas no figado, masculo cardiaco, sistema musculo-esquelético, rins e nos
eritrocitost’?,

O enfarte do miocardio estd associado a uma grande elevacdo da LDH total em
circulacdo e sO se encontram concentracBes semelhantes em casos de miocardite, arritmias
cardiacas ou substituicdo de protese de valvulal’.

Nas lesdes do figado podem ser observados aumentos da atividade de LDH, no entanto,
n&o sdo tao relevantes como os aumentos na atividade das aminotransferases. As concentragdes
de LDH sdo, sobretudo, elevadas na hepatite toxica acompanhada de ictericia, na hepatite virica
e mononucleose infecciosa. Por outro lado, a razdo LDH/AST pode ser utilizada para
diferenciar a ictericia pré-hepética, provocada por hemolise ou diseritropoiese, da ictericia
hepétical’?.

Um nivel elevado de LDH também pode ser observado na distrofia muscular de
Duchenne, anos antes dos sintomas clinicos aparecerem, na atrofia muscular espinal de Aran-
Duchenne e Kugelberg-Welander, dermatomiosite, polimiosite e como resultado de exercicio
fisico intenso*’?,

Outras doencas que podem originar niveis elevados de LDH incluem enfarte renal, febre
hemorragica coreana, doenga glomerular cronica, embolia/insuficiéncia pulmonar e anemias
hemoliticas e megaloblasticas (a determinacdo de LDH representa um método fidvel na

quantificacdo da extensdo da hemolise)'’2.

MIOGLOBINA
A mioglobina é uma hemoproteina das células dos musculos estriados, esqueléticos e

cardiaco. Esta hemoproteina liga-se reversivelmente ao oxigénio de modo a aumentar o
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transporte nas mitocéndrias, desempenhando um papel importante no metabolismo celular
aerdbico'’®. Quando as células do musculo cardiaco sdo danificadas, ocorre a rutura das
membranas celulares, o que faz com que proteinas como a mioglobina sejam libertadas no
sistema vascular, tornando-a num marcador precoce de lesdo do miocardio®”,

=  Amostra: Plasma.

= Condigdes de colheita: A amostra de plasma deve ser obtida através do uso de heparina

de litio como anticoagulante!’3,
= Metodologia: A determinacdo quantitativa dos niveis de mioglobina no plasma é feita
por ensaio imunoenzimatico do tipo sandwich com detec&o por quimioluminescéncia®’3.

» LimitacBes/interferéncias: Os individuos que estdo regularmente em contacto com

animais ou que tenham sido submetidos a imunoterapia podem produzir anticorpos que
interferem com o ensaio*”,

= Equipamento: ACCESS 2 da BECKMAN COULTER.

» Interpretacdo clinica: A mioglobina é o marcador bioldgico mais precoce da necrose do

miocardio. Isto acontece porque o seu peso molecular é reduzido, o que possibilita uma difuséo
mais rapida no sangue quando comparada com enzimas como a CK ou a LDH. No entanto,
valores elevados de mioglobina também podem ser encontrados em individuos com trauma
extenso, intoxicagéo, insuficiéncia renal em fase terminal, miocardite, doengas infecciosas e
miopatias, pelo que se torna Gtil a avaliacio destes valores juntamente com o quadro clinico®”.

Né&o sendo especifica do mdsculo cardiaco, a mioglobina é um 6timo marcador negativo,
pois permite rejeitar qualquer suspeita de enfarte agudo do miocérdio ap6s dois testes
consecutivos negativos!’,

Devido a rapida eliminacdo pelos rins, o aumento repentino na concentracdo de
mioglobina sérica em individuos com enfarte agudo do miocéardio é seguido por uma queda
rapida, verificando-se valores dentro dos limites de referéncia passadas vinte e quatro horas do
enfarte. Esta normalizacdo permite uma rapida detecéo das recorréncias ou de uma difuséo do

enfarte!’s,

TROPONINA | DE ALTA SENSIBILIDADE

As troponinas sdo proteinas que modulam a interagdo entre a actina e a miosina, mediada
por calcio, nas células musculares. A troponina | inibe a adenosina trifosfatase da actomiosina
e pode ser encontrada em trés isoformas: uma associada aos musculos esqueléticos de contragdo

rapida, outra aos musculos esqueléticos de contracdo lenta e ainda outra ao musculo cardiaco.

Péagina | 152



A isoforma de troponina | presente no musculo cardiaco tem uma elevada especificidade para
este tecido, o que a torna um marcador cardiaco de alta sensibilidade para lesGes do
miocardio’,

= Amostra: Soro ou plasma.

= Condi¢Oes de colheita: As amostras de plasma devem ser obtidas com uso ao

anticoagulante heparina de litiol",
= Metodologia: A determinacdo quantitativa dos niveis de troponina | cardiaca em
soro/plasma € feita por ensaio imunoenzimatico quimioluminescente do tipo sandwich'’4,

» LimitacBes/interferéncias: Os individuos que contactem regularmente com animais ou

que tenham sido submetidos a imunoterapia podem produzir anticorpos, que interferem com o
imunoensaio. Amostras que contenham fator reumatoide, fosfatase alcalina endogena, fibrina e
proteinas capazes de se ligarem a fosfatase alcalina usada no ensaio podem provocar
interferéncias e originar resultados errados!’,

= Equipamento: ACCESS 2 da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: No enfarte do miocardio, os niveis de troponina | de alta

sensibilidade aumentam nas horas seguintes ao aparecimento de sintomas cardiacos, atingindo
um pico ap6s doze a dezasseis horas, e podem permanecer elevados durante quatro a nove
dias'’.

Por outro lado, também outras patologias ndo isquémicas podem causar aumentos de
troponina, como por exemplo, insuficiéncia cardiaca congestiva, hiper e hipotenséo, arritmias,
embolia pulmonar, septicemia, miocardite, exercicio de alta intensidade, toxicidade
medicamentosa, rabdomidlise com lesdo cardiaca, entre outras. Contudo, estas patologias
raramente demonstram o padrdo classico de subida e descida dos niveis séricos de troponina,
caracteristico do enfarte do miocardio, o que torna importante a monitorizacdo em série quando
o0 quadro clinico ndo é evidente. Assim, a troponina | de alta sensibilidade deve ser medida apds
a admissdo e, em seguida, seriada em intervalos regulares para demonstrar um aumento e/ou

uma descida nos valores'’4.

NT-PROBNP

O péptido natriuretico do tipo B (BNP) € uma neuro-hormona produzida nos
cardiomiocitos em resposta a um aumento do esfor¢o da parede do miocardio provocada pelo
aumento do volume ou pressao. Quando ocorre um esforco deste tipo, o gene BNP ¢ ativado, o

que resulta na producdo da molécula percursora proBNP que, por sua vez, libertara o fragmento
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C terminal, também designado de BNP, e o fragmento N terminal, o NT-proBNP. Embora as
concentragOes séricas de BNP, ativo biologicamente, e de NT-proBNP, inativo, estejam
correlacionadas, os niveis de NT-proBNP sdo superiores ao BNP devido a diferencas na
semivida destes dois péptidos'’®.

A neuro-hormona BNP, juntamente com outras neuro-hormonas, tem como fungéo a
regulacdo da homeostase intravascular, através do antagonismo do sistema renina-angiotensina,
provocando vasodilatacio, o aumento da secre¢do de sodio renal (natridria) e a diurese’>.

= Amostra: Soro.
= Metodologia: O doseamento de NT-proBNP no soro é feito por ensaio imunoenzimatico
do tipo sandwich, aplicando a técnica ELFAL™,

= Limitacdes/interferéncias: Em amostras que contenham anticorpos direcionados contra

o0s componentes do reagente podem ser detetadas algumas interferéncias®”.
= Equipamento: VIDAS® da BIOMERIEUX.
= Interpretacdo clinica: Niveis elevados de NT-proBNP estéo associados a uma disfuncéo

ventricular e a gravidade da insuficiéncia cardiaca. No entanto, um diagnéstico apoiado noutras
evidéncias clinicas é importante, uma vez que os niveis de NT-proBNP também sao elevados
noutras condi¢des que afetam a funcdo ventricular, tais como, embolia pulmonar, hipertensao,
valvulopatia, cardiomiopatia, arritmias, septicemia, anemia e AVC’™,

Para além do valor diagnostico, 0 NT-proBNP tem também um valor progndstico numa
variedade de contextos clinicos, incluindo dispneia aguda, insuficiéncia cardiaca cronica e

doenca coronaria isquémica, principalmente, com niveis normais de troponinal’>.

CALCIO TOTAL

O célcio sérico total é composto por trés fragdes: calcio livre ou ionizado; célcio ligado
a proteinas (albumina e globulinas); e calcio ligado a complexos (fosfatos, citrato e
bicarbonatos)’®,

As acbes metabolicas do calcio, a nivel extracelular, sdo a mineralizagdo 0ssea, a
coagulagdo e a excitabilidade neuromuscular. Por outro lado, a nivel intracelular, o célcio esta
presente na ativacdo neuronal, contragdo muscular, secrecdo de hormonas, regulacdo da
transcricdo genica e da atividade metabdlica e atua como segundo mensageiro para hormonas
e fatores de crescimento®’.

= Amostra: Soro e urina a tempo determinado (vinte e quatro horas).

= CondicBes de colheita: A centrifugacdo dos tubos e separagdo da amostra deverd ser

feita 0 mais rapidamente possivel de modo a evitar a absorcao de calcio pelos eritrocitos. Por
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sua vez, a urina deve ser colhida a tempo determinado (vinte e quatro horas) e acidificada com
acido cloridrico (HCI) 6M*7®.

= Metodologia: A determinacao quantitativa de calcio total no soro ou urina é feita através
de um ensaio fotométrico de cort’®,

= Limitacdes/interferéncias: As amostras de urina com um valor de pH inferior a 1,5

poderao originar resultados com uma tendéncia negatival’.
= Equipamento: DxC AU 700 da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: A determinagdo quantitativa de calcio total € usada no diagnostico

e monitorizacdo do tratamento da doenca da paratiroide, bem como de diversas doencas dsseas,
doenca renal cronica, urolitiase e tetania (contragdes musculares intermitentes ou espasmos)*’®.

A hipercalcemia, ou seja, uma concentracao elevada de calcio no sangue, esta presente
em patologias como a hipervitaminose D, hiperparatiroidismo, doenca neoplasica,
hipertiroidismo, doencga de Addison ou terapia com diuréticos. A hipercalcemia pode resultar
em sinais e sintomas como 0 aumento da contratilidade da musculatura lisa, litiase renal,
calcificacbes em varios 6rgdos e tecidos, assim como, polilria, cefaleias, polidipsia e
irritabilidade!’”.

Por sua vez, uma reducdo das concentracfes de célcio em circulacdo (hipocalcemia),
pode ter como etiologia o hipoparatiroidismo, deficiéncia em vitamina D ou magnésio,
pancreatite aguda, transfusdes massivas de sangue citratado e infecdes graves. A hipocalcemia
pode ainda ser ficticia devido a uma hipoalbuminemia. Os sinais mais evidentes em individuos
com hipocalcemia séo a tetania muscular e laringoespasmo, assim como, o adormecimento das
extremidades, alteracOes cardiovasculares (hipotensdo) e comportamentais (irritabilidade). Em
casos extremos podem também ser observadas crises convulsivas e aumento da excitabilidade
neuromuscular!’’,

A determinacdo de calcio na urina é utilizada no diagnostico diferencial da hipercalciuria
de absorcdo e da hipercalcidria causada por hiperparatiroidismo, hipertiroidismo, doenca de
Paget ou da calcitria por perda renal de calcio observada na acidose tubular renal*’®,

FOSFORO
Em circulagdo no organismo, a maioria do fosfato existe sob a forma inorganica, ligado
a proteinas e o restante em formas complexas e livres. As concentracfes de fosfato no soro

dependem da dieta e da variagio na secrecdo de hormonas como, por exemplo, a PTH",
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Por outro lado, o fosfato intracelular ocorre, sobretudo, sob a forma de fosfato organico,
mas também existe uma pequena fracdo sob a forma de fosfato inorgénico que, por se tratar de
um substrato para fosforilacdo oxidativa, participa em reacdes relacionadas com a producao de
energia metabolica. No que toca ao fosfato extracelular, este € maioritariamente fosfato
inorganico presente, por exemplo em minerais, e desempenha uma importante fungdo na
estrutura ossea’’.

= Amostra: Soro e urina a tempo determinado (vinte e quatro horas).

= Condicdes de colheita: No caso da amostra de urina a tempo determinado, esta devera

ser acidificada com HCI 6M antes de ser analisadal’®.
= Metodologia: E usado um ensaio espetrofotométrico para a determinagdo quantitativa
de fosforo inorganico no soro e urinal’®.

= LimitacOes/interferéncias: Devem ser evitadas amostras altamente hemolisadas de

modo a que ndo haja interferéncias no decorrer do ensaio®”®.
= Equipamento: DxC AU 700 da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: A hipofosfatemia, ou seja, a presenca de baixas concentracdes de

fosfato em circulacdo, é bastante comum em doentes hospitalizados, nomeadamente, nos
doentes submetidos a intervences cirlrgicas. A hipofosfatemia pode ser provocada por uma
ingestdo ou absorcdo reduzida de fosfato como, por exemplo, no caso de deficiéncia de vitamina
D, ou ainda por méa absorcéo, utilizacdo de quelantes de fosfato orais e hiperparatiroidismo
primario. Também pode ocorrer hipofosfatemia devido a uma excrecdo aumentada de fosfato,
como em casos de hiperparatiroidismo secundario, transplante pos-renal e desnutricdo ou pela
sua redistribuicdo no organismo como, por exemplo, recuperacao de cetoacidose diabética e
alcalose respiratorial’®.

Em oposicdo, encontra-se a hiperfosfatemia, ou seja, a presenca de concentracdes
elevadas de fosfato no soro, que pode ser provocada por um aumento da ingestdo como, por
exemplo, no caso de terapia intravenosa de fosfato. Assim como na hipofosfatemia, também a
hiperfosfatemia pode resultar de uma excre¢cdo andmala, neste caso, uma excregdo reduzida,
em individuos com insuficiéncia renal aguda ou crénica, hipoparatiroidismo e intoxicacéo por
vitamina D ou por uma redistribuicdo de fosfato que ocorre, normalmente, em casos de

destruicdo celular neoplasica, rabdomidlise e insolagdo*®.
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MAGNESIO

O magnésio é um ido que participa em diversas reagdes enzimaticas importantes no
organismo, quer como parte integrante de metaloenzimas, quer como um ativador de algumas
dessas reacdes, e desempenha um papel importante na glicolise, respiracao celular e transporte
de calcio transmembranar. Este ido é regulado sobretudo pela velocidade da excrecéo renal a
qual, juntamente com o caélcio, esta sujeita aos efeitos da hormona da paratiroide. Assim, o
aumento da reabsorcao de calcio conduz & inibicdo competitiva da absorcdo de magnésio®.

= Amostra: Soro e urina a tempo determinado (vinte e quatro horas).

= Condicdes de colheita: As amostras de urina devem ser acidificadas com HCI 6M*.

= Metodologia: A determinacgdo quantitativa de magnésio no soro e urina é feita por ensaio
de cor fotométrico'®,

= Limitacdes/interferéncias: Devem ser evitadas amostras hemolisadas, pois os eritrocitos

possuem uma elevada concentracdo de magneésio, o que produzird resultados falsamente
elevados®®?.
= Equipamento: DxC AU 700 da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: As determinacdes quantitativas de magnésio sdo utilizadas no

diagndstico e tratamento da hipomagnesemia e hipermagnesemia, ou seja, a presenca de
concentracdes baixas ou elevadas em circulagdo, respetivamente®,

A manifestacdo que melhor caracteriza a deficiéncia de magnésio é a diminuicdo da
funcdo neuromuscular, definida por sinais de hiperirritabilidade, tetania, convulsdes e
alteracBes eletrocardiograficas. Normalmente, a hipomagnesemia é observada em casos de
diabetes, alcoolismo cronico, diurese forcada, hipertiroidismo, hipoparatiroidismo,
hipocalcemia, ma absorcao e pancreatite aguda'®.

Por outro lado, niveis elevados de magnésio no soro podem ser detetados em casos de

insuficiéncia renal, desidratacéo, acidose diabética grave e doenca de Addison*e,

AMONIA

A amonia € uma substancia tdxica para o organismo, derivada do catabolismo dos
aminoacidos e da acdo das bactérias intestinais sobre as proteinas da dieta. Esta substancia é
convertida em ureia nos hepatécitos (figado), o que faz com que se torne ndo toxica. Em
circunstancias normais, a concentragdo de amonia em circulacéo é reduzida, no entanto, devido

a alteracGes do seu metabolismo e, consequente, aumento em circulagéo, pode ter um efeito
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toxico no sistema nervoso central, sendo as perturbagdes neurolégicas as manifestacdes clinicas
mais frequentes®®?,
=  Amostra: Plasma.

= Condicdes de colheita: O plasma deve ser obtido por colheita de sangue venoso em tubo

com heparina de litio como anticoagulante (n&o utilizar heparina de amoénia). Idealmente, o
tubo de colheita deve chegar ao laboratorio totalmente cheio de sangue e mergulhado em gelo.
A amostra devera ser centrifugada a uma temperatura reduzida (frio) o mais depressa possivel
e, Caso Nao seja necessario o seu processamento de imediato, o plasma devera ser conservado a
uma temperatura entre 2°C e 4°C181,

= Metodologia: A determinacdo da amonia plasmatica é feita por ensaio enzimatico
direto®®,

= Limitacoes/interferéncias: As amostras hemolisadas ndo devem ser utilizadas, uma vez

que os eritrécitos contém niveis de amonia superiores aos do plasma, o que podera interferir
com o resultado®®?,
= Equipamento: DxC AU 700 da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: Niveis elevados de amoénia podem ser o resultado de erros

congénitos do metabolismo ou secundarios a outras condicdes*®..

Os erros congénitos do metabolismo sdo a principal causa de amdnia elevada em bebés
e resultam, normalmente, de deficiéncias enzimaticas no ciclo da ureia. Por outro lado, doencas
hereditarias que afetam o metabolismo dos aminoacidos dibasicos (lisina e ornitina) e que
envolvam o metabolismo de &cidos organicos, também podem produzir niveis elevados de
amonia em circulagio®®?,

A amonia elevada pode ainda ser observada na insuficiéncia hepatica grave, como a que

pode ocorrer na sindrome de Reye, hepatite viral ou cirrose!®!.

FERRO

O ferro é um elemento quimico que participa numa variedade de processos essenciais
no organismo, desde os mecanismos de oxidagdo celular, ao transporte e fornecimento de
oxigénio para as células do organismo*®?.

O ferro € um dos elementos constituintes das cromoproteinas transportadoras do
oxigénio, a hemoglobina e a mioglobina, assim como, de varias enzimas (citocromo oxidases e

peroxidases). O ferro do organismo pode ainda ser encontrado em flavoproteinas e
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metaloproteinas, bem como, armazenado na forma de ferritina ou a ser transportado ligado a
transferrinat®?,
= Amostra: Soro.

=  Condicdes de colheita: As amostras devem ser colhidas de manha e o individuo deve

estar em jejum, visto que os valores de ferro podem baixar ao longo do dia. Apoés a colheita, o
soro deve ser separado rapidamente dos globulos vermelhos, de modo a minimizar a
hemolise!®?.

= Metodologia: A determinacdo quantitativa de ferro no soro € feita através de um ensaio
de cor fotométrico. De referir que a concentracdo de ferro medida no soro, com esta
metodologia, é referente apenas ao ferro que se encontra ligado a transferrina, ou seja, ndo inclui
as concentracdes de ferro presentes na hemoglobina circulante®®?,

= Limitacdes/interferéncias: Devem ser evitadas amostras lipémicas e hemolisadas, pois

podem produzir resultados incorretos®®?,
= Equipamento: DxC AU 700 da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: A concentracdo de ferro no soro € baixa em grande parte dos

individuos com anemia ferropénica, doencas inflamatorias agudas ou crénicas, hemorragia
aguda ou recente, doenca maligna, desnutricdo ou nefrose. A concentracdo de ferro no soro
diminui acentuadamente também em doentes que tenham iniciado um tratamento para a anemia
como, por exemplo, tratamento de anemia megalobléstica com vitamina B12'82,

Por outro lado, as concentracdes de ferro sdo superiores as normais em doencas por
sobrecarga de ferro, nomeadamente, hemocromatose ou intoxicacdo apds administracdo de
ferro por via oral ou parenteral. Os niveis de ferro também podem ser elevados em casos de
hepatite e leucemia aguda, intoxicacdo por chumbo, talassemia ou em casos de mulheres que
facam contracecdo oral, pelo que para efeitos de diagndstico, os resultados devem ser sempre
avaliados em conjunto com o historial clinico do individuo, os restantes exames e outras

informagdes relevantes para a interpretagdo do resultado®®?,

FERRITINA

A ferritina € uma proteina esférica, de grandes dimensdes, capaz de ligar de quatro mil
a cinco mil atomos de ferro. Esta proteina é encontrada sobretudo no citoplasma das células do
sistema reticuloendotelial, mas também em circula¢do no soro, pelo que se estabeleceu que a

concentracdo serica de ferritina é diretamente proporcional as reservas totais de ferro do
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organismo. Por este motivo, os niveis de ferritina sérica comegaram a ser usados como
instrumento de diagnostico para a avaliagdo dos niveis de ferro no organismo*®3,

= Amostra: Soro.

= Metodologia: A determinacdo quantitativa dos niveis séricos de ferritina é feita por
ensaio imunoenzimatico quimioluminescente do tipo sandwich?®,

= Limitagdes/interferéncias: Nos ensaios que utilizam anticorpos, existe a possibilidade

de interferéncia de anticorpos heterofilos contidos na amostra do individuo®®,
» Equipamento: UNICEL Dxl da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: De um modo geral, as concentragdes variam com a idade e o sexo,

sendo que o resultado deve ser sempre interpretado tendo isso em consideracdo®,

A determinacdo das concentracdes séricas é especialmente Gtil no diagndstico de anemia
ferropénica, onde se encontram valores baixos desta proteina, e no diagndstico de
hemocromatose e hemossiderose, onde os valores se encontram muito elevados. No entanto,
niveis elevados de ferritina também séo encontrados em individuos com uma inflamagéo
cronica, doencas hepaticas, insuficiéncia renal crénica e com determinadas doencas

neoplasicas'®,

TRANSFERRINA
A transferrina é a principal proteina transportadora de ferro no plasma. Esta proteina
possui dois sitios de ligacdo para o ferro e é, em grande parte, sintetizada pelo figado®,
= Amostra: Soro.
= Metodologia: A determinacdo quantitativa de transferrina numa amostra é feita por
ensaio imunoturbidimétrico®®,
= Equipamento: DxC AU 700 da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: A medicdo dos niveis de transferrina é util no diagnostico

diferencial da anemia, pois apresentar-se-do elevados em amostras de individuos com anemia
ferropénical®,

Na atransferrinemia congénita, os niveis de transferrina reduzidos sdo acompanhados
pela sobrecarga de ferro, pois esta € uma anemia hipocrémica grave resistente a terapia de ferro.
Concentracfes reduzidas de transferrina também podem ser encontrados em condicGes
associadas a uma acentuada perda de proteinas, tais como, sindrome nefrotico, estados de
deficiéncia de proteinas e na doenca hepatica cronica. A transferrina é uma proteina de fase

aguda negativa e, por isso, diminui durante qualquer estado inflamatorio ou de malignidade.
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Por outro lado, niveis elevados de transferrina podem ser encontrados em mulheres gravidas ou
que fagam administragdo de estrogénio®®.
A determinacdo de transferrina sérica também é utilizada em conjunto com a

determinacéo de ferro para calcular a saturacio de transferrina'84,

ACIDO FOLICO
O é&cido folico é uma vitamina essencial para o crescimento das células e a sintese de
DNA. Esta vitamina esta presente numa grande variedade de alimentos e é absorvida pelo
intestino delgado sendo, posteriormente, armazenada no figado8°,
Uma deficiéncia em acido félico pode ser a causa de anemia megaloblastica e, em casos
extremos, levar ao desenvolvimento de graves problemas neuroldgicos'®.
= Amostra: Soro.
= Metodologia: A determinagdo quantitativa dos niveis de &cido félico no soro é feita por
ensaio imunoenzimatico quimioluminescente do tipo sandwich?®,

= Limitacdes/interferéncias: Existe a possibilidade de interferéncia com o ensaio se as

amostras contiverem anticorpos heterofilos'®.
= Equipamento: UNICEL DxI da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: A deficiéncia em &cido fdlico, que se traduz em niveis baixos desta

vitamina em circulacdo, pode ser causada por um consumo dietético insuficiente, ma absorcédo
ou utilizacao excessiva desta vitamina®®,

O é&cido fdlico e a vitamina B12 sdo importantes na sintese da metionina, um dos
aminoéacidos essenciais. Uma deficiéncia de uma destas vitaminas provoca uma méa absorcéo
da outra vitamina por parte dos eritrocitos, levando ao aparecimento de anemia megaloblastica.
Por outro lado, a deficiéncia de acido folico também pode ocorrer durante a gravidez ou em

individuos com problemas de alcoolismo, hepatite ou outras doencas hepaticas®®®.

VITAMINA B12

A vitamina B12, também designada de cobalamina, é uma coenzima que se obtém
através da ingestdo de produtos de origem animal e que esta envolvida em duas funcoes
metabolicas muito importantes para o crescimento celular e para a sintese do DNA: a sintese

da metionina e a conversdo de metilmalonil-CoA em succinil-CoA86,

Péagina | 161



Quando ingerida, a vitamina B12 liga-se ao fator intrinseco, presente no suco gastrico
do estbmago, que permite a sua absorcao para a circulacdo no ileo. Uma vez em circulagdo, a
vitamina B12 é armazenada no figado de onde sé saird consoante as necessidades metabdlicas
do organismo. Assim como a deficiéncia em &cido folico, também a caréncia desta vitamina
pode provocar a anemia megaloblastica ou problemas neuroldgicos*e®.
= Amostra: Soro.
= Metodologia: A determinagdo quantitativa dos niveis de vitamina B12 no soro € feita
por ensaio imunoenzimatico quimioluminescente do tipo sandwich?,

» LimitacBes/interferéncias: Os individuos que estdo regularmente em contacto com

animais ou que tenham sido submetidos a imunoterapia podem produzir anticorpos que
interferem com o imunoensaio®.
» Equipamento: UNICEL DxI da BECKMAN COULTER.

» Interpretacdo clinica: A anemia megaloblastica é causada, principalmente, pela menor

capacidade de sintese do DNA, provocada por um défice de vitamina B12 ou &cido folico, como
ja explicado anteriormente. No entanto, a deficiéncia de vitamina B12 pode ser provocada por
muitas situacdes e necessita de ser esclarecida para que se possa proceder ao tratamento da
anemia pelo método mais adequando. Assim, uma das causas mais frequentes deste défice é a
alteracdo na secrec¢do do fator intrinseco, que provoca uma absor¢édo insuficiente de vitamina
B12 por parte do ileo. Contudo, a caréncia de vitamina B12 pode ser causada também por
gastrectomia, ma absorcdo devido a cortes cirdrgicos ou por processos inflamatorios e infecdes
bacterianas no intestino delgado®®.

Por outro lado, sdo encontradas concentracOes elevadas de vitamina B12 durante a
gravidez ou em individuos que tomem contracetivos orais e complexos multivitaminicos ou que
possuam patologias mieloproliferativas, como a leucemia mieloide cronica e a leucemia

mielomonocitical®®.
4.3.3. Farmacos
CARBAMAZEPINA
A carbamazepina é uma substancia utilizada no tratamento de determinados tipos de
convulsdes (epilepsia). A epilepsia € uma perturbacao que se caracteriza por duas ou mais crises

convulsivas, que ocorrem quando as informagdes do cérebro para 0s musculos nao se processam
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devidamente através das vias nervosas do organismo. A carbamazepina ajuda a controlar o
processamento dessas informagGes, mas também regula as fungdes dos nervos em doencas
neuroldgicas, tais como, a nevralgia do trigémeo, ou em certas situagdes psiquiatricas como,
por exemplo, episddios de perturbacGes de humor bipolares. A utilizacdo da carbamazepina
esta ainda indicada na sindrome da abstinéncia alcodlica, na neuropatia diabética dolorosa e na
diabetes insipida central'®’,

A terapéutica com carbamazepina € acompanhada através da determinacdo da
concentracdo deste farmaco em circulacdo, de modo a detetar quaisquer indicios de dosagem
inadequada ou toxicidade?®,

= Amostra: Soro.

= Condicdes de colheita: A altura correta para a colheita de uma amostra apos a ultima

dose do farmaco é influenciada por fatores farmacocinéticos, como a posologia, 0 modo de
administracdo, a terapéutica medicamentosa concomitante e variagdes bioldgicas que afetem a
eliminacdo do farmaco. Se se pretender medir a concentragdo sérica minima, a colheita deve
ser feita imediatamente antes da toma da proxima dose'®.

= Metodologia: Para a determinag¢do quantitativa de carbamazepina no soro, é utilizada
uma técnica de imunoensaio enzimatico homogéneo, nomeadamente, Enzyme Multiplied
Immunoassay Technique (EMIT),

= Equipamento: DxC AU 700 da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: A monitorizacdo das concentracdes séricas de carbamazepina,

combinada com uma avaliacdo clinica cautelosa, é a forma mais eficaz de melhorar o controlo
das convulsdes, reduzir o risco de toxicidade e minimizar a necessidade de mais medicagéo
anticonvulsiva. No entanto, é necessario ter em conta que existem fatores que podem influenciar
a relacdo entre as concentracfes séricas de carbamazepina e a resposta clinica, como por
exemplo, o tipo e a gravidade das convulsdes, a idade, o estado geral de salde e a utilizagdo de
outros farmacos. A concentracdo de carbamazepina no soro depende ainda da hora de
administracdo da ultima dose, do modo de administracdo, da terapéutica medicamentosa
concomitante, do estado da amostra, da hora de colheita e de variagdes individuais no que diz
respeito a absor¢do, distribuicdo, biotransformacdo e excregdo. Estes parametros devem ser
considerados durante a interpretacdo dos resultados, juntamente com o histérico médico do

doente, estado clinico e outros dados relevantes'®.
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FENITOINA
A fenitoina é um farmaco que pertence ao grupo dos anticonvulsivos e a monitorizagdo
das suas concentracdes séricas, combinada com uma avaliacdo clinica cuidadosa, € a forma
mais eficaz de melhorar o controlo das convulsdes, reduzir o risco de toxicidade e minimizar a
necessidade de ajustes na medicagéo anticonvulsival®.
= Amostra: Soro.

=  Condicdes de colheita: Assim como outros farmacos anticonvulsivos, a altura correta

para a colheita de uma amostra, apos a Ultima dose do farmaco, é influenciada por fatores
farmacocinéticos. Assim, a amostra deve ser colhida, preferencialmente, no espaco de duas a
quatro horas apds uma dose inicial intravenosa ou, se a finalidade for representar o nivel minimo
em circulacdo, a colheita deve ser feita imediatamente antes da toma da proxima dose*®.

= Metodologia: Para a analise quantitativa de fenitoina no soro é utilizado um ensaio
EMIT,

= Equipamento: DxC AU 700 da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: A fenitoina é segura e eficaz apenas num intervalo estreito de

concentracdes séricas e estas correlacionam-se melhor com a atividade farmacoldgica do que
com a dosagem. Isto acontece devido as diferencas individuais no que toca a absorcédo,
metabolismo, estado da doenca, medicagcdo concomitante e adesdo ao tratamento, pelo que a
monitorizagdo da concentracéo sérica ajuda o clinico a ajustar a posologia'®.

Por outro lado, o sistema enzimatico hepatico, responsavel pela metabolizacdo da
fenitoina, pode ficar saturado, mesmo dentro do intervalo terapéutico do farmaco. Quando isto
acontece, pequenas alteracGes na dosagem podem causar uma acumulacdo de farmaco e,

consequentemente, toxicidade clinica!®.

ACIDO VALPROICO

O é4cido valproico é um farmaco anticonvulsivo®®?, que esta indicado para o tratamento
de convulsbes de auséncia, outras convulsdes generalizadas e convulsdes parciais. A
monitorizagdo das concentragcdes séricas de acido valproico é til para avaliar a adeséo do
doente ao tratamento ou para explicar alteracBes no controlo das convulsfes ou na toxicidade
do farmaco, visto que é dificil obter e manter concentracdes terapéuticas de &cido valproico no

soro, dada a acentuada variabilidade farmacocinética inter e intraindividuais. A farmacocinética
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pode sofrer alteragdes devido a idade, gravidez, insuficiéncia renal, disfuncéo hepatica, outros
farmacos, niveis baixos de albumina, entre outros fatores®2.

O é&cido valproico apresenta também parametros farmacocinéticos que o tornam
suscetivel a interacdes medicamentosas com outros farmacos coadministrados, incluindo outros
antiepiléticos, o que pode provocar a inibicdo das enzimas metabolizantes do farmaco no
figado. Quando estes farmacos sdo adicionados ou eliminados do plano terapéutico de um
doente, a clearance e a concentracdo do acido valproico podem sofrer alteragdes, exigindo um
ajuste posoldgico'®?,

= Amostra: Soro.

= Condicdes de colheita: Para a obtencdo de uma concentracdo sérica de &cido valproico

qgue melhor represente o nivel tecidular maximo, deve ser feita uma colheita entre uma a trés
horas apos a administracdo de uma dose oral. No entanto, deve-se ter em conta que a altura
correta para a colheita de uma amostra apés a Ultima dose do farmaco é influenciada por fatores
farmacocinéticos. A colheita de uma amostra que represente o nivel minimo deve ser feita
imediatamente antes da toma da proxima dose*®?,

» Metodologia: Para a determinacdo quantitativa de acido valproico (livre e ligado a
proteinas) no soro, ¢ utilizada a técnica EMIT%,

= Equipamento: DxC AU 700 da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: O aumento da fracdo livre do farmaco, ou seja, da fracdo

biologicamente ativa, causado pela saturacdo dos locais de ligacdo as proteinas ou por estados
de doenca que alteram essa ligacdo, pode influenciar a relacéo entre a concentracao sérica do
acido valproico e a resposta clinica. Mesmo que a concentracdo total do farmaco se situe dentro
do intervalo terapéutico, o doente pode exibir sintomas de toxicidade. Normalmente, as reacdes
adversas associadas a concentracOes elevadas de acido valproico sdo a depressdo do sistema
nervoso central, tremores, trombocitopenia e aumento dos parametros dos testes de fungédo
hepatica. As concentragdes muito elevadas de acido valproico também aumentam o risco de
desenvolvimento de hepatotoxicidade fatal, estupor, coma ou edema cerebral®®,

A concentragdo de acido valproico no soro depende da hora de administragdo da Gltima
dose, da hora de colheita da amostra, dos estados de doenca que afetam a clearance do farmaco,
da idade, da terapéutica medicamentosa concomitante e de variagdes individuais no que diz
respeito a absorcéo, distribuicdo e eliminacdo, como ja referido anteriormente. Portanto, estes

pardmetros devem ser considerados durante a interpretacéo dos resultados®®?,
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LITIO

O litio € uma substancia normalmente usada na clinica para tratamento de psicoses
maniaco-depressivas, pois atua de forma a melhorar a absor¢éo dos neurotransmissores, 0 que
produz um efeito sedativo no sistema nervoso central. Administrada sob a forma de carbonato
de litio, esta substancia é completamente absorvida pelo trato gastrointestinal e os seus niveis
no soro atingem o pico passadas duas a quatro horas da toma de uma dose oral. A sua semivida
no organismo € de quarenta e oito a setenta e duas horas e é eliminado pelos rins num processo
de excrecio semelhante & do sodio™®3.
= Amostra: Soro.

= Condicbes de colheita: Como referido, o pico de concentragdo desta substancia no

organismo € atingido duas a quatro horas apds a administracdo da substancia pelo que, se a
finalidade for avaliar os niveis maximos de substancia em circulacao, é aconselhada a colheita
nesse intervalo®®3.

= Metodologia: Para a determinacdo quantitativa das concentragdes de litio no soro é
utilizado um método espetrofotométrico'®,

= Equipamento: DxC AU 700 da BECKMAN COULTER.

» Interpretacdo clinica: A determinacdo das concentragdes de litio no soro é realizada,

essencialmente, para garantir a efetividade da terapéutica e evitar a toxicidade no organismo.
Normalmente, os sintomas iniciais de intoxicacdo incluem apatia, sonoléncia, letargia,
dificuldades no discurso, tremores irregulares, espasmos, fragueza muscular e ataxia, no
entanto, aparecem tardiamente. Em oposicao a sintomatologia, os niveis séricos elevados numa
amostra colhida apds doze horas da administragdo de uma dose deste farmaco sdo marcadores
precoces de risco de intoxicacdao. Nesta avaliacdo é importante ter em conta também que uma

funcéo renal insuficiente pode prolongar o tempo de eliminagio do farmaco®®3,

TEOFILINA
A teofilina é um farmaco antiasmatico usado no tratamento da asma cronica e de doengas
broncoespasmicas®®.
= Amostra: Soro.
= Condicdes de colheita: A altura correta para a colheita deve ter em conta os fatores

farmacocinéticos que a influenciam, nomeadamente, a posologia, 0 modo de administracéo, a
terapéutica medicamentosa concomitante e variagfes biologicas que afetem a eliminacdo do

farmaco®.
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= Metodologia: A determinacdo quantitativa de teofilina no soro é feita usando um ensaio
EMIT™®,
= Equipamento: DxC AU 700 da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: O tratamento cronico da asma e de outras doencas

broncospasmicas requer um ajuste da dosagem de teofilina a cada individuo. Por vezes,
alteragOes da terapéutica medicamentosa concomitante ou variagdes na eliminagéo do farmaco
podem provocar uma alteracdo no intervalo terapéutico do farmaco e levar ao surgimento de
efeitos secundarios, sintomas ndo controlados ou alteracGes da clearance do farmaco. No
entanto, os efeitos tdxicos nem sempre sdo precedidos por sintomas, o que torna a
monitorizac&o da teofilina sérica importante em individuos em tratamento com este farmaco®.

De salientar ainda que, para um tratamento eficaz, alguns individuos necessitam de
niveis séricos situados fora do intervalo de referéncia, pelo que os resultados devem ser

interpretados em conjunto com outros sinais e sintomas clinicos'®,

CICLOSPORINA

A ciclosporina € um peptideo ciclico hidrofébico, de origem flngica, que possui
propriedades imunossupressoras. Apesar do seu mecanismo de acdo ainda estar a ser
investigado, a ciclosporina parece influenciar o metabolismo dos linfécitos T, resultando no
enfraquecimento do sistema imunitario®®.

As propriedades imunossupressoras da ciclosporina tornam-na um farmaco muito eficaz
para tratamento de certas doencas autoimunes e na reducdo da incidéncia de rejeigéo dos tecidos
apos o transplante de 6rgdos. A terapéutica com ciclosporina tem uma seguranca e eficacia
méaximas num intervalo de concentra¢des reduzido, podendo originar varios efeitos adversos se
a concentracéo deste farmaco no organismo n&o for monitorizada®.

= Amostra: Sangue total.
= Condicdes de colheita: A colheita de sangue venoso deve ser feita para um tubo de

colheita contendo EDTA como anticoagulante. As amostras devem ser ainda identificadas com
a hora da colheita e a hora de administraco da ultima dose do farmaco®.

= Metodologia: A determinacdo quantitativa dos niveis séricos de ciclosporina é feita por
imunoensaio enzimatico homogéneo'®.

= Equipamento: DxC AU 700 da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: N&o existe um intervalo terapéutico fixo para a ciclosporina no

sangue total, pois fatores como a complexidade do estado clinico, as diferencas individuais na
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sensibilidade aos efeitos imunossupressores e nefrotdxicos do farmaco, a administracéo
simultanea de outros imunossupressores (carbamazepina, fenitoina, fenobarbital, eritromicina,
rifampicina, cimetidina, cetoconazol), o tipo de transplante, o tempo apds o transplante, entre
outros, dao origem a diferentes necessidades para a obtencédo de niveis sanguineos 6timos de
ciclosporinal®,

Os efeitos adversos mais criticos devido a dosagem inadequada consistem na rejeicao
de Orgdos, se a dosagem for menor, ou nefrotoxicidade e hepatotoxicidade, cuja probabilidade
aumenta, proporcionalmente, a concentracdo do farmaco. Uma vez que a absorcdo e o
metabolismo hepético do farmaco variam muito de doente para doente, é necessario um ajuste,
caso a caso, da medicacdo, de modo a que ndo haja risco de toxicidade. Por outro lado, a
medicdo das concentracGes de ciclosporina no sangue total, associada a outros dados
laboratoriais e a avaliagdo clinica, constitui a melhor abordagem para maximizar a

imunossupressdo e minimizar os efeitos secundarios nos recetores de transplantes de 6rgdos®.

DIGOXINA
A digoxina é um farmaco glicosideo, frequentemente prescrito para o tratamento de

doentes com insuficiéncia cardiaca congestiva, bem como, alguns tipos de arritmias cardiacas.
Os glicosideos cardiacos possuem uma baixa relacao terapéutica, ou seja, existe uma diferenca
muito reduzida entre a dosagem terapéutica e niveis toxicos para os tecidos, pelo que é
fundamental a monitorizag&o dos seus niveis em circulag&o'®®.

= Amostra: Soro.

= Metodologia: A determinacdo quantitativa de digoxina no soro € feita por ensaio
imunoturbidimétricot®®.

= Limitacdes/interferéncias: As amostras altamente lipémicas devem ser evitadas. Existe

ainda a possibilidade de interferéncia pela presenca de anticorpos anti-rato na amostra®®®.
= Equipamento: DxC AU 700 da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: A intoxicagdo por digoxina € um problema comum, no entanto,

bastante grave em termos clinicos, que resulta de uma combinagdo de multiplos fatores intra e
interindividuais. Por outras palavras, existe uma variabilidade assinalavel de respostas a mesma
dose do farmaco por parte de cada individuo, o que resulta, frequentemente, em niveis
imprevisiveis de farmaco em circulagdo®®®.

Um dos problemas que surge frequentemente, é o facto de a sintomatologia de

intoxicacéo, por defeito ou excesso de dosagem, ser impercetivel das condi¢des iniciais para as
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quais o farmaco foi prescrito. Assim, a monitorizacdo dos niveis de digoxina no soro,
combinada com outros dados clinicos, constituem valiosas informagdes para o clinico, no
sentido de ajustar a dosagem, de modo a conseguir um Otimo resultado terapéutico e, em

simultaneo, evitar niveis de dosagem toxicos*®®.

ACETAMINOFENO

O acetaminofeno ¢ um farmaco geralmente utilizado como analgésico e antipirético®’.

Quando consumido em doses excessivas, 0 acetaminofeno pode ter efeitos toxicos a
nivel hepatico e renal.’®” Para além disso, este farmaco pode também causar necrose tubular
aguda, pancreatite e necrose miocardica'®®. Em todos estes casos, o individuo apresenta poucos
ou mesmo nenhuns sintomas logo apds a superdosagem. A evidéncia clinica de danos hepaticos
e renais ocorre, normalmente, passadas mais de vinte e quatro horas da ingestao deste farmaco,
0 que faz com que o tratamento profilatico (acetilcisteina) ja ndo seja eficaz. Posto isto, 0 Unico
indicador confiavel de diagnostico precoce é fornecido pela medicdo quantitativa do nivel
sérico de acetaminofeno®®’,

= Amostra: Soro.

= Condicdes de colheita: A amostra devera ser colhida, pelo menos quatro horas apds a

ingestdo do farmaco, de forma a garantir que as concentracdes séricas atinjam o pico. A ingestdo
de grandes guantidades de acetaminofeno pode resultar em niveis séricos com atraso do pico,
pelo que, nesses casos, devem ser obtidas varias amostras. Por outro lado, e se o tempo
decorrido desde a ingestdo nao for conhecido, a semivida do acetaminofeno podera ser estimada
através da colheita de duas ou mais amostras de sangue em intervalos de duas a trés horas*®’.

= Metodologia: Para a analise quantitativa de acetaminofeno no soro é utilizada a técnica
de EMIT®,

= Equipamento: DxC AU 700 da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: A concentracdo de acetaminofeno no soro depende do tempo

decorrido desde a ingestdo do farmaco, da terapéutica medicamentosa concomitante, da
condigéo da amostra, do tempo decorrido desde a colheita da amostra, bem como, de variagoes
individuais na absorcéo, distribuicao, biotransformacéao e excre¢do do farmaco, pelo que estes
parametros devem ser considerados aquando da interpretacdo dos resultados. Numa
superdosagem de acetaminofeno, uma Unica determinacdo do nivel sérico, fornece uma boa

indicacdo da necessidade da aplicagdo da terapéutica profilatica. De notar que, no caso de
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alcodlicos, pessoas em terapia anticonvulsivante de longo prazo ou que fagcam uso de isoniazida,
os efeitos tdxicos de acetaminofeno ocorrem a doses menores*®’.

A semivida do acetaminofeno também pode ser utilizada para avaliar a possivel
hepatotoxicidade e pode ser estimada sem conhecer o tempo decorrido desde a ingestdo do
farmaco. Se a semivida exceder as quatro horas, é possivel ocorrer necrose hepatica, no entanto,
se a semivida exceder as doze horas, a severidade dos efeitos toxicos é maior, 0 que podera

levar a coma hepatico®®’.

GENTAMICINA
A gentamicina é um antibiotico da classe dos aminoglicosideos que €, frequentemente,
administrado por via intravenosa®®®.
= Amostra: Soro.

= Condicgdes de colheita: Assim como noutros farmacos ja descritos anteriormente, a

altura correta para a colheita de uma amostra, apds a Ultima dose do farmaco, é influenciada
por fatores farmacocinéticos, pelo que se se pretende uma amostra representativa dos niveis
minimos de farmaco em circulacdo, a colheita devera ser feita imediatamente antes da
administragio da proxima dose?®.

= Metodologia: A determinacdo quantitativa de gentamicina no soro é feita usando um
ensaio EMIT?%,

» LimitacBes/interferéncias: Neste ensaio ndo é possivel quantificar de forma fiavel

amostras que contenham gentamicina em combinagdo com netilmicina ou sisomicina.
Concentragdes elevadas de antibidticos PB-lactamicos como, por exemplo, penicilinas e
cefalosporinas, inativam a gentamicina in vivo e in vitro, pelo que as amostras terdo de ser
analisadas imediatamente ap0s a rececdo ou entdo congeladas, para prevenir a inativacdo da
gentamicina in vitro e uma consequente quantificacio reduzida®®.

= Equipamento: DxC AU 700 da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: A concentracdo sérica de gentamicina correlaciona-se melhor com

a atividade antibacteriana do que a dosagem, ou seja, uma dose padrdo deste farmaco nem
sempre produz um nivel sérico previsivel. Isto deve-se ao facto de a concentragdo do farmaco
depender de varios fatores como a hora de administracdo da Gltima dose, o modo de
administracdo, a terapéutica medicamentosa concomitante, o estado da amostra, a hora de
colheita e de variagbes individuais no que diz respeito a absorcdo, distribuigdo,

biotransformagao e excrec¢io da gentamicina®®,
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Por outro lado, a gentamicina tem um intervalo estreito de concentragdes séricas seguras
e eficazes, pelo que a exposicdo a concentragdes elevadas durante um periodo prolongado pode
provocar insuficiéncia renal ou ototoxicidade. Por poder ser dificil distinguir a nefrotoxicidade
causada pela gentamicina dos sintomas de uma doenca renal subjacente, os doentes com
compromisso da fungao renal devem ser monitorizados enquanto se mantiverem sob terapéutica
com este farmaco. Além disso, os doentes com compromisso da funcdo renal eliminam a
gentamicina mais lentamente do que os doentes com uma funcao renal normal®®,

Por todos estes motivos, a monitorizacdo das concentracfes séricas de gentamicina,
combinada com uma avaliagdo clinica cuidadosa, é a forma mais eficiente de garantir uma

terapéutica adequada sem risco de toxicidade®®.

VANCOMICINA
A vancomicina é um antibiético glicopeptidico utilizado no tratamento de infe¢cdes. Cada
doente exibe um elevado grau de variabilidade em resposta a uma determinada dose de
vancomicina, pelo que a sua monitorizacdo plasmatica pode ajudar a evitar toxicidade??.
= Amostra: Soro.
= Condigdes de colheita: A hora correta para a colheita da amostra, ap6s a ultima

administracdo do farmaco, é influenciada por fatores farmacocinéticos, no entanto, para obter
uma concentracdo de vancomicina que melhor represente o nivel tecidular maximo, a amostra
deverd ser colhida entre trinta minutos e duas horas ap6s a administragdo (vancomicina — pico).
No entanto, se o clinico pretender avaliar a concentragdo minima de vancomicina no organismo
(vancomicina — vale), esta devera ser colhida imediatamente antes da préxima administracdo
deste farmaco?®?,

= Metodologia: A analise quantitativa da vancomicina é feita através de um ensaio
EMIT?,

= Equipamento: DxC AU 700 da BECKMAN COULTER.

» Interpretacdo clinica: A concentracdo de vancomicina no soro depende da hora e do

modo de administragdo da ultima dose, da terapéutica medicamentosa concomitante, do estado
e da hora de colheita da amostra e de variagdes individuais no que respeita a absorgéo,
distribuicéo, biotransformacéo e excrecao, pelo que estes parametros devem ser considerados
durante a interpretacéo dos resultados?™.

O risco de ototoxicidade e nefrotoxicidade da vancomicina é acrescido em individuos

com compromisso da funcdo renal e que estejam a receber terapéutica concomitante com
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aminoglicosideos. Juntamente aos individuos com as patologias descritas anteriormente,
também os individuos com compromisso da funcdo hepética, em didlise, com obesidade
morbida, criancas e idosos devem ser monitorizados frequentemente enquanto estiverem sob

terapéutica com vancomicina®’?.

4.3.4. Toxicologia

ALCOOL ETILICO

O teste de alcoolemia é, normalmente, utilizado em casos médico-legais relacionados
com 0 consumo ou abuso de substancias toxicas. O alcool etilico (etanol) pode ser letal ou
contribuir para a ocorréncia de diversos tipos de acidentes?%?, pelo que a medigdo dos niveis de
alcool é utilizada para determinar incapacidade legal, para fins forenses, no diagnostico e
tratamento de dependéncia e em cenarios de emergéncia para detetar envenenamento por esta
substancia®®,

O alcool ingerido e absorvido no estbmago, mas, maioritariamente, na parte superior do
intestino delgado. A velocidade de absorcéo depende de quanto tempo o individuo se encontra
em jejum, no entanto, a maior parte das vezes, uma hora apds a ingestao, penetra em todos 0s
tecidos do corpo de forma proporcional ao teor de 4gua. Visto que o alcool se distribui de modo
uniforme pela dgua do organismo, a sua concentracdo no sangue apos a administracdo de uma
dose conhecida pode ser estimada indiretamente através da medicéo de concentracdes na urina,
soro ou plasma?®,

No que toca a eliminagdo desta substancia do organismo, a maioria ocorre através do
metabolismo no figado e o restante é excretado pelos pulmdes, rins e nas fezes?®,

Quando a ingestdo é feita em grandes quantidades é possivel que alguns dos efeitos
toxicos do alcool possam surgir como, por exemplo, defeitos de nascenca (sindrome alcoodlica
fetal) em recém-nascidos de progenitoras alcodlatras. Podem ainda surgir algumas
complicagdes como tensdo arterial elevada, insuficiéncia hepatica, muitas vezes levando a
morte, e deterioragdo mental. Adicionalmente, o comportamento induzido pelo alcool é um
fator relevante na maioria dos acidentes e assassinios?®,

= Amostra: Soro, plasma ou urina.

= Condicdes de colheita: E necessario ter em conta algumas condic@es para a realizacio

desta colheita. Primeiramente, ndo se deve utilizar alcool ou outros desinfetantes volateis na
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colheita ou conservacdo de amostras de sangue. Utilizar, preferencialmente, cloreto de
benzalconio, iodo ou outros desinfetantes aquosos adequados. E importante também garantir
que o tubo de amostra é mantido bem fechado para evitar a evaporagio desta substancia®®.

Os tubos com fluoreto e oxalato conservam o alcool ao impedirem a glicolise, pelo que
sdo os aditivo e anticoagulante preferenciais quando € utilizada amostra de plasma2®,

Por outro lado, ndo sdo necessarios conservantes para amostras de urina, pelo que estas
deverdo ser conservadas refrigeradas com o minimo espaco possivel de ar no respetivo
recipiente. No entanto, é necessario a verificacdo do pH destas amostras, pois o pH de analise
deve-se situar entre os 3,0 e os 11,0°%,

= Metodologia: O ensaio para determinacdo quantitativa da concentracao de alcool etilico
no soro, plasma ou urina, € um ensaio cinético e baseia-se numa rea¢do enzimatica?®.

= Equipamento: DxC AU 700 da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: A dosagem letal para criancas foi estabelecida em 3 g/kg de peso

corporal, mas uma quantidade inferior pode ser letal na presenca de hipoglicemia induzida ou
interacBes medicamentosas®®.

Em relacdo aos niveis para adultos e consequentes complicacdes, estes podem variar
consoante o individuo se trata de um consumidor esporadico ou crénico. As complicacBes

correspondentes com cada nivel estdo representadas no quadro seguinte?®,

Tabela 12: Niveis de alcool no sangue e consequentes complicages em individuos consumidores esporadicos ou
consumidores cronicos.

Nivel

Consumidor esporadico

Consumidores cronicos

100 mg/dl
(0,20% ou 1,0 g/L)

Alcoolizados

Sinais minimos

200-250 mg/dl
(0,20-0,25% ou 2,0-2,5 g/L)

Perda de estado de alerta,
inicio de estado letargico

Esforgo necessario para manter
o0 controlo emocional e motor

300-350 mg/d|
(0,30-0,35% ou 3,0-3,5 g/L)

Estupor a coma

Sonoléncia e lentidao

>500 mg/dl

Possivel morte

Coma

(>0,50% ou >5,0 g/dl)

Fonte: Emit® 11 Plus Ethyl Alcohol Assay?%,

TESTE TOXICOLOGICO
O exame toxicologico é um teste que tem como objetivo detetar a ingestao ou exposi¢édo

a substéancias toxicas ou drogas num determinado periodo especifico.
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O Multi-Drug One Step Multi-line Screen Test Device é um teste toxicologico que é
capaz de detetar anfetaminas, antidepressivos triciclicos, barbitdricos, benzodiazepinas,
canabinoides, metanfetaminas, cocaina, opiaceos/morfina e metadona em amostras de urina?®.

= Amostra: Urina (aleatoria).

= Metodologia: A detecdo qualitativa de multiplas drogas e/ou metabolitos na urina é feita
por imunoensaio cromatografico de fluxo lateral, baseado no principio da ligacdo competitiva.
Neste ensaio, as drogas presentes na amostra competem com o respetivo conjugado por locais
de ligacdo aos anticorpos especificos, ou seja, se uma droga presente na amostra de urina estiver
abaixo da concentracdo de cut-off do teste, ndo ocorrera a saturacdo dos locais de ligacdo do
seu anticorpo especifico. Desta forma, o anticorpo reagird com o conjugado e aparecerd uma
linha colorida visivel na regido de teste para a droga especifica (resultado negativo). Ao
contréario disso, quando a presenca da droga estd acima da concentracdo de cut-off, esta ira
saturar os locais de ligacdo do anticorpo e, por conseguinte, a linha colorida ndo se ira formar
na regido de teste (resultado positivo)?®,

Para controlo do procedimento, devera aparecer sempre uma linha colorida na regido de
controlo que indica que o teste foi bem realizado (volume de amostra correto e cromatografia

sem interferentes)?%.

= Limitacdes/interferéncias: Este teste ndo distingue entre drogas de abuso e determinados
medicamentos. Adulterantes nas amostras podem produzir resultados incorretos,

independentemente do método analitico usado. Um resultado negativo pode ndo indicar urina

livre de droga, pois podem ocorrer resultados negativos em amostras ”""lﬂilﬂl’iil’!'\’l‘iﬁli*l’lﬁi I I§
\

onde a droga esta abaixo do nivel de cut-off do teste. Por outro lado, um -
resultado positivo pode ser obtido a partir de determinados alimentos
ou suplementos alimentares?%,

= Procedimentos: O dispositivo de teste devera ser posicionado

numa superficie nivelada. Com o conta-gotas na vertical, transferir trés

Figura 35: Multi-Drug One
Step Multi-line Screen Test
Device (urina) realizado
durante o estégio.

gotas inteiras de urina para cada po¢co de amostra. A leitura dos
resultados deve ser feita passados cinco minutos e nunca depois dos dez

minutos2%.

BENZODIAZEPINAS
As benzodiazepinas sdo farmacos sedativos/hipnéticos estruturalmente semelhantes que

incluem farmacos de uso corrente, tais como, as clorodiazepinas (diazepam e oxazepam)2°.

Péagina| 174



As diferentes benzodiazepinas séo absorvidas a taxas distintas e 0 momento do seu efeito
psicoativo varia conforme a taxa de absorgédo. Estas substancias séo, normalmente, ingeridas
por via oral e sdo metabolizadas pelo figado, de onde surgem alguns metabolitos
farmacologicamente ativos. E ainda de referir que as benzodiazepinas potenciam os efeitos de
outros supressores do sistema nervoso central, tais como o alcool etilico?®.

= Amostra: Soro.
= Metodologia: O ensaio para analise qualitativa e semiquantitativa de benzodiazepinas
especificas e metabolitos desta substancia no soro utiliza a técnica EMIT?%,

= Limitacdes/interferéncias: Um resultado positivo neste ensaio indica a presenga de

benzodiazepinas, mas ndo indica, nem mede, o nivel de intoxicagdo. As amostras muito
hemolisadas, lipémicas ou ictéricas podem originar interferéncias no ensaio®®,
= Equipamento: DxC AU 700 da BECKMAN COULTER.

» Interpretacdo clinica: Uma amostra que apresente uma alteracao do valor de absorvéncia

(AA) igual ou superior ao AA do calibrador “baixo” deve ser interpretada como positiva, ou
seja, a amostra contém benzodiazepinas. Por sua vez, uma amostra que apresente uma alteracao
do valor de absorvéncia (AA) inferior ao AA do calibrador “baixo” deve ser interpretada como
negativa. Este caso pode ocorrer em duas situacdes, ou a amostra ndo contém qualquer uma das
benzodiazepinas que séo detetadas por este ensaio, ou as benzodiazepinas estdo presentes em
concentragdes inferiores as do calibrador “baixo”?%,

E possivel ainda efetuar determinacdes semiquantitativas de benzodiazepina através
deste ensaio, utilizando uma curva de calibragdo com os valores de AA dos calibradores
negativo, baixo e médio, em funcdo das concentracBes respetivas de diazepam em cada

calibrador. S6 assim os valores de AA das amostras positivas podem ser comparados com a

curva de calibracao?®.

4.3.5. Outros testes

PROVA DE TOLERANCIA ORAL A GLUCOSE

A Prova de Tolerancia Oral a Glucose (PTOG) é utilizada, principalmente, para o
diagnostico de diabetes quando os niveis de glicemia sdo ambiguos, durante a gravidez (entre
as vinte e quatro e as vinte e oito semanas) ou para estudos epidemioldgicos. Esta prova deve

ser realizada de manh@, precedida de jejum de oito a catorze horas e ap0s, pelo menos, trés dias
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de regime alimentar néo restritivo e habitual atividade fisica. Durante a prova o individuo néo
podera fumar e deve permanecer sentado. E ainda aconselhavel que seja registada a presenca
de fatores que possam influenciar a interpretacéo dos resultados, como medicacao, presenca de

infecdes, etc?%,

= Procedimento®®:

1. Deve ser realizada uma colheita de sangue em jejum, o mais rapidamente possivel.

2. Processamento da amostra.

3. Andlise do resultado. Em adultos e criangas, se o resultado de glicemia for inferior a
126 mg/dl, pode-se proceder a realizacdo da prova. No caso das gravidas, a prova sé sera
efetuada se o valor da glicemia for inferior a 92 mg/dl. Em individuos com valores superiores
aos acima mencionados, ndo deve ser realizada a prova.

4. Administracdo de glucose via oral. A solugdo que devera ser administrada a adultos e
gravidas contém 75 g de glucose em 300 ml de dgua. No caso de criancgas, estas s6 devem
ingerir a quantidade de solucdo que corresponda a 1,75 g de glucose por 1 kg de peso corporal,
sendo que nunca pode ultrapassar a quantidade de glucose recomendada para um adulto (75 g).
Em ambos os casos, a solucdo deve ser ingerida num periodo de cinco minutos e a contagem
do tempo inicia-se a partir do momento em que se comeca a beber a solugéo.

5. A nova colheita de sangue deve ser feita passadas duas horas da ingestdo da solucdo,
em casos de adultos ou criancas. No caso da mulher gravida, sdo necessarias duas novas

colheitas passadas uma e duas horas apés ingestao da solucéo.

= Critérios de avaliacdo/diagndstico:

Diabetes mellitus®:

Tabela 13: Critérios de classificagdo de anomalias no metabolismo dos hidratos de carbono, segundo a OMS e DGS.

Anomalia da Glicemia  Tolerancia Diminuidaa  Diabetes mellitus

em Jejum (AGJ)* Glucose (TDG)*
L - >110 mg/dl e <126 <126 mg/dl >126 mg/dl
Glicemia em jejum
mg/dl e ou
Glicemia 2 horas apds ingestdo >200 mg/dl
>14 le<2 1
de 75 g de glucose (PTOG) =140 mg/dl e <200 mg/d ou
Lo . >200 mg/dl e
Glicemia ocasional . o
sintomas classicos

*Nota: Tanto a AGJ como a TDG identificam grupos de individuos que se encontram em estadios distintos da alteracdo do
metabolismo da glucose e para 0s quais existe um risco aumentado de vir a sofrer de diabetes mellitus.
Fonte: Provas de Tolerancia a Glicose Oral (Protocolo)2%,
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Diabetes gestacional:

A diabetes gestacional refere-se & intolerancia aos hidratos de carbono que resulta numa
hiperglicemia de gravidade variavel, que tem inicio ou é diagnosticada durante a gravidez. E
geralmente transitoria, desaparecendo com o fim da gestacéo, no entanto, se ndo for controlada,
poderd comprometer o desenvolvimento do feto e dar origem a uma futura diabetes mellitus.
Todas as gravidas com diabetes gestacional devem ser submetidas a uma nova PTOG, seis a
oito semanas apds o parto (PTOG para adultos), para a sua reclassificacdo. Se a prova for
normal, estas mulheres serdo classificadas como tendo uma anormalidade prévia de tolerancia
a glucose, caso contrério, serdo classificadas de acordo com os critérios da Organizagéo
Mundial de Saude (OMS) e Direcdo Geral de Saude (DGS) como tendo diabetes mellitus ou
TDG?%,

De referir que as mulheres com diabetes mellitus prévia a gravidez, devem ser tratadas
de acordo com essa classificacdo e ndo como tendo diabetes gestacional. Para além disso,
mulheres gravidas que apresentem um valor de glicemia em jejum >126 mg/dl ou >200 mg/dlI
em qualquer hora do dia, s3o excluidas deste rastreio, devendo ser consideradas diabéticas?®.
O diagndstico definitivo é sempre baseado nos valores da PTOG e requer que um ou

mais valores sejam iguais ou superiores aos indicados na tabela seguinte?®.

Tabela 14: Critérios de diagndstico de diabetes gestacional.

Horas Glicemia (mg/dl)

Jejum (0) >92
1 >180
2 > 153

Fonte: Provas de Tolerancia a Glicose Oral (Protocolo)?%

Esta prova consiste em avaliagOes seriadas da glicemia plasmatica, antes e ap06s uma
dose de glucose, ou seja, avalia a clearance da glucose em circulagcdo apds uma sobrecarga
(administragé@o oral de glucose) definida e em condigOes controladas. Nesta prova, antes da
administracdo da glucose, é efetuada uma colheita de sangue e urina (tempo zero) e, apos a
administracdo de glucose, devem ser feitas colheitas de sangue de trinta em trinta minutos até
decorridos cento e vinte minutos da toma da sobrecarga. Consoante os valores obtidos a cada
colheita, podem ser tiradas conclusdes acerca do bom funcionamento hepatico, gastrico ou

hormonal'®’,
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GASIMETRIA
A gasimetria arterial € um exame para avaliacdo do equilibrio &cido-base e niveis de O
e CO2 no sangue. Este exame €&, normalmente, requisitado sempre que o quadro clinico seja
indicativo de alteracdes de ventilacdo/oxigenacédo, no equilibrio acido-base ou hidroeletrolitico,
especialmente em individuos com doengas pulmonares obstrutivas crénicas, e também no
acompanhamento de doentes sujeitos a oxigenoterapia?®’.
= Amostra: Sangue arterial.

= Condicdes de colheita: A colheita de uma amostra de sangue arterial € um procedimento

efetuado apenas pelo médico. A puncao devera ser feita na artéria radial, junto ao punho, ou no
caso de impossibilidade, na artéria braquial ou femoral.

= Metodologia: Através de sensores especificos sdo determinados 0s parametros, como o
pH, a pressdo parcial de CO2 (PCO.), a pressdo parcial de Oz (PO2), hematdcrito, e as
concentragdes de sodio, potassio, calcio, glucose e lactato™3®.

= Equipamento: GEM® PREMIER™ 3000 da WERFEN.

= Interpretacdo clinica: O equilibrio hidroeletrolitico é regulado pelo eixo hipotdlamo-

hipdfise, rins e varias hormonas (descritas no capitulo seguinte). Ligado ao equilibrio
hidroeletrolitico esta ainda o equilibrio acido-base que, normalmente, é controlado e mantido
por sistemas tampao através dos rins e do sistema pulmonar. Quando ocorre um desequilibrio
acido-base, o pH do organismo (7,35-7,45) é alterado, provocando uma acidose ou alcalose.
Estes desequilibrios podem ser agudos ou cronicos e ocorrer em diferentes estados de
gravidade, podendo os mecanismos regulatérios/compensatorios do organismo nao serem
suficientes para reverter o quadro. Estas condi¢cGes podem ser classificadas em disturbios &cido-
base respiratorios e distarbios acido-base metabdlicos, consoante o fator que estd em
desequilibrio®’.

A acidose respiratdria ocorre quando os niveis de PCO: arterial aumentam, devido a
eliminagéo ineficaz do 0%, Esta condigdo ¢ caracterizada por um quadro de hipoventilagéo e,
normalmente, estd associada ao consumo de drogas, oxigenoterapia na doenca pulmonar
obstrutiva cronica, crise asmatica, pneumonia, traumatismo cranioencefélico, entre outros?®’.
Em oposicdo, a alcalose respiratoria é caracterizada por uma reducdo da PCO: que, geralmente,
ocorre em consequéncia da hiperventilacio alveolar?®®. As etiologias da alcalose respiratoria
sdo variadas e incluem hipoxia, doenca pulmonar, asma, efeitos de medicamentos, ventilagdo
mecanica, distdrbios do sistema nervoso central, doengas metabdlicas, gravidez e sindrome de

hiperventilagdo®’.
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Em relagdo aos distUrbios metabdlicos, temos a acidose metabolica, caracterizada por
uma diminuicdo no nivel de bicarbonato do plasma, e/ou um aumento acentuado do gap
anionico serico (diferenca entre catides e anifes). Quando o gap anionico estd normal, a
etiologia da acidose é, normalmente, gastrointestinal ou renal. Ao invés disso, se 0 gap anionico
estiver aumentado, a acidose pode ser causada por cetoacidose diabética, cetoacidose alcodlica,
acidose lactica, doenca renal ou ingestéo de substancias como o &cido salicilico. Por outro lado,
a alcalose metabolica é consequéncia de disturbios que causam a perda de ides de hidrogénio
do corpo ou do aumento do bicarbonato em circulacdo. Isto acontece, frequentemente, devido
a perda de secrecdo gastrica (por exemplo, vémitos e diarreia) e excesso de

mineralocorticoides?®’.
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4.4. Imunologia

A Imunologia € uma ciéncia cujo objeto de estudo principal é o sistema imunitario e
todos os mecanismos de defesa do organismo contra qualquer agente externo ou interno que
perturbe o equilibrio biolégico. O setor de Imunologia € responsavel por detetar a presenca de
antigénios e/ou anticorpos em amostras bioldgicas e quantificar essa resposta do organismo a
agentes patogenicos, de modo a auxiliar no diagndstico de patologias associadas ao sistema

imunitario como, por exemplo, as alergias e as doencgas autoimunes.
4.4.1. Equipamentos

IMMAGE® 800 da BECKMAN COULTER
O equipamento IMMAGE® 800 é um analisador quimico de proteinas projetado para a
quantificacdo in vitro de componentes de fluidos bioldgicos. As metodologias de medigdo do

sistema sdo a taxa de turbidimetria e a taxa de nefelometria. ~

No nefelémetro é medido o aumento da intensidade da luz |
dispersa por particulas suspensas em solugcdo, a um
comprimento de onda de 670 nm. Por outro lado, no
turbidimetro é medida a diminuicdo da intensidade da luz
dispersa por particulas suspensas numa solugdo, a um Figura 36: Equipamento IMMAGE® 800

_ da BECKMN COULTER.
comprimento de onda de 940 nm?%,

MAGLUMI® 800 da SNIBE DIAGNOSTICS —

O equipamento MAGLUMI® 800 possui um sistema de [ s

ensaio por quimioluminescéncia para detecdo de metabolitos ‘ =
800 da SNIBE DIAGNOSTICS.
Fonte: Maglumi® Snibe Co., Ltd.?°,
MAGO® 4S da DIAMEDIX
O equipamento MAGO® 4S é um analisador capaz de executar testes com base em
metodologias diferentes, nomeadamente, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) e
ImmunoFluorescent Assay (IFA). Neste equipamento séo utilizados kits desenvolvidos pela

EUROIMMUN para diagnostico de doencas autoimunes e infegdes.
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PHADIA® 250 da THERMOFISHER SCIENTIFIC
O Phadia® 250 é um equipamento automatico usado para a realizagio de testes de
. diagndstico in vitro ImmunoCAP® e ELIA™, em areas
clinicas de alergologia e autoimunidade, respetivamente. A
fase solida dos ensaios ImmunoCAP® possui uma grande
quantidade de antigénios ou anticorpos especificos
acoplados covalentemente, que reagem com a molécula de

interesse contida na amostra. Por outro lado, a fase sélida

- - TM - ~
Figura 38: Equipamento Phadia® 250 da dos ensaios ElIA™ tem a capacidade de extracdo de

THERMOFISHER SCIENTIFIC. moléculas de analito da amostra, uma vez que é coberta por
Fonte: Phadia™ 250 Instrument | Thermo . . ] .
Fisher Scientific212, antigénios especificos na sua superficie?!%%12,

4.4.2. Marcadores Tumorais

ANTIGENIO CARCINOEMBRIONARIO
O Antigénio Carcinoembrionario (CEA), € uma glicoproteina da superfamilia das

imunoglobulinas com funcbes de adesdo celular. Esta proteina €, normalmente, produzida
durante o desenvolvimento fetal e acaba por desaparecer antes do nascimento. Contudo, o CEA
pode ser encontrado em individuos com tumores, principalmente, com cancro colorretal®®?,

= Amostra: Soro.

= Metodologia: Para a determinacdo quantitativa da concentracdo de CEA em circulacao
¢ usado um ensaio imunoenzimatico do tipo sandwich, que utiliza dois anticorpos monoclonais
anti-CEA e um substrato quimioluminescente?®?,

= Limitacdes/interferéncias: Os doentes que estdo regularmente em contacto com animais

ou que tenham sido submetidos a imunoterapia ou a técnicas de diagnostico que utilizam
imunoglobulinas podem produzir anticorpos, que interferem com o imunoensaio. Os niveis de
CEA podem estar elevados em individuos com doencas ndo malignas e fumadores?3,

= Equipamento: UNICEL DxI da BECKMAN COULTER.

» Interpretacdo clinica: A determinagdo da concentracdo de CEA sérico torna-se muito

util no prognostico e tratamento de doencas malignas, especialmente, de cancro colorretal. As
determinacOes seriadas podem ser utilizadas para monitorizar os doentes quanto a evolugéo,

regressdo ou recorréncia do cancro apos o tratamento. Niveis persistentemente elevados deste
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marcador tumoral, ap6s a terapéutica ou a intervencgdo cirlrgica, indica que existe doenca
residual ou recorréncia, enquanto que niveis dentro dos valores de referéncia podem indicar que

a intervencao foi bem-sucedida?®®.

CA 153

O cancer antigen (CA) 15.3 é uma glicoproteina de superficie da familia das mucinas,
codificada pelo gene MUC1. As mucinas, presentes nos epitélios glandulares normais de varios
6rgaos, tém como principal funcéo proteger e lubrificar as células vizinhas?',

Em mulheres com cancro da mama, a mucina MUCL, presente nas glandulas mamarias,
torna-se glicosilada. Esta glicosilagdo provoca um aumento exacerbado de expressdo desta
proteina, o que faz com que seja libertada na circulagio?4,

= Amostra: Soro.
= Metodologia: A determinacdo quantitativa dos niveis de antigénio CA 15.3 no soro é
feita por ensaio imunoenzimatico quimioluminescente do tipo sandwich?'4,

= Limitacdes/interferéncias: Os doentes que estdo regularmente em contacto com animais

ou que tenham sido submetidos a imunoterapia ou a técnicas de diagndstico que utilizam
imunoglobulinas podem produzir anticorpos que interferem com o0 imunoensaio. Podem
também ser observadas concentracdes elevadas no soro de individuos com patologias benignas,
gravidas ou com outras doencas nio neoplasicas?'*.

= Equipamento: UNICEL DxI da BECKMAN COULTER.

» |Interpretacdo clinica: A determinacdo deste antigénio serve como um auxilio na

monitorizacdo do tratamento de doentes com cancro da mama. Os niveis do antigénio CA 15.3
podem estar elevados em muitas mulheres com carcinoma epitelial mamario, mas também em
mulheres com cancro pulmonar, ovérico, pancreético e colorretal e em condi¢es ndo malignas,
tais como, tumor benigno da mama e do figado, cirrose e hepatite®!4,

O aumento das concentracdes do antigenio CA 15.3 pode indicar evolucdo da doenca,

enquanto que uma diminuigdo desses niveis pode estar associada a regressdo da mesma?2%,

CA 125
O antigénio CA 125 é uma glicoproteina semelhante as mucinas e esta presente em

concentragdes elevadas nalguns tumores malignos do ovario?®®.,
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O cancro do ovario tende a ser assintomatico nos seus estadios iniciais, quando ha maior
probabilidade de cura, o que faz com que muitas mulheres ja se encontrem em estadios mais
avancados no momento do diagnostico. Juntamente com os niveis de CA 125, os fatores que
contribuem para um prognostico favoravel desta doenca sdo a idade reduzida das doentes,
estadio inicial da doenca, tumor bem diferenciado e volume circunscrito antes da cirurgia®®®.

= Amostra: Soro.
= Metodologia: A determinacdo quantitativa dos niveis de antigénio CA 125 no soro €
feita por ensaio imunoenzimatico quimioluminescente do tipo sandwich?®.

» LimitacBes/interferéncias: Os individuos que estdo frequentemente em contacto com

animais ou que tenham sido submetidos a imunoterapia ou a técnicas de diagnostico que
utilizam imunoglobulinas podem produzir anticorpos, que interferem com o ensaio.
Concentracbes elevadas podem ser observadas no soro de individuos com tumores nao
malignos, assim como, com cancro do ovario ou outras doengas metastaticas?®.

= Equipamento: UNICEL DxI da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: A determinacdo das concentracBes do antigénio CA 125 em

circulacdo sdo indicadas para 0 acompanhamento de mulheres com cancro do ovario, isto
significa que, os niveis do antigénio CA 125 nédo tém valor prognostico quando usados para
rastreio ou para diagndstico. Contudo, os niveis do antigénio CA 125 podem ser utilizados na
monitorizacdo da resposta terapéutica, estando elevados quando ocorre uma resposta baixa a
terapia ou uma evolucio da doenca e diminuidos quando a resposta terapéutica é positiva®'®.
Os niveis de CA 125 também podem estar elevados noutras doencas, incluindo tumores
benignos ou malignos, tais como, endometriose, cancro do pulmé&o e outras condi¢gdes como a
gravidez. Por outro lado, um valor abaixo do limite cut-off ndo indica a auséncia de cancro do
ovario, pelo que € fundamental que sejam considerados outros testes para a monitorizacdo do

cancro?®,

CA19.9
O antigénio CA 19.9 é uma mucina relacionada ao sistema de grupo sanguineo de Lewis
e a sua producdo estd associada a tumores sintetizados pelas células pancreéticas e pelos
epitélios gastrico, salivar, do colon e endométrio?!®.
= Amostra: Soro.
= Metodologia: A determinacdo quantitativa dos niveis de antigénio CA 19.9 no soro é

feita por ensaio imunoenzimatico quimioluminescente do tipo sandwich?:®.
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» LimitacBes/interferéncias: Concentracdes elevadas de antigénio CA 19.9 podem ser

observadas no soro de individuos com cancro do pancreas ou outras doencas malignas?®.

Os doentes em contacto permanente com animais ou que tenham sido submetidos a
imunoterapia podem produzir anticorpos, que interferem com o imunoensaio. E ainda de referir
que este ensaio é sensivel a interferéncia de elevados niveis de biotina, substancia presente em
suplementos alimentares destinados a prevenir a queda de cabelo e a melhorar o crescimento
das unhas?®,

» Equipamento: UNICEL Dxl da BECKMAN COULTER.
» Interpretacdo clinica: Para que seja possivel a interpretacdo correta dos resultados

obtidos, os individuos devem expressar 0 antigénio do sistema de grupo sanguineo de Lewis,
caso contrario, ndo serdo capazes de produzir o antigénio CA 19.9, mesmo na presenca de
doenca maligna?*.

Os niveis do antigénio CA 19.9 sdo, normalmente, usados como um auxilio na
monitorizacdo da resposta a terapia de doentes com cancro do pancreas, o que significa que
niveis constantemente elevados podem indicar uma baixa resposta a terapéutica ou evolucao da
doenca, enquanto que niveis diminuidos podem indicar uma resposta favoravel a terapéutica?®.

Para além do cancro do pancreas, este antigénio também pode estar presente no cancro
colorretal, hepatocelular, do ducto biliar, do estbmago e do es6fago, assim como, em doengas
ndo cancerosas como a cirrose, colangite, hepatite, pancreatite e patologias gastrointestinais nao

malignas?'®.

0-FETOPROTEINA
A o-fetoproteina (AFP) é uma glicoproteina de cadeia simples que se assemelha a
albumina e, juntas, constituem as principais proteinas em circulacdo no feto. A produgéo de
AFP ocorre, principalmente, no figado fetal e no saco vitelino e é detetada pela primeira vez
em circulagdo trinta dias apos a concecdo. Na décima terceira semana de gestacdo, a AFP
alcangca uma concentracdo maxima em circulacdo, que diminui gradualmente até ao
nascimento?!’.
A presenca de AFP em circulagdo é encontrada apenas em mulheres gravidas ou em
individuos com determinadas doengas malignas?’.
= Amostra: Soro.
= Metodologia: A determinacgdo quantitativa dos niveis de AFP no soro é feita por ensaio

imunoenzimatico quimioluminescente do tipo sandwich?*’.
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» LimitagBes/interferéncias: Os individuos que tém contacto com animais ou que tenham

sido submetidos a imunoterapia ou a técnicas de diagnostico que utilizam imunoglobulinas
podem produzir anticorpos que interferem com o imunoensaio®’,
= Equipamento: UNICEL DxI da BECKMAN COULTER.

» Interpretacdo clinica: A medi¢do dos niveis de AFP é utilizada como auxilio na

monitorizagao do tratamento de doentes com tumores produtores de AFP, quando os resultados
sdo interpretados em conjunto com o quadro clinico do individuo. Niveis elevados deste
marcador tumoral sdo encontrados em individuos com carcinoma hepatico primario, assim
como, outras doencas malignas como, por exemplo, o carcinoma testicular ndo-seminomatoso.
No entanto, niveis elevados podem ocorrer também em condi¢des ndo-neoplasicas como a
ataxia telangiectasia, a tirosinemia hereditaria, doencas hepaticas ndo malignas (hepatite viral
aguda, hepatite cronica e cirrose) e durante a gravidez, pelo que este marcador ndo deve ser
utilizado para diagnostico ou rastreio de doenca cancerigena, mas sim como auxilio no
prognostico e tratamento destas doengas?!’.

Para além disso, juntamente com outros testes, a determinacdo da concentracdo de AFP
pode ser usada também em testes de rastreio pré-natal, para a avaliacao do risco de o feto possuir

sindrome de Down (trissomia 21)7.

p2-MICROGLOBULINA

A B2-microglobulina é uma proteina de membrana presente em todas as celulas
nucleadas, principalmente linfécitos, e estd associada as cadeias pesadas de proteinas do MHC
de classe I. Devido ao seu tamanho reduzido, esta proteina é capaz de atravessar a membrana
glomerular, sendo depois completamente reabsorvida nos tibulos proximais?8.

= Amostra: Soro e urina.

= Condicdes de colheita: Nas amostras de urina, o pH deve ser ajustado entre seis e oito,
pois a B2-microglobulina degrada-se facilmente em pH inferior a 68,

» Metodologia: A determinacdo quantitativa de 2-microglobulina na amostra é feita pelo
método turbidimétrico8,

= Limitagdes/interferéncias: Amostras hemolisadas, lipémicas ou contaminadas causam

interferéncias nos resultados?8.
= Equipamento: IMMAGE® 800 da BECKMAN COULTER.
» Interpretacdo clinica: Os niveis séricos de 2-microglobulina podem sofrer um aumento

devido a uma excessiva produco ou a reducéo da sua filtragem glomerular?®,
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O aumento da producdo desta proteina pode estar relacionado com uma grande
quantidade de patologias, em especial do sistema imunitéario linfoide, neoplasias hematoldgicas,
infe¢des viricas ou doengas autoimunes. Por este facto, a f2-microglobulina ndo deve ser usada
como marcador de diagnostico de nenhuma patologia, mas sim como um marcador de
prognostico de patologias como, por exemplo, o mieloma multiplo®®8,

Por outro lado, a sua medic&o na urina torna-se um bom marcador de disfuncdo renal,
uma vez que, niveis séricos aumentados com niveis urinarios baixos indicam que o distdrbio
estd associado aos glomerulos e niveis séricos reduzidos, mas elevados na urina, poderdo

indicar lesdo ou doenca nos tubulos renais.

ENOLASE ESPECIFICA DO NEURONIO
A enolase especifica do neurénio (NSE) é uma isoenzima da enolase. A NSE € a

principal proteina cerebral e a sua expressdo ocorre tardiamente no processo de diferenciacéo
dos neuronios, o que a torna num marcador Util para a avaliacdo da maturacdo neural e também
num marcador bioquimico para tumores derivados destas células?®.

= Amostra: Soro.

»= Metodologia: A determinacdo quantitativa de NSE é feita por imunoensaio
quimioluminescente do tipo sandwich?°.

= Limitacdes/interferéncias: Os individuos com uma exposicdo regular a animais ou que

tenham recebido imunoterapia recentemente podem conter anticorpos, que podem originar
valores falsamente elevados ou reduzidos. De referir que a hemolise também interfere nos
resultados, uma vez que, os eritrocitos contém NSE?%°,

= Equipamento: MAGLUMI® 800 da SNIBE DIAGNOSTICS.

= Interpretacdo clinica: A NSE encontra-se elevada, principalmente, no soro de individuos

com tumores neuroenddcrinos pouco diferenciados, como o cancro do pulméo, neuroblastomas,
insulinomas, carcinoma medular da tiroide e tumor carcinoide gastrointestinal. Para fins de
diagnostico, estes resultados devem ser sempre avaliados e verificados em conjunto com o
historico médico, os exames clinicos e outras informacdes clinicas relevantes, pelo que a
principal aplicagéo clinica do doseamento da NSE € a monitorizagdo destes tumores quanto a

resposta a quimioterapia ou na dete¢do de recidivas precoces?®®,
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PSA (TOTAL E LIVRE)

O antigénio especifico da prostata (PSA) é uma glicoproteina de cadeia simples?? que
funciona como serina protease e é produzido pelas células epiteliais da prostata??t. O PSA pode
estar presente no tecido epitelial normal, hiperplasico benigno e prostatico maligno, assim
como, no fluido prostatico e no plasma seminal??®. Quando ocorre um trauma ou uma doenca
que provoque uma anomalia na estrutura da glandula prostatica pode ocorrer uma passagem de
PSA para a corrente sanguinea®®.

O PSA pode ser encontrado no soro em trés formas distintas: PSA complexado com a
a2-macroglobulina e PSA complexado com a al-antiquimotripsina, ambos inibidores da serina
protease, e PSA livre. A primeira forma ndo demonstra possuir reatividade imunoldgica, no
entanto, as ultimas duas formas podem ser detetadas imunologicamente e sdo denominadas,
conjuntamente, como PSA total?2022,

A medicdo das formas de PSA em circulagao é util para diferenciar o cancro da prostata
de outras doengas prostaticas benignas??, assim como, detetar o cancro da prostata nos estadios
iniciais, quando ainda esta limitado & glandula e é possivel um tratamento eficaz??°.

= Amostra: Soro.

= CondicBes de colheita: As amostras devem ser colhidas antes de intervengdes na

préstata, tais como, toque retal, massagem da prostata, ultrassom transretal e biopsia da
prostata??%-22L,

= Metodologia: As determinagdes quantitativas dos niveis de PSA total e PSA livre sédo
feitas por ensaios imunoenzimaticos quimioluminescentes do tipo sandwich?20:22,

» LimitacBes/interferéncias: Assim como nos outros imunoensaios os individuos que

estdo regularmente em contacto com animais ou que tenham sido submetidos a imunoterapia
podem produzir anticorpos interferentes e consequentemente produzir resultados errados.
Também os farmacos inibidores da a-redutase ou outros usados no tratamento de hiperplasia
benigna da prostata podem afetar os niveis de PSA em alguns doentes?2%22L,

= Equipamento: UNICEL DxI da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: Os niveis séricos de PSA (livre e total) devem ser usados em

conjunto com informacBes disponiveis a partir da avaliacdo clinica do doente e de outros
métodos de diagndsticos, tais como, o toque retal. Concentragdes elevadas de PSA total no soro
podem sugerir a presenca de cancro da préstata, no entanto, o diagnostico apenas podera ser
confirmado quando for realizada a biopsia prostatica®?’.

Para além disso, as determinagdes dos niveis séricos de PSA livre e total devem ser

utilizadas em conjunto para calcular a relacdo entre PSA livre e PSA total, expressa em
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percentagem e designada de PSA livre percentual. Esta relacdo, juntamente com outros exames
complementares, ajuda a distinguir o cancro da prostata de outras doencas prostaticas??t, como
hiperplasia benigna da préstata ou condicBes inflamatorias da prostata e/ou dos tecidos

adjacentes?®

, em homens a partir dos cinquenta anos, que apresentem niveis de PSA total
dentro dos limites de referéncia e cujos resultados do exame do toque retal ndo sugeriram a
existéncia de cancro. Por outro lado, entre os individuos com concentracGes elevadas de PSA,
0s homens com cancro da préstata tendem a ter valores de PSA livre percentual menores que
os dos homens com doencas benignas??..

O PSA livre percentual também pode ser utilizado na avaliacdo do risco, pois valores
baixos deste parametro estdo associados a um risco mais elevado de cancro?. Por outro lado,
a medicdo dos valores de PSA também pode ser Gtil como marcador para monitorizar estadios
clinicos avancados ou na detecdo de tumor residual e cancro recorrente apds uma

prostatectomia radical®®.

CAT72.4
O antigénio CA 72.4 é uma glicoproteina encontrada na superficie de muitas células

tumorais e é expressa numa vasta gama de carcinomas. Normalmente, esta proteina ndo é
encontrada nos tecidos de um individuo adulto saudavel, com excecdo do endométrio
secretor???,

= Amostra: Soro.

» Metodologia: A determinacdo quantitativa do antigénio CA 72.4 no soro é feita por
ensaio imunoenzimatico quimioluminescente do tipo sandwich???,

= Limitacdes/interferéncias: Nas amostras contaminadas com bactérias ou inativadas pelo

calor os resultados podem ndo ser confiaveis. As amostras de individuos contendo anticorpos
humanos anti-rato em concentracOes elevadas podem resultar em valores falsamente elevados
ou reduzidos??,

= Equipamento: MAGLUMI® 800 da SNIBE DIAGNOSTICS.

= Interpretacdo clinica: O antigénio CA 72.4 é usado para diagnosticar cancro gastrico e

cancro epitelial do ovario. Contudo, pode ainda ser usado, em combinagdo com o0s marcadores
CA 19.9 e CEA, para monitorizacdo da terapia e avaliacdo da evolucao da doenca apoés cirurgia
de individuos com cancro colorretal e/ou gastrico. O CA 72.4 apresenta-se ainda como um bom

marcador para detecdo de doenca em estadios avancados e pode ainda ser usado para
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monitorizar a recorréncia ou metastizacdo nos casos que apresentaram niveis sericos elevados

deste marcador antes da cirurgia®??.

CYFRA 211
O CYFRA 21.1 é um antigénio formado por um fragmento de citoqueratina 19 e é
utilizado como marcador tumoral para o cancro do pulméo. Este antigénio € uma proteina acida
expressa em células tumorais, que entra na circulacdo sanguinea ap6s a apoptose da célula
tumoral®?,
= Amostra: Soro.
= Metodologia: A determinacdo quantitativa de CYFRA 21.1 no soro é feita por ensaio

imunoenzimatico quimioluminescente do tipo sandwich?%,

= LimitacBes/interferéncias: A contaminacdo bacteriana, a inativacdo pelo calor, a
hemolise e a lipemia das amostras podem afetar os resultados deste ensaio. Também as amostras
de individuos que contém anticorpos humanos anti-rato podem resultar em valores falsamente
elevados ou reduzidos®%,

= Equipamento: MAGLUMI® 800 da SNIBE DIAGNOSTICS.

= Interpretacdo clinica: Apos a apoptose das células cancerigenas do pulmao, os niveis

séricos de CYFRA 21.1 aumentam, juntamente, com a concentragdo de outros marcadores
tumorais como, por exemplo, o CEA. Isto significa que os niveis pré-operatorios de CYFRA
21.1 estdo relacionados com o estadio do tumor, na medida que, quanto mais elevado for o nivel
de expressdo deste antigénio, maior sera o estadio e o tamanho do tumor?,

Este marcador tumoral € ainda usado para avaliar o efeito prognostico do tratamento de
individuos com cancro do pulmao sendo gue, niveis mais baixos em circulacdo significam uma

melhor resposta & quimioterapia®?.

ANTIGENIO DO CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS

O antigénio do carcinoma de células escamosas (SCCA) é uma glicoproteina codificada
por dois genes homdlogos, SCCA1 e SCCA2, implicados no processo de proliferacdo do
tumor??,

Os carcinomas de células escamosas (SCC), também conhecidos como carcinomas
epidermoides, sdo o conjunto de cancros que resultam de células escamosas. Estas células

encontram-se na superficie de alguns 6rgdos do corpo, principalmente, do sistema respiratorio

Péagina | 189



e digestivo. Apesar de pertencerem aos SCC, os carcinomas de diferentes 6rgdos podem
apresentar sintomas, prognastico e resposta ao tratamento diferentes??,

= Amostra: Soro.

= Metodologia: A determinacdo quantitativa de SCCA no soro é feita por ensaio
imunoenzimatico quimioluminescente do tipo sandwich??,

» LimitacBes/interferéncias: A contaminagdo bacteriana, inativagdo pelo calor, hemdlise

e lipemia das amostras podem deturpar os resultados para este ensaio. Também as amostras que
contém anticorpos humanos anti-rato podem resultar em valores falsamente elevados ou
reduzidos, quando estes estdo presentes em concentragdes séricas extremamente elevadas??,

= Equipamento: MAGLUMI® 800 da SNIBE DIAGNOSTICS.

= Interpretacdo clinica: A expressdo de SCCA aumenta em todos os carcinomas de célula

escamosas, incluindo os do colo do Utero, pulméo, cabeca e pescogo, esdfago e reto, mas
também em individuos com insuficiéncia renal e com distarbios cutaneos ndo malignos, pelo
que se torna fundamental a anélise do quadro clinico e de outros exames complementares para
0 correto diagnéstico. A concentracdo sérica de SCCA esta diretamente relacionada com o
estadio da doenca, a presenca ou auséncia de fatores de risco, a resposta terapéutica e o resultado

oncoldgico (benigno ou maligno)??.

4.4.3. Analises Tiroide

O eixo hipotalamo-hipofise-tiroide regula a sintese, a libertacdo e a acdo das hormonas
tiroideias?®. A Hormona Libertadora de Tirotropina (TRH) é libertada pelo hipotalamo em
resposta as concentraces de hormonas da tiroide livres na circulacdo e circula do 6rgdo de
onde € sintetizada para a adeno-hipofise, atraves do sistema veia porta, dando inicio a sintese e
libertacdo de Tirotropina ou Hormona Estimulante da Tiroide (TSH). O ¢érgéo alvo paraa TSH
é a glandula tiroide, onde se liga ao seu recetor??®, e estimula a sintese, 0 armazenamento, a
secrec&o e 0 metabolismo da tiroxina (T4) e da triodotironina (T3)?2°227, Uma vez libertadas na
circulacdo, a maior parte de T4 e T3 ligam-se a proteinas transportadoras, como a globulina de
ligacdo de tiroxina (TBG) e a albumina??’.

A T4 e a T3 que ndo se encontra ligadas as proteinas transportadoras (livres) sao as
hormonas biologicamente ativas, importantes na regulacdo do crescimento e desenvolvimento

do ser humano e na manutencdo da temperatura corporal, estimulando a producédo de calor.
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Além disso, estas hormonas estdo implicadas em todos os processos do metabolismo dos
hidratos de carbono, bem como, de determinadas etapas do metabolismo dos lipidos e das

vitaminas?2>2%7,

T3 (TOTAL E LIVRE)

A T3 é a principal hormona tiroideia biologicamente ativa?®

e € apenas a parte livre que
estd imediatamente disponivel para ligar ao recetor e estimular uma resposta do 6rgéo alvo ou
dos tecidos??°,

De toda a T3 circulante, somente uma pequena proporcdo provém da secrecdo direta da
glandula tiroide e a restante fracdo resulta da deiodinacdo enzimatica de T4 para T3 pelos
tecidos periféricos??’%8,

= Amostra: Soro.
= Metodologia: A determinacdo quantitativa dos niveis de T3 total e livre € feita por ensaio
imunoenzimatico competitivo, com detegao por quimioluminescéncia??>22°,

= Limitacdes/interferéncias: Nestes dois ensaios € necessario ter em conta que podem

ocorrer interferéncias provocadas pela presenca de anticorpos heter6filos ou por elevados niveis
de biotina na amostra®2°2%,
» Equipamento: UNICEL DxI da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: A determinacdo da concentracdo sérica de T3 total € importante

no diagndstico dos distarbios da tiroide. Concentracdes elevadas de T3 total podem ser
encontradas na doencga de Graves e em muitas outras patologias que causam hipertiroidismo.
Por outro lado, concentracfes reduzidas estdo presentes em individuos com patologias que
provocam hipotiroidismo primario, como é o caso da tiroidite de Hashimoto e o hipotiroidismo
neonatal, ou em individuos com hipotiroidismo secundario, causado por disfungdes do eixo
hipotalamo-hipo6fise?2°2%6,

Por sua vez, a medicdo de T3 livre é Gtil quando ocorrem alteragdes dos valores de T3
total, devido a mudancas nas proteinas de ligacdo com as hormonas tiroideias, nomeadamente,
nos casos de TBG alterada ou de baixas concentracdes de albumina. Para além disso, é
necessario ter em conta que as doencas metabolicas ndo-tiroideias também podem causar
alteracdes nos niveis de T3 livre, pelo que os resultados devem ser sempre interpretados em
conjunto com outros parametros. Nestes casos deve-se dar especial atencdo a individuos que
facam terapia com medicamentos anticonvulsivantes, pois estes podem provocar uma redugéo

dos niveis de T3 livre, causados por um aumento do metabolismo hepético. Contrariamente aos
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anteriores, individuos submetidos a terapéutica com heparina podem apresentar niveis elevados
de T3 livre?®,

T4 (TOTAL E LIVRE)

A medicéo dos niveis de T4 total fornece uma informac&o fidedigna do estado da tiroide
quando néo existem problemas de ligacéo as proteinas transportadoras desta hormona. Contudo,
mudangas nessas proteinas podem ocorrer, 0 que afeta as concentracbes de T4 total em
circulagdo, deixando apenas inalterada a concentragéo da hormona livre??’.

= Amostra: Soro.

= Metodologia: A determinacdo quantitativa dos niveis de T4 total e livre € feita por ensaio
imunoenzimatico quimioluminescente??’. No entanto, o ensaio para determinacio da T4 total é
um imunoensaio competitivo e para determinacdo da T4 livre € um imunoensaio do tipo
sandwich??®,

= Limitacdes/interferéncias: Individuos que estdo permanentemente em contacto com

animais ou que tenham sido submetidos a imunoterapia podem produzir anticorpos que
interferem com os imunoensaios??”?%8, Por outro lado, durante a gravidez, o ensaio para
determinacéo de T4 total pode originar resultados falsamente baixos?%’.

= Equipamento: UNICEL DxI da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: As determinacbes de T4 livre e T4 total sdo importantes na

confirmacdo do diagndstico de disturbios da tiroide. Assim, as concentragdes de T4 total
encontram-se elevadas em individuos com doenca de Graves, hipotiroidismo secundario,
tiroidite subaguda ou nodulo toéxico. Niveis reduzidos de T4 total ocorrem em casos de
hipotiroidismo primario, como a tiroidite de Hashimoto e o hipotiroidismo neonatal, ou em
casos de hipotiroidismo secundario??’. Por outro lado, niveis altos de T4 livre comprovam o
diagnostico clinico de hipertiroidismo, enquanto niveis muito baixos desta fracdo podem
confirmar um diagndstico de hipotiroidismo. Os resultados devem ser sempre analisados
juntamente com o quadro clinico e outros exames, pois alteragdes nos niveis de T4 livre também

podem estar presentes noutras patologias®%.

TSH
A sintese e a segregacdo de TSH s&o estimuladas pela TRH, produzida pelo hipotalamo

em resposta aos niveis baixos de T3 e T4 em circulacdo. Em oposicéo, niveis elevados de T3 e
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T4 suprimem a producdo de TSH. Este sistema de feedback negativo é feito pelo eixo
hipotdlamo-hipdfise-tiroide e qualquer alteragdo no seu funcionamento pode influenciar os
niveis de TSH, T4 e T3 em circulagdo®?°.

= Amostra: Soro.

= Metodologia: A determinagdo quantitativa dos niveis de TSH é feita por ensaio
imunoenzimatico quimioluminescente do tipo sandwich?®,

= Limitacdes/interferéncias: As amostras que contenham substancias interferentes, como

fator reumatoide, fosfatase alcalina endogena, fibrina e proteinas capazes de se ligarem a
fosfatase alcalina, assim como, anticorpos heterofilos sdo suscetiveis de causar resultados
errados no imunoensaio??®,

» Equipamento: UNICEL DxI da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: A medicao de TSH ¢é utilizada para avaliacao do estado da tiroide.

A TSH ¢, normalmente, medida em conjunto com outras hormonas ou anticorpos da tiroide
para: detetar ou excluir casos de hipotiroidismo ou hipertiroidismo; monitorizar o tratamento;
monitorizar individuos com cancro da tiroide em tratamento e avaliar a resposta ao teste de
estimulacdo com TRH. Niveis reduzidos de TSH podem estar presentes na doenca de Graves e

no hipertiroidismo subclinico ou em doengas tiroideias gestacionais e pds-parto??°.

ANTICORPO ANTI-RECETOR DA TSH

O recetor da TSH € uma proteina que quando ligada a essa hormona estimula a producéo
de T4 e T3. Normalmente, este recetor é encontrado na superficie das células epiteliais da
tiroide, mas também esta presente no tecido adiposo e fibroblastos®.

Nas doencas autoimunes, as subunidades do recetor de TSH circulantes podem funcionar
como antigénio sendo, por isso, o alvo de autoanticorpos, nomeadamente, 0s anticorpos anti-
recetor da tirotropina (TRAD). Estes anticorpos podem estimular (TSAb) ou inibir (TBADb) a
secrecdo das hormonas tiroideias, originando a doenca de Graves ou o hipotiroidismo,
respetivamente. No caso da doenca de Graves, a estimulagdo do recetor da TSH pelos
anticorpos TSAD origina hiperplasia da tiroide e, consequentemente, hipertiroidismo, enquanto
que no hipotiroidismo, os anticorpos TBAb competem com a TSH pelos locais de ligagdo ao
recetor, bloqueando o efeito bioldgico da TSHZ?.

= Amostra: Soro.
= Metodologia: A determinacdo quantitativa de TRAb no soro é feita por ensaio

imunoenzimatico quimioluminescente do tipo sandwich?®,
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= Limitag@es/interferéncias: Amostras que contenham anticorpos humanos anti-rato,

contaminacdo bacteriana ou inativadas pelo calor podem resultar em valores falsamente
elevados ou reduzidos?.

= Equipamento: MAGLUMI® 800 da SNIBE DIAGNOSTICS.

» Interpretacdo clinica: A determinacdo da concentracdo de TRAb em circulacdo auxilia

na detecdo ou excluséo do hipertiroidismo autoimune. Além disso, esta medi¢ao também pode
ser usada para monitorizar a terapéutica aplicada na doenca de Graves, ou auxiliar no
diagnostico de hipertiroidismo neonatal transitorio, resultante da passagem destes anticorpos

da m&e com esta doenca para o feto?,

TIROGLOBULINA
A tiroglobulina € uma glicoproteina, armazenada na glandula tiroide, que funciona como
uma pré-hormona na sintese da T4 e da T3. A libertacdo de T4 e T3 na circula¢do acontece
quando as proteases dos lisossomas separam a T4 e a T3 da tiroglobulina®*.
= Amostra: Soro.
= Metodologia: A determinagdo quantitativa dos niveis de tiroglobulina no soro é feita por
ensaio imunoenzimatico quimioluminescente do tipo sandwich?3,

= Limitacdes/interferéncias: Podem ocorrer interferéncias em amostras que contenham

anticorpos heterofilos e elevados niveis de biotina. Também as amostras que contenham
anticorpos anti-tiroglobulina estdo suscetiveis a produzir resultados erréneos (falsamente
elevados), de modo que todas as amostras devem ser rastreadas para estes anticorpos e as
amostras que resultarem positivas devem ser interpretadas tendo isso em conta?Z.

» Equipamento: UNICEL DxI da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: A tiroglobulina pode aparecer elevada em diversos distdrbios que

provocam a destruicdo do tecido da tiroide, como € o caso da tiroidite de Hashimoto, doenca
de Graves, adenoma da tiroide, tiroidite subaguda e carcinoma da tiroide?3!.

Por outro lado, e tendo em conta que a tiroglobulina apenas é encontrada na tiroide, a
concentracdo sérica desta pro-hormona diminuird para niveis muito baixos ap6s uma
tiroidectomia total ou subtotal ou outra terapéutica bem-sucedida do tecido cancerigeno da
tiroide. Nestes casos, um aumento dos niveis séricos de tiroglobulina podera significar

reincidéncia da doenga®®,
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ANTICORPO ANTI-TIROGLOBULINA
Os anticorpos anti-tiroglobulina sdo autoanticorpos que podem estar presentes em
individuos com doencas autoimunes da tiroide?3?,
= Amostra: Soro.
= Metodologia: A determinagdo quantitativa dos niveis séricos de anticorpos anti-
tiroglobulina é feita por ensaio imunoenzimatico quimioluminescente do tipo sandwich??,

= LimitacOes/interferéncias: Este ensaio é sensivel a interferéncia de elevados niveis de

biotina, assim como, a presenca de anticorpos heterdfilos na amostra®®.
= Equipamento: UNICEL DxI da BECKMAN COULTER.
» Interpretacdo clinica: Estes autoanticorpos podem ser detetados em individuos com

doenca de Graves, mas sdo mais prevalentes em individuos com tiroidite de Hashimoto?®?,

ANTICORPO ANTI-PEROXIDASE TIROIDEIA
A peroxidase tiroideia é uma glicoproteina de membrana, presente somente nos tirdcitos

(células epiteliais foliculares secretoras). Esta enzima catalisa as reacdes de oxidagédo do iodeto
em residuos de tirosina, contidos na tiroglobulina, importantes para a sintese de T3 e T4. A
peroxidase tiroideia € um dos antigénios mais importantes da glandula tiroide, o que faz com
gue possam ocorrer mecanismos autoimunes com producdo de autoanticorpos anti-peroxidase
tiroideia (TPOAD)?%,

= Amostra: Soro.

= Metodologia: A determinacdo quantitativa dos niveis séricos de TPOAb é feita por
ensaio imunenzimatico quimioluminescente do tipo sandwich?3,

= Limitacdes/interferéncias: Neste imunoensaio existe a possibilidade de interferéncia de

anticorpos heterdéfilos contidos na amostra?®,
= Equipamento: UNICEL DxI da BECKMAN COULTER.
= Interpretacdo clinica: A determinacdo dos niveis de TPOAD e, atualmente, o teste mais

sensivel para a detecdo de doengas autoimunes da tiroide??,

Sdo observados niveis elevados destes autoanticorpos em individuos com tiroidite de
Hashimoto ou com doenca de Graves. No entanto, podem também ser encontrados niveis
aumentados de TPOAb em individuos com doencas autoimunes néo tiroideias, como a anemia

perniciosa, a diabetes mellitus do tipo | ou outras patologias que ativam o sistema imunitario®s.
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Assim, a detecdo de TPOAD é utilizada como um pardmetro auxiliar no diagnostico dos
disturbios autoimunes da tiroide e permite que o clinico consiga distinguir entre distarbios

autoimunes da tiroide e bocio ou hipotiroidismo ndo autoimune®®,

CALCITONINA
A calcitonina é uma hormona polipeptidica produzida pelas células parafoliculares

(células C) da tiroide. A sua principal fungdo é a reducdo do célcio em circulagcéo, sendo por
isso um antagonista dos efeitos da PTH, e participa no metabolismo fosfo-calcico. A secrecdo
de calcitonina € estimulada pelo aumento do calcio sérico, gastrina e pentagastrina, o que faz
com que iniba a atividade dos osteoclastos nos 0ssos e a reabsor¢édo de célcio e fosfato pelas
células do tdbulo renal, permitindo a sua excregio na urina®3*,

= Amostra: Soro.

= Metodologia: A determinacdo quantitativa de calcitonina no soro € feita por ensaio
imunoenzimatico quimioluminescente do tipo sandwich?3,

» LimitacBes/interferéncias: As amostras de individuos que tenham anticorpos humanos

anti-rato em concentragfes elevadas podem resultar em valores falsamente elevados ou
reduzidos. Também a contaminacgdo bacteriana ou a inativacdo de calor das amostras podem
afetar os resultados deste ensaio®*,

= Equipamento: MAGLUMI® 800 da SNIBE DIAGNOSTICS.

= Interpretacdo clinica: A calcitonina pode ser usada para diagnéstico como um marcador

tumoral do cancro medular da tiroide, pois niveis elevados desta hormona estdo presentes em
individuos com esta patologia. Este marcador pode ainda ser usado em amostras de biopsia de
lesBes suspeitas para avaliar se sdo metastases do cancro original. No entanto, concentragdes
aumentadas de calcitonina também podem indicar outras doencas, tais como hiperplasia das
células C e outras neoplasias ndo tiroidianas, insuficiéncia renal aguda e cronica, hipercalcemia,

hipergastrinemia e outros dist(irbios gastrointestinais e doenca pulmonar?3,
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4.4.4. Analises Endocrinologia

HORMONA LUTEINIZANTE E HORMONA FOLICULO-ESTIMULANTE

A hormona luteinizante (LH) e a hormona foliculo-estimulante (FSH) sdo hormonas
compostas por duas subunidades glicoproteicas denominadas alfa e beta, sendo que a primeira
apresenta estrutura similar as restantes gonadotrofinas (hCG e TSH) e a segunda tem uma
estrutura especifica de cada uma destas hormonas, contribuindo para a sua especificidade
fisiologica e imunolégica. A LH e FSH sdo produzidas pelas células gonadotrépicas do lobo
anterior da hipofise e segregadas de forma pulsatil em resposta & hormona libertadora de
gonadotropina (GnRH), segregada pelo hipotalamo?3>2%¢,

Nas mulheres, a libertacdo de LH e FSH estimula a maturacéo final do foliculo, a rutura
folicular e, consequentemente, a ovulagdo. Nos homens, a LH € responsavel pela estimulacao
das células intersticiais (ou células de Leydig) para a producéo de testosterona?®, enquanto que
a FSH estimula a espermatogénese, através de recetores nas células de Sertoli, presentes nos
tdbulos seminiferos dos testiculos?®®,

= Amostra: Soro.
» Metodologia: A determinacdo quantitativa das concentracGes de LH e FSH no soro é
feita por ensaio imunoenzimatico quimioluminescente do tipo sandwich?3>23,

= LimitacGes/interferéncias: Amostras de individuos que estejam regularmente em

contacto com animais ou que tenham sido submetidos a imunoterapia podem conter anticorpos,
que interferem com os imunoensaios?3>2%,
» Equipamento: UNICEL DxI da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: Normalmente, as concentraces de LH e FSH sdo determinadas

para auxiliar no diagnéstico de distdrbios menstruais, infertilidade ou de problemas de
desenvolvimento puberal?®>2%,

Nas mulheres, concentracdes baixas de LH e FSH podem indicar uma insuficiéncia
pituitaria ou uso de contracetivos orais, enquanto que concentracdes elevadas destas hormonas
estdo associadas a hipogonadismo, provocado por menopausa, ooforectomia (remocdo dos
ovarios), sindrome ovarica prematura ou sindrome de Turner. Por outro lado, a razdo LH/FSH
tem sido bastante utilizada para ajudar no diagnéstico da sindrome do ovario poliquistico?>2%,

Nos homens, concentracdes elevadas de LH e FSH podem indicar insuficiéncia testicular
ou anorquia, quando associadas a hipogonadismo, mas também insuficiéncia nas células de

Sertoli, originando a sindrome de Klinefelter?352%,
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ESTRADIOL
O estradiol € um estrogénio natural e a principal hormona sexual feminina, importante

na regulacdo do ciclo menstrual. Em mulheres ndo gravidas, o estradiol é segregado pelos
ovarios e pelo corpo lateo, no entanto, este também pode ser produzido, em quantidades
minimas, pelas glandulas suprarrenais e, nos homens, pelos testiculos. As concentragdes de
estradiol em circulagdo variam ao longo do ciclo menstrual feminino, aumentando antes da
ovulacdo e diminuindo a medida que os niveis de LH aumentam. As concentracfes desta
hormona voltam a aumentar durante a fase de crescimento endometrial, juntamente com 0s
niveis de progesterona®’,

= Amostra: Soro.

= Metodologia: A determinacdo quantitativa dos niveis de estradiol no soro é feita por
ensaio imunoenzimatico quimioluminescente do tipo competitivo®®’.

» LimitacBes/interferéncias: A presenga de anticorpos heterdfilos, fator reumatoide,

fosfatase alcalina enddgena, fibrina e proteinas capazes de se ligarem a fosfatase alcalina, pode
gerar interferéncias com os resultados do ensaio®®’.
» Equipamento: UNICEL Dxl da BECKMAN COULTER.

» Interpretacdo clinica: Os niveis de estradiol sdo, normalmente, utilizados para avaliar o

estado de maturacdo folicular em mulheres e tém sido fundamentais para a avaliacdo do
desenvolvimento sexual em criancas, da anovulacdo e/ou amenorreia, da sindrome do ovario
poliquistico, das causas de infertilidade e menopausa, mas também para a monitorizacdo do
processo de fertilizagdo in vitro?*'.

Por outro lado, nos homens, a presenca de concentracdes de estradiol elevadas €

indicativa de sindromes de feminizagdo, como a ginecomastia®®’.

PROGESTERONA

A progesterona € uma hormona esteroide produzida em baixas quantidades pelo cortex
suprarrenal, tanto dos homens como das mulheres. Nas mulheres, esta hormona é produzida
principalmente pelo corpo lateo, durante o ciclo menstrual, e pela placenta, durante a
gravidez?®. O principal sitio de acdo da progesterona, durante a fase litea, é o Utero,
preparando-o para a implantacdo e suporte do desenvolvimento fetal, atraves do aumento do
leito vascular e reducdo da atividade do miométrio. Durante a gravidez, a progesterona é

necessaria para a manutencio da placenta®®.
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A progesterona tem um papel importante em todo o organismo, pois para além de
hormona, também é o precursor dos estrogénios, androgénios e dos esteroides
adrenocorticais®,

= Amostra: Soro.
= Metodologia: A determinagdo quantitativa dos niveis de progesterona no soro € feita por
ensaio imunoenzimatico de ligagdo competitiva com detegdo por quimioluminescéncia?®.

= Limitacdes/interferéncias: Existe a possibilidade de interferéncia no ensaio quando
238

amostras contém anticorpos heterofilos
= Equipamento: UNICEL DxI da BECKMAN COULTER.
= Interpretacdo clinica: De um modo geral, 0 aumento da concentracdo de progesterona

indica que a mulher se encontra na fase lutea do ciclo ovarico ou podera ainda indicar gravidez.
Durante a gravidez, as concentracdes sericas desta hormona mantém-se relativamente
constantes até a oitava semana de gestacao, pelo que, valores diminuidos de progesterona neste
periodo podem significar complicacdes. Os niveis séricos de progesterona (reduzidos),
juntamente com os niveis séricos de LH (reduzidos), sdo importantes para o disgnostico de

disfuncéo da fase Iitea apos a ovulagio?3,

170-HIDROXIPROGESTERONA
A progesterona pode ainda ser sintetizada em 17a-hidroxiprogesterona ou

androstenediona. A 17a-hidroxiprogesterona € uma hormona esteroide que funciona como
intermediario quimico na biossintese de outros esteroides endégenos, incluindo androgénios,
estrogénios, glucocorticoides, mineralocorticoides e neurosteroides®?.

= Amostra: Soro.

= Metodologia: A determinagdo quantitativa de 17a-hidroxiprogesterona no soro é feita
por ensaio imunoenzimatico competitivo com detecio por quimioluminescéncia®®.

= Limitacdes/interferéncias: Amostras que contenham anticorpos anti-rato, com

contaminagdo bacteriana ou inativadas pelo calor podem produzir resultados falsamente
elevados ou reduzidos?®°.

= Equipamento: MAGLUMI® 800 da SNIBE DIAGNOSTICS.

= Interpretacdo clinica: A determinagdo de 17a-hidroxiprogesterona € importante para a

avaliacdo de individuos com hiperplasia adrenal congénita, pois as hidroxilases produzidas sao
disfuncionais, levando a uma acumulacdo desta hormona em circulagdo. Por outro lado, a

determinacao de 17a-hidroxiprogesterona também é usada para a avaliacdo da atividade do
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corpo lateo durante a gravidez, uma vez que, a progesterona também é produzida pela placenta

e, por isso, ndo é um bom indicador?®,

TESTOSTERONA (TOTAL E LIVRE)
A testosterona é uma hormona esteroide, sintetizada a partir do colesterol?’ e segregada,

maioritariamente, pelas células de Leydig ou intersticiais dos testiculos do homem?#

e, em
menores quantidades, pelos ovarios da mulher ou pelas glandulas suprarrenais em ambos 0s
géneros??, A quantidade de testosterona sintetizada é regulada e controlada pela agéo da LH?*
e é fundamental para o desenvolvimento dos érgdos do sistema reprodutor masculino, como 0s
testiculos e a prostata, e na manifestacdo de caracteristicas sexuais secundarias, como aumento
das massas muscular e 6ssea e o crescimento de pelos corporais®*.
Assim como outras hormonas, a testosterona pode ser encontrada em maior quantidade

ligada a proteinas ou na forma livre, que é a forma biologicamente ativa?*.

= Amostra: Soro.

= Metodologia: As determinacGes quantitativas de testosterona total e livre no soro sao

feitas por ensaio imunoenzimatico competitivo com detecdo por quimioluminescéncia?4®24,

= Limitacdes/interferéncias: Amostras que contém anticorpos humanos anti-rato ou que
apresentem contaminacéo bacteriana e inativacdo pelo calor podem originar valores falsamente
elevados ou reduzidos®*®?4l, Para além disso, para determinacdo de testosterona total n&o
devem ser utilizadas amostras de individuos a receber tratamento com 19-nortestosterona
(Nandrolona)?*.

» Equipamento: MAGLUMI® 800 da SNIBE DIAGNOSTICS.

= Interpretacdo clinica: Niveis reduzidos de testosterona em homens podem provocar

fragilidade e perda 0ssea, enquanto que niveis aumentados estdo presentes em homens com
hipergonadismo ou hiperpituitarismo, e em mulheres com hirsutismo, distirbios menstruais e
sindrome do ovario poliquistico. A determinacgéo das concentracfes desta hormona é ainda util
na caracterizagdo e acompanhamento de alguns tipos de cancro, como o testicular, da mama,
do ovério e tumores adrenais®*°.

Como referido, a maioria da testosterona em circulagdo esta ligada a proteinas,
principalmente, a globulina de ligagdo de hormonas sexuais (SHBG) e & albumina?¥, pelo que
a determinacdo dos niveis de testosterona livre € um bom auxiliar de diagndstico de
hipogonadismo, quando os niveis de testosterona total ndo correspondem a apresentacdo

clinica. Para além disso, a determinacgéo das concentracdes de testosterona livre em circulagédo
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é Util para a medigdo indireta dos niveis de SHBG, assim como, na monitorizacdo da doenca de

Alzheimer e em idosos?*L,

HORMONA ANTI-MULLERIANA

A hormona anti-Milleriana é uma glicoproteina que desempenha um papel importante
na determinacao e diferenciacio sexual durante o desenvolvimento embrionario®#,

Nos homens, esta hormona é sintetizada nas células de Sertoli, nos testiculos, a partir da
quinta semana de desenvolvimento embrionério, sendo fundamental para a regressao dos ductos
mullerianos, responsaveis pela formacao dos 6rgdos sexuais femininos. Os niveis séricos desta
hormona diminuem apds a puberdade e mantém-se em circulagio com concentragdes baixas?*.

Nas mulheres, a hormona anti-Milleriana é produzida pelas células granulosas do ovario
e aparece pela primeira vez na trigésima sexta semana de gestacdo. Apos a puberdade, com o
inicio do ciclo menstrual, esta hormona diminui lentamente 0s seus niveis em circulacao até se
tornar indetetavel com o aparecimento da menopausa®¥.

= Amostra: Soro.
= Metodologia: A determinacgdo quantitativa da hormona anti-Mdilleriana no soro é feita
por ensaio imunoenzimatico quimioluminescente do tipo sandwich?#2,

= Limitacdes/interferéncias: Amostras hemolisadas ou que contenham anticorpos

heterdfilos podem originar interferéncias durante o ensaio?*.
= Equipamento: MAGLUMI® 800 da SNIBE DIAGNOSTICS.
= Interpretacdo clinica: Para além da avaliagdo do estado de maturacdo sexual, a

determinacdo da hormona anti-Mdulleriana € utilizada para estudos de fertilidade como, por
exemplo, para avaliacdo das reservas de Ovulos, pois € uma hormona envolvida na

foliculogénese e ndo apresenta flutuagdes durante o ciclo menstrual?#2,

PROLACTINA

A prolactina é uma hormona segregada pelas células da hipéfise em resposta ao estimulo
efetuado pela serotonina ou pela TRH, produzidas no hipotalamo. Em individuos saudaveis,
esta secrecio varia consoante as horas do dia, sendo superior & noite?*,

Na mulher, a prolactina é uma hormona necessaria ao desenvolvimento mamario e, em
casos de gravidez, estimula e mantém a secrecéo lactea®*?,

=  Amostra: Soro.
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= Metodologia: A determinacdo quantitativa das concentragdes séricas de prolactina é
feita por ensaio imunoenzimatico quimioluminescente do tipo sandwich?®,

= Limitacdes/interferéncias: Amostras de individuos gque estdo permanentemente em

contacto com animais ou que tenham sido submetidos a imunoterapia podem produzir
anticorpos que interferem com o imunoensaio®*,
= Equipamento: UNICEL DxI da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: Nos individuos saudaveis, as concentracdes de prolactina em

circulacdo aumentam em resposta a estimulos fisiologicos, como o sono, exercicio fisico,
estimulagdo dos mamilos, relacBes sexuais, hipoglicemia, gravidez e stress cirurgico. No
entanto, concentragdes bastante elevadas de prolactina podem estar relacionadas com
infertilidade feminina, impoténcia e infertilidade masculina, devido a inibicdo da producéo de
esteroides, mas também podem ser provocadas por hipotiroidismo primario, cancro da hipofise
e patologias funcionais e organicas do hipotdlamo. Também o uso de alguns medicamentos

pode provocar um aumento ou diminuicio das concentragBes séricas de prolactina?*3.

B-HCG TOTAL

A gonadotropina coridnica humana (hCG) é uma hormona, produzida pela placenta, com
estrutura similar as hormonas da hipdfise FSH, TSH e LH. Estas hormonas podem ser
estruturalmente divididas em: subunidade o, comum a todas, e subunidade B, diferente de
hormona para hormona, que confere especificidade imunoldgica e biologica?*.

Na gravidez, pouco depois da implantacdo do ovo na parede do Utero, o trofoblasto
comeca a produzir hCG, de forma a manter as secrecdes de esteroides do corpo IUteo até que
seja a placenta a fazé-lo, o que torna esta hormona um excelente indicador de gravidez?**.

= Amostra: Soro ou plasma.

= Condicdes de colheita: A amostra de plasma deve ser obtida através do uso de heparina
de litio como anticoagulante®**,

= Metodologia: A determinagdo quantitativa dos niveis de B-hCG total no plasma/soro é
feita por ensaio imunoenzimatico quimioluminescente do tipo sandwich?*.

= Limitacdes/interferéncias: Neste ensaio existe a possibilidade de interferéncia de

anticorpos heterdfilos contidos na amostra, assim como, fator reumatoide, fosfatase alcalina
enddgena, fibrina e proteinas com capacidade de fixacdo a fosfatase alcalina®*,
= Equipamento: ACCESS 2 da BECKMAN COULTER.
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= Interpretacdo clinica: Este ensaio é utilizado como um auxiliar na detecdo precoce da

gravidez. Em gestacfes normais, a hCG pode ser detetada apds a implantacdo, ou seja, sete a
nove dias apos a concecdo, sendo que as concentracdes desta hormona duplicam a cada dois a
trés dias nas primeiras seis semanas. Até ao fim do primeiro trimestre € visivel um aumento
gradual da concentracdo de hCG, no entanto, terminado esse periodo os niveis diminuem
durante o tempo restante da gravidez até voltarem a ser indetetaveis apos o parto. Niveis
invulgarmente baixos ou com uma diminuicao drastica podem indicar uma gravidez ectdpica
ou um aborto espontaneo iminente?*,

A concentragdo de B-hCG pode também ser utilizada em testes de rastreio pré-natal,
juntamente com concentragdes de AFP, estriol ndo conjugado e inibina A, para avaliacdo do
risco de sindrome de Down. Nos casos de risco elevado de trissomia 21, os valores de B-hCG
no soro materno, medidos entre a décima quinta e a vigésima segunda semana de gravidez
encontram-se, muitas vezes, mais altos do que numa gravidez néo afetada por esta condigdo®*.

Por outro lado, a hCG pode ser detetada em mulheres que estejam em peri e pos-
menopausa, assim como, em mulheres com neoplasias trofoblastica ou nao-trofoblastica, pelo
que os resultados devem ser sempre apoiados por quadro clinico, anamnese ou outros

exames?*4,

INSULINA
A insulina ¢ uma hormona, produzida pelas células B do pancreas, que regula a absorcao

e a utilizacdo da glucose pelas células. Sempre que ocorre um aumento da concentracdo de
glucose em circulacao é estimulada a secrecdo de insulina e, consequentemente, a absorcdo de
glucose nos tecidos e inibicdo da divisdo de glicogénio no figado. Para além disso, esta hormona
também ¢é importante na regulacio da sintese proteica e no armazenamento dos triglicéridos?*®.

= Amostra: Soro.

» Metodologia: A determinacdo quantitativa dos niveis de insulina no soro é feita por
ensaio imunoenzimatico quimioluminescente do tipo sandwich?4.

= Limitacdes/interferéncias: Amostras que contenham anticorpos heteréfilos, assim

como, anticorpos anti-insulina podem interferir com o ensaio®.
= Equipamento: UNICEL DxI da BECKMAN COULTER.

» Interpretacdo clinica: A determinagdo dos niveis séricos de insulina é importante no

diagndstico de diabetes mellitus. Esta doenca € caracterizada por uma hiperglicemia cronica,

devido a uma inadequada absorcao de glucose pelos tecidos. A diabetes pode ser dividida em
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duas categorias distintas, consoante a secrec¢do de insulina: Tipo | e Tipo I1. A diabetes mellitus
tipo I, ou insulinodependente, ¢ causada pela destrui¢ao autoimune das células B do pancreas,
0 que provoca uma diminuicdo gradual da secrecdo de insulina a medida que as células sdo
destruidas. Nestes casos, para sobreviver, o doente deve ser submetido a terapia com insulina.
No caso da diabetes mellitus tipo I, ou ndo insulinodependente, as células dos tecidos tém uma
resisténcia a atuacdo da insulina, 0 que provoca uma resposta lenta ou insuficiente quando
ocorre uma hiperglicemia. Os niveis de insulina em circulacdo em doentes com diabetes
mellitus tipo I é normal ou ligeiramente elevada®.

Para além do diagndstico de diabetes mellitus, a medi¢cdo dos niveis de insulina é
utilizada para a monitorizacdo de individuos tratados com insulina ou para o diagndstico de
insulinoma, um tumor das células B do pancreas e que pode causar um estado de

hiperinsulinismo e, consequentemente, uma hipoglicemia®*.

ANTICORPOS ANTI-INSULINA (1AA)

Os anticorpos anti-insulina, sdo autoanticorpos pertencentes a classe 1gG que sao
dirigidos contra as células B do pancreas estando, normalmente, presentes em individuos com
diabetes mellitus a receber tratamento com insulina®*®.

=  Amostra: Soro.
»= Metodologia: A determinac¢do quantitativa dos autoanticorpos anti-insulina no soro é
feita por ensaio imunoenzimatico quimioluminescente do tipo sandwich?%.

= Limitacdes/interferéncias: As amostras que contenham anticorpos anti-rato ou que se

apresentem com contaminacdo bacteriana ou inativadas pelo calor podem provocar
interferéncias no ensaio?¥.
= Equipamento: MAGLUMI® 800 da SNIBE DIAGNOSTICS.

= Interpretacdo clinica: Os anticorpos anti-insulina s&o, normalmente, detetados em

individuos com predisposi¢do para o desenvolvimento de diabetes mellitus do tipo I, ainda
assintomaticos. A presenca destes autoanticorpos evidencia uma doencga autoimune e a sua
quantificacdo pode ser util para auxiliar o clinico na previsdo, diagndstico e tratamento de

individuos com diabetes mellitus?*.
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ANTICORPO ANTI-DESCARBOXILASE DO ACIDO GLUTAMICO
A descarboxilase do &cido glutamico (GAD) é uma enzima que esta envolvida na sintese
do neurotransmissor &acido gama-aminobutirico (GABA)?*’. Para além dos neur6nios, 0 GABA
também ¢é produzido nas células B do pancreas, que o secretam juntamente com a insulina. O
GABA secretado liga-se aos recetores GABA nas células a do pancreas, inibindo a secregdo da
hormona glucagon, de modo a potenciar a a¢éo da insulina.
O anticorpo anti-GAD ¢ o principal autoanticorpo encontrado nas ilhotas pancreaticas e
é um importante marcador soroldgico de predisposicdo para diabetes mellitus tipo 124,
= Amostra: Soro.
= Metodologia: A determinacdo quantitativa do anticorpo anti-GAD no soro é feita por
ensaio imunoenzimatico quimioluminescente do tipo sandwich?*’.

= Limitacdes/interferéncias: Amostras com contaminacdo bacteriana, inativadas pelo

calor ou com anticorpos anti-rato podem originar resultados errados devido a interferéncias com
0 ensaio®*’.
= Equipamento: MAGLUMI® 800 da SNIBE DIAGNOSTICS.

= Interpretacdo clinica: A maior parte dos individuos diagnosticados com diabetes

mellitus tipo | apresenta anticorpos anti-GAD. Estes autoanticorpos s&o muitas vezes detetados
antes do inicio clinico da doenga, pelo que se torna um marcador preditivo para a progressao
de diabetes autoimune, como € o caso da diabetes mellitus tipo I. Para além disso, os anticorpos
anti-GAD estdo presentes em quantidade elevada numa variedade de distarbios neuroldgicos
autoimunes, como a sindrome da pessoa rigida, uma condi¢do que causa rigidez e espasmos

musculares progressivos, principalmente dos membros?*’.

PEPTIDO C
O péptido C, como o proprio nome indica, é um polipéptido que resulta da clivagem da

molécula de pro-insulina para a obtengéo de insulina, aquando da biossintese desta molécula.
Apbs este processo, 0 peptideo C e a insulina sdo armazenados em granulos secretores das
células B do péncreas e ambos sdo libertados para a circulacdo portal em resposta a uma
hiperglicemia*®,

= Amostra: Soro.

»= Metodologia: A determinagdo quantitativa de péptido C no soro é feita por ensaio

imunoenzimatico quimioluminescente do tipo sandwich?%,
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= LimitagBes/interferéncias: Podem ocorrer interferéncias em amostras que contenham

anticorpos heterdfilos?®,
= Equipamento: MAGLUMI® 800 da SNIBE DIAGNOSTICS.

= Interpretacdo clinica: A determinacgéo dos niveis séricos de péptido C é um bom auxiliar

na avaliacdo da quantidade de producgdo de insulina pelo organismo, uma vez que é segregado
em quantidades equimolares a insulina. Muitas das vezes, sdo medidas as concentracdes de
péptido C ao invés dos niveis de insulina, pois essa determinacdo ndo sofre interferéncias da
insulina exdgena. Esta determinacao e fundamental nos casos de diabetes mellitus, pois ajuda a
esclarecer o tipo de diabetes presente. Normalmente, niveis muito baixos de péptido C,
juntamente com hiperglicemia, confirmam um diagndstico de diabetes mellitus tipo I, enquanto
que niveis elevados ou normais deste péptido, juntamente com uma hiperglicemia, podem
indicar a presenca de diabetes mellitus tipo 11248,

Contudo, é necessario ter em conta que a ingestdo de alimentos ou o tratamento com
medicamentos estimulantes das células  aumentam a secrecdo de peptideo C e o jejum e alguns
medicamentos que contenham substancias inibidoras das células B, diminuem os niveis de
peptideo C. Todos estes fatores devem ser tidos em conta para a interpretacdo correta dos

resultados?*8.

GASTRINA
A gastrina é uma hormona peptidica que estimula a secre¢do do acido gastrico (HCI)

pelas células parietais do estbmago e facilita a motilidade gastrica. A gastrina pode ser
produzida por uma variedade de células do corpo, no entanto, a gastrina com atividade biol6gica
é, predominantemente, produzida pelas células G da mucosa antral do estbmago em resposta a
presenca de aminoacidos, aminas alimentares e calcio®*.

= Amostra: Soro.

= Metodologia: A determinacdo quantitativa de gastrina no soro € feita por ensaio
imunoenzimatico quimioluminescente do tipo sandwich?#°.

= Limitacdes/interferéncias: As amostras que contenham anticorpos anti-rato ou que

estejam contaminadas podem resultar em valores falsamente elevados ou reduzidos?*.
= Equipamento: MAGLUMI® 800 da SNIBE DIAGNOSTICS.

» Interpretacdo clinica: A determinagcdo de gastrina é utilizada para diagndstico de

gastrinoma, um tumor enddcrino que surge a partir das células das ilhotas, no pancreas, ou das

células produtoras de gastrina, no duodeno. O gastrinoma € um tumor produtor de gastrina que,
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consequentemente, leva a uma hipersecre¢do acida, originando Ulceras pépticas, sinais e
sintomas caracteristicos da sindrome de Zollinger-Ellison®®°.

A hipergastrinemia também pode ser encontrada noutras doengas como a gastrite
atrofica, anemia perniciosa, dispepsia, Ulcera gastrica e duodenal e carcinoma gastrico.
Contudo, nestas situagfes, as concentracGes séricas de gastrina ndo atingem valores t&o

elevados quanto na sindrome de Zollinger-Ellison®°.

ALDOSTERONA
A aldosterona ¢ uma hormona da familia dos mineralocorticoides produzida no cortex

da glandula suprarrenal em resposta ao estimulo da hormona angiotensina. A aldosterona
desempenha um papel fundamental na regulacdo do sodio e do potassio e, consequentemente,
na regulacéo da presséo arterial. Isto acontece devido ao sistema renina-angiotensina, do qual
a aldosterona faz parte, que faz com que a aldosterona atue nos recetores mineralocorticoides,
nos tabulos distais do nefronio, de forma a promover uma reabsorc¢éo de sodio e excre¢do do
potassio para que se mantenha o equilibrio eletrolitico do organismo?®*.

= Amostra: Soro e urina (vinte e quatro horas).

= Metodologia: A determinagdo quantitativa de aldosterona no soro e na urina é feita por
ensaio imunoenzimatico quimioluminescente do tipo competitivo®®*.

= Limitacdes/interferéncias: Amostras contaminadas com bactérias, inativadas pelo calor

ou que contenham anticorpos anti-rato podem dar origem a valores falsamente elevados ou
reduzidos®®*,
= Equipamento: MAGLUMI® 800 da SNIBE DIAGNOSTICS.

= Interpretacdo clinica: A determinacdo dos niveis séricos de aldosterona ¢ um bom

auxiliar para o diagnostico ou monitorizacdo da terapéutica de individuos com doengas
cardiovasculares e renais.

Concentrac0es elevadas de aldosterona em circulacéo estdo, normalmente, presentes no
hiperaldosteronismo primério. Esta patologia esta associada a uma producdo excessiva de
aldosterona pela glandula suprarrenal devido a hiperplasia, adenoma ou carcinoma e resulta em
hipertensdo arterial associada a hipocaliemia. Por outro lado, também no hiperaldosteronismo
secundario podem ser encontradas concentracdes elevadas de aldosterona em circulagdo, no
entanto, a producdo desta hormona é provocada por uma hiperatividade do sistema renina-

angiotensina, devido a uma hipovolemia renal®:.
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Concentrages diminuidas de aldosterona indicam insuficiéncia suprarrenal, mas
também existem farmacos que interferem com a secrecdo ou a¢ao da aldosterona, usados como
hipertensivos. Estes farmacos reduzem a presséao arterial pelo bloqueio da enzima conversora
de angiotensina, descrita no subcapitulo 4.3.2. Analises Bioquimica, levando a diminuicdo da

secrecéo de aldosterona®?,

RENINA

A renina é uma protease produzida pelas células justaglomerulares do aparelho
justaglomerular dos rins em resposta a diminui¢do do volume sanguineo e da pressao arterial
ou a baixa concentracio de sodio no organismo?®?,

A renina ativa o sistema renina-angiotensina, através da clivagem do angiotensinogénio
em angiotensina | (inativa). Por sua vez, a angiotensina I, no epitélio vascular do pulméo, é
convertida em angiotensina Il (ativa), uma hormona capaz de provocar vasoconstri¢ao, pelo
estimulo do sistema nervoso central, e de estimular a secrecdo das hormonas antidiurética e
aldosterona pela glandula suprarrenal. O sistema renina-angiotensina torna-se fundamental na
regulacéo da pressdo arterial e da filtracdo glomerular renal®?2.

= Amostra: Plasma.

= Condicdes de colheita: A amostra de plasma deve ser obtida por colheita de sangue

venoso para tubo contendo EDTA como anticoagulante. Deve ser indicada a hora do dia na
qual foi feita a colheita??.

= Metodologia: A determinacdo quantitativa de renina em amostras de plasma € feita por
ensaio imunoenzimatico quimioluminescente do tipo sandwich?2,

= Limitacdes/interferéncias: Amostras que contenham anticorpos anti-rato, que sofram

inativacdo pelo calor ou contaminadas com flora microbiana podem originar interferéncias nos
resultados®®,
= Equipamento: MAGLUMI® 800 da SNIBE DIAGNOSTICS.

» Interpretacdo clinica: A determinacdo dos niveis de renina é um complemento a
determinacdo dos niveis de aldosterona para o diagndstico ou monitorizacao da terapéutica de
individuos com doencas cardiovasculares e renais??2.

Normalmente, no hiperaldosteronismo primario os valores de renina sd&o normais ou
reduzidos, enquanto que no hiperaldosteronismo secundario, as concentra¢cGes de renina

encontram-se aumentadas®?.
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Existem ainda outras sindromes mais raras onde a determinag&o de renina e aldosterona
pode ser importante para o seu diagndstico. A sindrome de Liddle resulta de uma atividade
aumentada dos canais epiteliais de sodio e cursa com concentragdes de renina e aldosterona
diminuidos. A sindrome de Bartter e a sindrome de Gitelman, resultam de alteracfes na parte
ascendente da ansa de Henle e no tabulo distal, respetivamente, o que provoca uma deficiente
reabsorcao de sédio. Em individuos com pseudo-hipoaldosteronismo tipo I, onde ocorre uma
reabsorcéo excessiva de potassio pelo rim, sdo encontrados valores de renina e aldosterona
reduzidos. Apesar de diferentes concentracdes de renina e aldosterona, todas estas doencas

levam a problemas de hipertens&o®®2,

HORMONA ADRENOCORTICOTROFICA
A hormona adrenocorticotrofica (ACTH) é uma hormona produzida e secretada pela
hipofise anterior, em resposta ao estimulo da hormona libertadora de corticotrofina (CRH). A
sua principal funcao é estimular a producéo e secrecdo de cortisol e outras hormonas esteroides
das células do cortex da glandula suprarrenal®®3,
= Amostra: Plasma.
= Condicdes de colheita: A amostra de sangue venoso deve ser colhida em tubo de EDTA

para a obtencdo de plasma?3,
= Metodologia: A determinacdo quantitativa de ACTH em amostras de plasma é feita por
ensaio imunoenzimatico quimioluminescente do tipo sandwich?®,

= Limitacdes/interferéncias: Amostras que contenham anticorpos anti-rato, contaminadas

ou inativadas pelo calor podem originar resultados falsamente elevados ou diminuidos®®.
= Equipamento: MAGLUMI® 800 da SNIBE DIAGNOSTICS.

= Interpretacdo clinica: Concentragdes séricas reduzidas de ACTH sdo encontradas em

individuos com insuficiéncia adrenal secundaria, provocada por um comprometimento da
hipdfise, ou com insuficiéncia adrenal terciaria, originada por uma diminuicgéo da libertacéo de
CRH pelo hipotalamo. Por outro lado, concentrac@es séricas elevadas de ACTH estéo presentes
em individuos com insuficiéncia adrenal primaria, também conhecida como doenga de
Addison, devido a um comprometimento da glandula suprarrenal com consequente perda de
producdo de cortisol. Niveis elevados desta hormona também podem ser encontrados em
individuos com sindrome de Cushing, provocada por um tumor hipofisario produtor de
ACTH?3,
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CORTISOL
O cortisol € uma hormona produzida e segregada pelo cortex das glandulas suprarrenais

em reposta ao estimulo da ACTH. O cortisol é metabolizado no figado, dando origem a varios
metabolitos importantes numa variedade de processos, como o metabolismo das proteinas, das
gorduras e dos carboidratos, a manutencdo da integridade muscular, especialmente, do
miocérdio, e na supressdo das atividades inflamatorias e alérgicas. No entanto, a regulacdo
neuroendocrina do cdrtex suprarrenal e, consequentemente, a producdo de cortisol, pode ser
influenciada pelo ritmo circadiano e situacdes de stress biologico como, por exemplo, febre,
psicose ou trauma>,

= Amostra: Soro e urina a tempo determinado (vinte e quatro horas).

= Metodologia: A determinacdo gquantitativa dos niveis de cortisol no soro e na urina é
feita por ensaio imunoenzimatico quimioluminescente do tipo competitivo®*.

= Limitacdes/interferéncias: Podem ocorrer interferéncias no ensaio quando as amostras

contém anticorpos heterofilos. Neste ensaio, ocorre reatividade cruzada com prednisolona
(corticosteroide) que faz com que os niveis de cortisol fiquem elevados®®*.

» Equipamento: UNICEL DxI da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: A alteracdo dos niveis séricos de cortisol pode ser causada por

disfuncBes hipotalamicas, pituitarias ou suprarrenais, que se ndo forem tratados podem
provocar desequilibrios metabdlicos graves para o individuo. Concentracdes elevadas desta
hormona, tanto no soro, como na urina (fator diagndstico), sdo encontrados na sindrome de
Cushing, devido a hiperfuncdo cortical suprarrenal provocada pelos niveis elevados de ACTH.
Por outro lado, concentracdes reduzidas estdo presentes em individuos com doenca de Addison
devido a uma insuficiéncia cortical suprarrenal causada, normalmente, por infecdo aguda,
trauma ou cirurgia. Niveis baixos de cortisol no soro podem ainda ser encontrados em mulheres

gravidas ou submetidas a terapias hormonais®*.

DHEA

A dehidroepiandrosterona (DHEA) é uma hormona esteroide produzida, principalmente,
pelas glandulas suprarrenais por acdo da ACTH, mas também pelas génadas, pela acdo de
GnRH, e pelo cérebro. Esta hormona é um intermediario metabolico da sintese dos esteroides
sexuais (androgénios e estrogénios) e, juntamente com eles, é a responsavel pelo crescimento
dos pelos pubicos e axilares, odor corporal, aumento da oleosidade da pele e cabelo e acne leve,

durante a adrenarca®.
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= Amostra: Soro.
»= Metodologia: A determina¢do quantitativa de DHEA em soro é feita por ensaio
imunoenzimatico quimioluminescente do tipo competitivo®®.

= Limitacdes/interferéncias: Amostras contaminadas, inativadas pelo calor ou com

anticorpos anti-rato podem originar resultados errados devido a interferéncias®®.
= Equipamento: MAGLUMI® 800 da SNIBE DIAGNOSTICS.

= Interpretacdo clinica: A variacdo fisiolégica da DHEA comeca com um aumento das

suas concentracdes séricas antes da puberdade, atingindo o pico aos vinte anos, e diminui ao
longo da vida, até atingir os niveis pré-puberdade. Como é uma hormona produzida no cortex
das glandulas suprarrenais, a DHEA é um marcador Gtil para avaliagdo da sintese de
androgénios nesse Orgdo. Assim, concentracGes diminuidas desta hormona podem indicar
insuficiéncia da glandula adrenal, enquanto que concentragdes séricas elevadas sdo encontradas
numa vasta gama de doencas, tais como, carcinoma cortical adrenal, tumores com producgéo

ectopica de ACTH, hirsutismo, hiperplasia adrenal congénita e sindrome de Cushing®®.

PARATORMONA

A paratormona (PTH), como o proprio nome indica, € uma hormona sintetizada pelas
células das glandulas da paratiroide, importante na manutencdo da homeostase do célcio.

A secrecdo da PTH ¢é estimulada em reposta a concentracbes muito baixas de calcio
ionizado em circulacdo e a regulacdo dos niveis de calcio é feita através do efeito combinado
entre o sistema 0sseo, a mucosa intestinal e os rins. O efeito da PTH na absorcéo de célcio pela
mucosa intestinal é indireto, através da estimulacdo da producdo de um metabolito ativo da
vitamina D, enquanto que nos rins estimula a reabsorcdo de calcio e inibe a reabsorcdo de
fosfato pelos tubulos renais. Por fim, a PTH promove a reabsorcdo de tecido 6sseo pelos
osteoclastos e a consequente libertagdo de célcio e fosfato?®.

=  Amostra: Soro.

» Metodologia: A determinacdo quantitativa da concentracdo de PTH no soro é feita por
ensaio imunoenzimatico quimioluminescente do tipo sandwich?®.

= Equipamento: UNICEL DxI da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: A medicdo dos niveis de PTH em circulacdo pode ser um auxiliar

no diagndstico de doentes com distirbios do metabolismo do célcio?®.
Niveis elevados de PTH no soro sdo encontrados em individuos com hipercalcemia,

provocada por hiperparatiroidismo primario ou secrecdo ectopica de PTH (pseudo-
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hiperparatiroidismo). No entanto, a hipercalcemia também pode ser provocada por um tumor
na paratiroide o que faz com os niveis de PTH se encontrem diminuidos?®.

Por outro lado, o hiperparatiroidismo secundario é o resultado de um funcionamento
excessivo das glandulas da paratiroide para compensar uma hipocalcemia ou uma resisténcia
periférica a PTH. Normalmente, este disturbio é causado por insuficiéncia renal e resulta num
aumento da concentragdo de PTH?%®,

A secrecdo insuficiente ou inexistente de PTH ocorre em individuos com

hipoparatiroidismo, resultante de uma paratiroidectomia ou tiroidectomia®®.

FOSFATASE ALCALINA OSSEA

A fosfatase alcalina € uma enzima produzida em diversos 6rgdos, como o0s 0ssos, figado,
rins, intestino e placenta. A isoforma Ossea € encontrada na membrana plasmaética dos
osteoblastos e esta envolvida no processo de formagdo e mineralizagio do 0ss0%’.

O o0sso € um tecido dindmico estando permanentemente em remodelacdo. Desse
processo fazem parte a formacdo e reabsorcdo dsseas, passos executados por células dsseas
denominadas de osteoblastos e osteoclastos, respetivamente. Apesar de serem processos
independentes, a formacdo e reabsorcdo 0ssea devem estar estreitamente ligados de modo a
manter competéncia bioquimica do esqueleto, conferindo organizacéo, forma e forga ao 0ss0%’.

= Amostra: Soro.
= Metodologia: A medicdo quantitativa da fosfatase alcalina 6ssea no soro é feita por
257

ensaio imunoenzimatico quimioluminescente=’.

» LimitacBes/interferéncias: Amostras que contenham anticorpos heteréfilos ou niveis

elevados de ALP podem causar interferéncias nos resultados do ensaio®’.
» Equipamento: UNICEL DxI da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: A medicdo das concentragdes séricas da fosfatase alcalina 6ssea é

uma ferramenta util para diagnéstico e monitorizacdo de individuos com doenca de Paget,
osteomalacia, hiperparatiroidismo primario, osteodistrofia renal, osteoporose e metastase 0ssea.
A determinagdo da gravidade da doenca 0ssea e as respostas a terapia implicam uma avaliacdo

precisa do metabolismo dsseo, o que implica a determinagio de marcadores mais especificos?’.

VITAMINA D
A vitamina D é uma hormona esteroide que pode ser encontrada em duas formas
primarias: vitamina D3 (colecalciferol), produzida na pele devido & a¢do da luz solar; e vitamina

D2 (ergocalciferol), adquirida a partir de fontes dietéticas. Estes dois tipos de vitamina D s&o
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biologicamente inativos, pelo que tém de passar por dois processos de hidroxilagdo, um no
figado (25-hidroxivitamina D) e outro no rim (1,25-di-hidroxivitamina D), para que possam
desempenhar a sua funcdo. Apenas a 25-hidroxivitamina D é encontrada em circulacao, por
isso, a sua medicdo deve ser considerada para refletir as entradas de vitamina D a partir da dieta
ou da sintese cutanea®®,

= Amostra: Soro.

= Metodologia: A determinacdo quantitativa dos niveis totais de 25-hidroxivitamina D no
258

soro € feita por ensaio imunoenzimatico quimioluminescente do tipo competitivo

= Limitacdes/interferéncias: Podem existir interferéncias nos ensaios quando utilizadas

amostras que contenham anticorpos heterdfilos, fator reumatoide, fosfatase alcalina endégena,
fibrina e proteinas com capacidade de fixagdo a fosfatase alcalina®®®.

» Equipamento: UNICEL DxI da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: A hidroxilacdo da vitamina D a nivel renal é regulada pelos niveis

plasmaticos de PTH, fésforo e céalcio. Assim, uma deficiéncia de vitamina D pode originar
hiperparatiroidismo secundario, aumento do metabolismo dsseo e consequente aumento do
risco de desenvolver osteoporose. Por outro lado, quando os niveis de vitamina D indicam uma
deficiéncia cronica, podem-se desenvolver patologias como o raquitismo, em bebés e criangas,
ou fraqueza muscular, dores ¢sseas e osteomalacia nos adultos®,

A vitamina D pode ainda ser importante noutros processos bioldgicos ndo esqueléticos,
pelo que o défice desta hormona pode também estar associado ao aumento do risco de cancro,

doenca autoimune, doenca infecciosa, doenca cardiovascular e variadas doengas cronicas®®.

HORMONA DO CRESCIMENTO
A hormona do crescimento (GH), também conhecida como somatotrofina, é a hormona

responsavel pela estimulacdo do crescimento e regeneracao celular. Esta hormona é sintetizada,
armazenada e secretada pelas células somatotroficas da hipdfise anterior?®® em resposta a um
estimulo feito pelo fator de libertacdo da somatotrofina (GRF), produzido no hipotadlamo. Por
sua vez, a secrecdo de GRF é controlada pela quantidade de proteinas no interior das células do
organismo.

= Amostra: Soro.

» Metodologia: A determina¢do quantitativa de GH no soro é feita por ensaio

imunoenzimatico quimioluminescente do tipo sandwich?®®,
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» LimitacBes/interferéncias: A presenca de anticorpos heterdfilos nas amostras pode

provocar interferéncia no ensaio®®.
= Equipamento: MAGLUMI® 800 da SNIBE DIAGNOSTICS.

= Interpretacdo clinica: Concentragdes séricas elevadas de GH sdo encontradas em

individuos que possuem um tumor hipofisario das células somatotroficas. Apesar de benigno,
este adenoma cresce lentamente, produzindo valores cada vez mais elevados de GH e, numa
fase inicial, s6 é possivel ser detetado através da medicdo dos niveis de GH no soro.
Normalmente, este adenoma nao traz complicacdes, no entanto, pode-se tornar grande o
suficiente e provocar complicacGes. Por outro lado, 0 excesso de GH também pode originar um
espessamento dos 0ssos que pode levar a, por exemplo, pressao nos nervos, fraqueza muscular,
resisténcia a insulina e reducéo da funcéo sexual. Esta sindrome é frequentemente chamada de
gigantismo, quando ocorre em criancas, e acromegalia quando presente em adultos?.

A deficiéncia de GH, normalmente, acontece em criancas e pode provocar atrasos no

crescimento e na maturidade sexual®®.

SOMATOMEDIAC
O fator de crescimento semelhante a insulina tipo | (IGF-I), também conhecido como
somatomedina C, é uma proteina estruturalmente semelhante a insulina que estimula o
crescimento corporal através do crescimento de quase todas as células do organismo,
especialmente do masculo esquelético, cartilagem, osso, figado, rins, nervos, pele, células
hematopoiéticas e pulmdes. Esta hormona é produzida, principalmente, no figado, mas também
pelos tecidos alvo de forma paracrina e/ou autcrina, em resposta ao estimulo feito pela GH?®.
= Amostra: Soro.
»= Metodologia: A determinagdo quantitativa de IGF-1 no soro é feita por ensaio
imunoenzimatico quimioluminescente do tipo sandwich?®,

= Limitacdes/interferéncias: Amostras que contenham anticorpos anti-rato, contaminagéo

bacteriana ou que sejam inativadas pelo calor podem resultar em valores falsamente elevados
ou reduzidos?®®,

= Equipamento: MAGLUMI® 800 da SNIBE DIAGNOSTICS.

= Interpretacdo clinica: Como referido a producédo de IGF-I é estimulada pela hormona

GH e, normalmente, é inibida quando ocorre subnutri¢do, falta de recetores de GH ou falhas da
via de sinalizagdo ap0s o recetor de GH. Assim, a determinacdo de IGF-1 pode ser util na

identificacdo de deficiéncia de GH e avaliagdo da funcdo da hipdfise ou na detecéo de excesso
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de GH para auxiliar no diagnéstico e monitorizacdo do tratamento de acromegalia e

gigantismo®®,

ERITROPOETINA
A eritropoietina é uma glicoproteina produzida, maioritariamente, pelos rins, e € o fator

mais importante na regulacdo da eritropoiese (producdo de eritrocitos). A producédo renal de
eritropoietina varia consoante a concentracao de oxigénio disponivel, ou seja, em condicdes de
hipoxia, o nivel desta hormona em circulagdo aumenta, aumentando, por conseguinte, a
producéo de eritrocitos?eL,

= Amostra: Soro.

= Metodologia: A determinacdo quantitativa dos niveis de eritropoietina no soro é feita
por ensaio imunoenzimatico quimioluminescente do tipo sandwich?®*.

» LimitacBes/interferéncias: Podem ocorrer interferéncias com anticorpos heter6filos

presentes nas amostras?5L,
= Equipamento: UNICEL DxI da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: A sobre-expressao de eritropoietina pode estar associada a certas

condigdes fisiopatoldgicas e, normalmente, provoca policitemia, devido ao aumento de
eritrécitos em circulacdo. Contudo, a policitemia primaria ou vera é causada por um
crescimento de precursores dos eritrocitos, provenientes de células-tronco alteradas da medula
0ssea, independente da eritropoietina, pelo que, nestes casos, os valores desta hormona estédo
diminuidos. Por outro lado, nos casos de policitemia secundéria os niveis de eritropoietina estao
elevados. A superproducdo de eritropoietina também pode ser uma reacdo de adaptacdo do
organismo a condi¢des que provocam a hipoxia dos tecidos, tais como, a presenca em altitudes
elevadas, doenca pulmonar obstrutiva cronica, apneia do sono, fumo ou hipoxia renal
localizada, ou como resultado da producéo de células neoplésicas?®:.

Uma producéo insuficiente de eritropoietina € observada nos casos de anemia associada
as seguintes condicOes: arterite reumatoide, sindrome da imunodeficiéncia adquirida, cancro e
colite ulcerativa, anemia falciforme e nos recém-nascidos prematuros. Também os individuos
com hipergamaglobulinemia associada a mieloma multiplo ou a doenca de Waldenstrom
apresentam uma producdo insuficiente de eritropoietina, em relacdo a concentragdo de
hemoglobina??,

Este ensaio pode ainda ser utilizado para monitorizar o tratamento com eritropoietina
recombinante nos casos de insuficiéncia renal crénica e de anemia causada por

quimioterapia?®®.
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4.4.5. Analises Imunologia

ELETROFORESE DE PROTEINAS
A eletroforese de proteinas é um exame laboratorial que utiliza a técnica de eletroforese

em gel de agarose para a separacao de moléculas. Esta técnica, normalmente, utiliza a corrente
elétrica para promover a separacao de moléculas carregadas, como proteinas e cidos nucleicos.
Neste exame, as proteinas séricas sao separadas em cinco fragdes principais: albumina, al-
globulinas, a2-globulinas, B-globulinas e y-globulinas?®?.

= Amostra: Soro.

= Metodologia: O ensaio HYDRAGEL PROTEIN(E) tem por base o principio da separacdo
por eletroforese em gel de agarose. Durante a aplicacdo de uma diferenca de potencial, as
particulas contidas na amostra migram no gel de agarose consoante o0 seu tamanho e carga num
determinado pH. Isto s6 € possivel pois os aminoécidos que compde as proteinas possuem carga
elétrica, o que faz com que, a determinado pH, adquiram carga positiva ou negativa, migrando
para o polo oposto a sua carga. Desta maneira, as moléculas com carga negativa migram para
0 polo positivo, as moléculas com carga positiva migram para o polo negativo e as que
apresentam cargas elétricas equilibradas permanecerdo estaticas. O tamanho de cada proteina
torna-se também importante para esta separacdo na medida que as proteinas de menor peso
molecular irdo migrar mais rapidamente que as de maior peso. A visualizacao do gel depois de
corado permite uma anélise qualitativa de cada fragdo, enquanto que a leitura dos géis através
de um leitor, permite a visualizacdo dos perfis de proteinas para analises quantitativas
relativas?®?,

= Procedimentos: O kit HYDRAGEL PROTEIN(E) utilizado no SPC do CHMT permite a

analise de cinquenta e trés amostras em simultaneo, juntamente com uma amostra controlo

(normal ou alto). As amostras podem ser pipetadas manualmente ou automaticamente com o
auxilio do pipetador automatico HYDRAPLUS® da SEBIA, sendo depois introduzidas no
equipamento para a realizacdo da eletroforese. A coloragdo do gel também é feita pelo
equipamento pelo corante negro de amido, depois da sua secagem. A leitura de todos os géis
de eletroforese ¢ feita no leitor Sebia com auxilio do software Phoresis?®?.

= Equipamento: HYDRASYS® da SEBIA.

= Interpretacdo clinica: A eletroforese de proteinas é um exame, normalmente, usado para

rastrear amostras com anormalidades proteicas sendo, por isso, necessario ter conhecimento

que no perfil eletroforético alterado podem surgir bandas diminuidas ou ausentes, bandas com
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intensidade aumentada ou bandas com mobilidade anormal e que proteinas séricas podem estar
a causar essas alteracOes (ver Tabela 15).

Eletroforeses com perfis sugestivos de situacGes patoldgicas sdo auxiliares de
diagnostico (por exemplo, de gamapatias monoclonais e processos inflamatorios) e de
prognostico. A sua normalizagdo também reflete, muitas vezes, monitorizacéo terapéutica da

doenca?®,

Tabela 15: As principais fragdes do perfil eletroforético e proteinas séricas que migram em cada uma delas.

Fracao Proteinas séricas presentes
Albumina \ Albumina e pré-albumina
al-globulinas ‘ al-antitripsina, a1-glicoproteina acida, a-fetoproteina
a2-globulinas \ Ceruloplasmina, a2-macroglobulina, haptoglobina
|
|

B-globulinas | Transferrina, Componentes C3 ¢ C4 do complemento, 32-microglobulina
y-globulinas | IgA, IgD, IgE, 19G, IgM

IMUNOFIXACAO DE PROTEINAS
A imunofixacdo é uma técnica utilizada para determinar o tipo de imunoglobulina (Ig)

os plasmacitos estdo a secretar. Este exame laboratorial deve ser feito apenas quando houver
um pico na fragdo y-globulinas na eletroforese de proteinas, de modo a que seja possivel a
determinacdo do(s) tipo(s) de Ig que esta(ao) a provocar esse aumento.

= Amostra: Soro ou urina.

= Metodologia: O ensaio HYDRAGEL IF é baseado no principio da eletroforese em gel
de agarose, seguido de imunofixacdo. Neste ensaio, findada a separacdo das proteinas séricas
de acordo com a carga, o gel é incubado com diferentes anti-soros especificos direcionados
contra as cadeias pesadas y (IgG), a (IgA) e nu (IgM) e contra as cadeias leves (livres e ligadas)
Kappa (k) e Lambda (L). Posteriormente é removido o excesso de anti-soros e o gel é seco e
corado para visualizacdo. A analise ¢ feita qualitativamente, identificando as cadeias pesadas e
leves presentes na amostra®,

= Procedimento: O kit HYDRAGEL IF permite a analise de quatro amostras em simultaneo
e, para cada uma delas, é possivel aplicar cinco anti-soros. Para além dos descritos
anteriormente, o kit possui ainda anti-soros dirigidos contra as cadeias pesadas & (IgD) e € (IgE)
e o corante usado € o violeta acido?®.

= Equipamento: HYDRASYS® da SEBIA.

= Interpretacdo clinica: Asy-globulinas sdo visualizadas no exame com um padrdo regular

de coloracdo, ou seja, sem qualquer banda distinta. Nos individuos com uma gamapatia, 0
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crescimento e a divisdo descontrolada de plasmdcitos malignos levam a producao de grandes
quantidades de um tipo especifico de g, que pode ser visualizada como uma banda
caracteristica no gel de eletroforese. O tipo de Ig anormal pode ser identificado por
imunofixacdo sérica, exame bastante Util para auxiliar no diagnostico e monitorizacdo da
evolucdo ou tratamento de doencas associadas a presenca de proteinas anormais, tais como
mieloma multiplo e outras gamapatias®®.

Por outro lado, também pode ser utilizada a imunofixagéo urinaria para identificar uma
producdo de proteina monoclonal, pois as proteinas apenas sdo excretadas em quantidades
detetaveis pelas técnicas laboratoriais, quando existe uma producdo anormal das mesmas ou
nos casos de disfuncao renal®®,

No caso de identificacdo de uma paraproteina no soro ou urina ou em ambos, através de
imunofixacdo, as suas cadeias leves e pesadas deverdo ser classificadas e determinadas as
concentracdes da(s) imunoglobina(s) presente(s)2%>2%, através de testes mais especificos como

0s mencionados seguidamente.

IMUNOGLOBULINAS (IgA, IgM, 1gG e IgD)

Os anticorpos, também conhecidos como 1g, sdo glicoproteinas que pertencem a fracao
v-globulinas. As Ig podem ser encontradas no organismo de duas formas distintas, na forma
solvel, em circulagdo no sangue ou noutros fluidos corporais, ou inseridas na membrana
plasmatica dos linfocitos B, onde atuam como recetores de antigenios.

Normalmente, as imunoglobulinas sdo formadas por dois fragmentos, o fragmento Fc,
responsavel pelas interagdes com os recetores Fc da membrana plasmatica dos linfécitos B, e 0
fragmento Fab, regido de ligacdo aos antigénios. O fragmento Fab € ainda constituido por duas
cadeias pesadas iguais e duas cadeias leves iguais, sendo as cadeias pesadas determinantes para
a classificacao das imunoglobulinas (is6tipos). Existem cinco tipos de cadeias pesadas, que séo
designadas pelas seguintes letras gregas: y (gama), dando origem as IgG; u (mu), originando as
IgM; & (delta), contidas nas IgD; a (alfa), pertencentes as IgA e € (épsilon), caracteristicas das
IgE. Todos os tipos de imunoglobulinas contém ainda cadeias leves, que podem ser do tipo
Kappa (k) ou Lambda (A).

= Amostra: Soro.
= Metodologia: As determinagOes quantitativas de IgA, IgM, 1gG e IgD sdo feitas por
nefelometria cinética. Nesta técnica é determinada a taxa de aumento da dispersdo da luz
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provocada por particulas em suspensdo numa solugdo, como resultado dos complexos formados
durante uma reagéo antigénio-anticorpo®®’-2%°,

= Limitacdes/interferéncias: Amostras que contenham imunoglobulina monoclonal

podem simular uma condigédo de excesso de antigenio e, consequentemente, valores falsamente
baixos. Para além disso, a presenca de outras particulas que ndo as obtidas através da reagdo
podem originar sinais de dispersdo da luz no relacionados com o ensaio?®’-270,

= Equipamento: IMMAGE® 800 da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: A determinacdo das y-globulinas no soro é um auxiliar no

diagndstico de doencas autoimunes, sarcoidose, doenca hepética cronica, infegdes cronicas e
recorrentes, doencas malignas do tecido linfoide, mieloma mdultiplo, assim como, outras

imunodeficiéncias mistas graves?®°.

SUBCLASSES DA IgG (1gG1, 1gG2, 19gG3, 1gG4)
Em circulacdo podem ser encontradas quatro subclasses de 1gG, designadas de 1gG1,

1gG2, 1gG3 e IgG4. Estas subclasses possuem diferentes caracteristicas bioquimicas e
diferentes funcBes biologicamente importantes, como o reconhecimento de antigénios, a
ativacdo de componentes do sistema do complemento e a ligacdo a recetores da superficie
celular?™,

= Amostra: Soro.

= Metodologia: As determinacGes quantitativas de IgG1 e 1gG2 no soro sdo feitas por
técnica nefelométrica e as determinagdes de 1gG3 e 1gG4 no soro sdo feitas por método
turbidimétrico®™.

= Limitacoes/interferéncias: Podem obter-se resultados falsamente elevados em amostras

que contenham imunoglobulinas monoclonais ou complexos imunitarios®’.
= Equipamento: IMMAGE® 800 da BECKMAN COULTER.
= Interpretacdo clinica: Niveis baixos de uma das subclasses de 1gG € indicativo de uma

perturbacdo do sistema imunitério, no entanto, para um diagndstico definitivo devem ser tidos
em conta os resultados de outros exames complementares de diagndstico?’*.

Uma deficiéncia seletiva na subclasse 1gG2 esta, frequentemente, associada a um
aumento da suscetibilidade a infecdes virais ou bacterianas, principalmente infecGes do trato
respiratério superior ou inferior. Por outro lado, concentragcdes séricas diminuidas de 1gG4

estdo, muitas vezes, associadas a infegBes sino-pulmonares recorrentes?’t,
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Anomalias nos niveis séricos das subclasses de 1gG também podem ser indicativos de
doencas autoimunes, perturbacdes neuroldgicas e infecdes pelo HIV?™,

IGE
A IgE é uma imunoglobulina que, a semelhanca de todas as outras imunoglobulinas

descritas, € sintetizada nas células plasmaticas (basofilos e mastdcitos) em resposta a estimulos
de antigénios. Contudo, a IgE diferencia-se das restantes por alguns aspetos estruturais e pela
funcdo que desempenha nas doengas alérgicas?’?. A interacdo especifica entre o antigénio e a
IgE ligada ao mastocito resulta na libertagdo de histamina, leucotrieno, proteases, fatores
qguimiotaxicos e citocinas, que levam a broncoespasmo, Vvasodilatacdo, aumento da
permeabilidade vascular, contracdo do mdsculo liso e quimiotaxia de outras células
inflamato6rias como, por exemplo, eosinofilos.

= Amostra: Soro.

= Metodologia: A determinacdo quantitativa da concentracéo de IgE total no soro € feita
por turbidimetria cinética®’2.

= LimitacOes/interferéncias: Amostras de individuos com niveis elevados de fator

reumatoide, autoanticorpos anti-IgE e anticorpos anti-rato, podem originar falsos resultados.
Para além disso, amostras que contenham outras substancias que ndo as da reacdo, podem
originar sinais de dispersdo da luz n&o relacionados com o ensaio?’?.

= Equipamento: IMMAGE® 800 da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: As concentracdes séricas de IgE podem variar consoante a dieta

alimentar, antecedentes genéticos, localizacdo geogréafica e outros fatores, no entanto, em
individuos saudaveis, os niveis basais de IgE circulante sdo extremamente baixos em
comparagdo com as restantes imunoglobulinas. As concentracfes sericas de IgE comegam a
amentar quando estdo presentes doencas alérgicas, doencas atopicas como, por exemplo, asma,
febre dos fenos, dermatite atdpica e urticaria, infecbes parasitarias, aspergilose pulmonar,
sindrome de Wiskott-Aldrich e mieloma?'2.

Por estar presente em varias doencas, os resultados deste pardmetro sdo, muitas vezes,
analisados em conjunto com os ensaios ImmunoCAP® Total IgE, ImmunoCAP® Phadiatop® ou
Multi-rast e ImmunoCAP® para antigénios especificos que podem estar a provocar a doenga

alérgica (ver 4.4.7. Andlises Alergologia).
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CADEIAS LEVES KAPPA E LAMBDA
As cadeias leves das imunoglobulinas fazem parte da subunidade polipeptidica mais

pequena do fragmento Fab. Cada linfécito B s6 expressa um Unico tipo de cadeia pesada e de
cadeia leve, mantendo esse fenotipo durante toda a sua vida util. Num individuo saudavel, a
proporcao Kappa/Lambda total no soro é de aproximadamente 2:1.

= Amostra: Soro e urina (aleatéria).

= Metodologia: As determinacgdes quantitativas das cadeias leves do tipo Kappa e Lambda
(livre e conjugada) no soro ou urina sdo feitas por nefelometria cinética?6>2%,

= Limitacdes/interferéncias: As amostras que contenham cadeias leves monoclonais

(livres e ligadas) podem originar valores falsamente baixos, devido a um excesso de antigenio.
Por outro lado, amostras que contenham particulas de p0, detritos e bactérias na solucdo de
reagcdo podem apresentar resultados ndo fiaveis26526,

= Equipamento: IMMAGE® 800 da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: A determinacdo das cadeias leves do tipo Kappa e do tipo Lambda

é utilizada no diagndstico e monitorizacdo do tratamento de diversas doengas, como doencas

hepéticas e renais, mieloma multiplo e outras patologias associadas s proteinas séricas?®2%,

COMPONENTES DO COMPLEMENTO (C1Q, C3 E C4)

O sistema do complemento € um conjunto de proteinas séricas que tém como principal
funcdo a destruicdo de agentes infecciosos, funcionado em conjunto para a promocao de
respostas imunes e inflamatorias®®?™, Fazem parte do sistema do complemento nove
componentes principais, designados como Cl1 a C9, que sdo regulados por Vvarios
subcomponentes e inibidores, constituindo a resposta inata do sistema imunoldgico. Assim, 0
sistema complemento atua reconhecendo complexos antigénio-anticorpo bem como algumas
estruturas e polissacaridos encontrados na membrana externa dos microrganismos ou células
“estranhas’?"°.

= Amostra: Soro.
= Metodologia: As determinagdes quantitativas dos componentes do complemento C1q,
C3 e C4 no soro sdo feitas pela técnica de nefelometria cinética?’3274276,

= Limitacdes/interferéncias: Outras particulas em solucdo, que nédo as originadas pelo

ensaio, podem interferir com a medic&o dos sinais de dispersio da luz?"327427,
= Equipamento: IMMAGE® 800 da BECKMAN COULTER.
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= Interpretacdo clinica: Deficiéncias ou anomalias hereditarias ou adquiridas nos

componentes do sistema do complemento podem afetar a integridade e funcionamento do
sistema imunoldgico. Uma deficiéncia hereditaria origina, normalmente, infe¢cbes microbianas
recorrentes ou doenca autoimune, enquanto que numa deficiéncia provocada por uma condicéo
aguda ou cronica subjacente, os niveis destas proteinas, geralmente, voltam aos niveis basais se
essa condicéo for resolvida. Assim, estas deficiéncias podem surgir em fungéo de uma produgéo

diminuida ou do aumento da utilizagio dos componentes?’®

, pelo que as determinacdes destas
proteinas no soro sdo auxiliares no diagndstico de doencas imunologicas, especialmente das
doencas associadas a falta de componentes do complemento?274,

A determinacdo de C1q é fundamental para a distin¢do entre angioedema hereditario ou
adquirido, visto que as concentracGes deste componente se encontram normais na forma
hereditéaria e diminuidas na forma adquirida desta doenca?’®.

ConcentracOes elevadas de todas estas proteinas, conjuntamente com outras proteinas de

fase aguda, podem ser encontradas durante uma infe¢do aguda ou crénica?”.

INIBIDOR DA ESTERASE C’1
Para que o sistema complemento desempenhe a sua funcdo é necesséaria uma ativacdo

prévia, que é feita por trés vias distintas: classica, alternativa e da lectina. A regulacédo da via
de ativagdo classica do complemento ¢ feita pelo inibidor da esterase C* 1277,

= Amostra: Soro.

= Metodologia: A determinagao quantitativa do inibidor da esterase C’1 ¢ feita por método
nefelométrico®’8.

= Equipamento: IMMAGE® 800 da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: O pardmetro laboratorial fundamental para o diagnostico de

agioedema é a medigdo dos niveis de inibidor da esterase C’12'8, O angioedema hereditario
pode ainda ser dividido em tipo I, caracterizado por uma deficiéncia do inibidor da esterase
C’1, e em tipo Il, caracterizada por uma disfuncéo deste inibidor?”’.

Para além disso, niveis baixos do inibidor da esterase C’1 também predispdem para
doencgas autoimunes, em especial a lGpus eritematoso sistémico, pois a ndo inativacéo da via

classica leva a um consumo maior dos componentes C3 e C4278,
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CERULOPLASMINA
A ceruloplasmina € uma glicoproteina produzida no figado, que contém seis atomos de

cobre na sua constituicdo. Defeitos no transporte do cobre provocam uma diminui¢do da
secrecdo deste metal pela bilis, o que faz com que ocorra uma acumulacao e, consequente,
sobrecarga do figado. Por outro lado, os defeitos no transporte de cobre também fazem com
que ocorra uma diminuigdo na incorporagao de cobre na ceruloplasmina?’®.

= Amostra: Soro.

= Metodologia: A determinacdo quantitativa de ceruloplasmina no soro é feita por
nefelometria cinética.

» LimitacBes/interferéncias: A presenca de outras particulas na solucdo de reacdo pode

resultar em interferéncias na dispersdo da luz?®,
= Equipamento: IMMAGE® 800 da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: Niveis diminuidos de ceruloplasmina sdo Uteis para auxiliar no

diagndstico de patologias do metabolismo do cobre?®, principalmente, na doenca de Wilson.

al-ANTITRIPSINA
A al-antitripsina € uma proteina, produzida pelo figado, e intervém como inibidor da

acao de diversas enzimas envolvidas na resposta inflamatoria, tais como a tripsina, elastase e a
protease-3. Essa inibicdo torna-se importante de forma a proteger os tecidos dos pulmdes e o
figado destas proteases produzidas por macréfagos e neutréfilos durante respostas
inflamatorias?®.

= Amostra: Soro.

= Metodologia: A determinagdo quantitativa de ol-antitripsina no soro é feita por
nefelometria cinética?!.

= Limitacdes/interferéncias: A presenca de particulas em solucdo que ndo resultem da

reagdo pode originar sinais de dispersio da luz ndo relacionados com o ensaio?s,
= Equipamento: IMMAGE® 800 da BECKMAN COULTER.

» Interpretacdo clinica: A determinagao de al-antitripsina ajuda no diagnostico de cirrose

hepatica, pois a producdo de proteina nas celulas do figado é disfuncional, provocando baixas
concentragdes em circulacdo. Por outro lado, essa deficiéncia pode levar ainda a enfisema
pulmonar, sindrome de dificuldade respiratéria no recém-nascido e outras doencas graves

associadas a perdas proteicas?!.
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APOLIPOPROTEINA A-1 E APOLIPOPROTEINA B

As apolipoproteinas sdo proteinas que fazem parte das lipoproteinas e séo responsaveis
pela estabilizacdo da sua estrutura. Existem varios tipos de apolipoproteinas (A, B, C,D, E, Je
(a)), sendo que cada tipo varia consoante a classe de lipoproteina?®?.

Por um lado, a apolipoproteina A-1 é sintetizada no figado e no intestino, sendo o
principal componente das HDL. A apolipoproteina A-1 € um cofator na ativacdo da enzima
lecitina-colesterol-aciltransferase, responsavel pelo transporte e remocéao do colesterol livre dos
tecidos extra-hepaticos?3,

Por outro lado, a apolipoproteina B apresenta-se sob duas formas distintas, a
apolipoproteina B-48 e apolipoproteina B-100. A apolipoproteina B-48 ¢ sintetizada no
intestino e faz parte das quilomicras, enquanto que a apolipoproteina B-100 é sintetizada no
figado e esta presente em maior quantidade nas LDL, mas também noutras lipoproteinas?®?. De
um modo geral, a apolipoproteina B tem como func&o o transporte e clearance dos lipidos?*.

= Amostra: Soro.
= Metodologia: As determinacdes quantitativas de apolipoproteina A-1 e apolipoproteina
B no soro sao feitas por nefelometria cinética?®3284,

» LimitacBes/interferéncias: Nas amostras que contém particulas em solucéo que ndo sdo

obtidas pela reagdo podem ocorrer interferéncias?3284,
= Equipamento: IMMAGE® 800 da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: A determinacdo das lipoproteinas é importante para a avaliacao

do metabolismo lipidico, assim como, na avaliacdo de risco de desenvolvimento de doengas
das artérias coronarias?®3?%4, Niveis elevados de apolipoproteina B podem estar associados a
hiperlipidemia familiar combinada e hiperlipidemia adquirida, onde funciona como fator

importante no diagnostico diferencial.

LIPOPROTEINA(A)
A lipoproteina(a) € uma lipoproteina com estrutura semelhante a das LDL, devido ao
seu tamanho, composicdo lipidica e presencga da apolipoproteina B-100. No entanto, o que a
difere das LDL € a presenca de uma segunda proteina, a apolipoproteina(a), que se encontra
ligada a apolipoproteina B-100, e Ihe confere diferente densidade e mobilidade eletroforética®®.
A estrutura molecular da apolipoproteina(a) € muito semelhante a do plasminogénio,
uma proteina fundamental no processo de fibrindlise, o que faz com que a lipoproteina(a)

“compita” com o plasminogénio pelos sitios de ligacio as células endoteliais?®?,
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= Amostra: Soro.
= Metodologia: A determinacdo quantitativa de lipoproteina(@) no soro é feita por
nefelometria cinética®.

= LimitacOes/interferéncias: Assim como nos outros testes de nefelometria cinética, a

presenca de outras particulas na solugdo de reacdo pode originar sinais de dispersao da luz ndo
relacionados com o ensaio?®,
= Equipamento: IMMAGE® 800 da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: A determinacdo da lipoproteina(a), conjuntamente com outros

testes de lipoproteinas, € importante para diagnéstico de doengas cardiovasculares
aterosclerdticas em determinadas populagdes sendo que, quanto mais elevadas as concentracdes
desta lipoproteina no soro, maior é o risco de desenvolver este tipo de doencas?®. No entanto,
os valores basais de lipoproteina(a) em circulacdo diferem consoante a idade, género e
distribuicdo geogréfica, pelo que se deve ter isso em consideracdo aquando da andlise dos
resultados.

FATOR REUMATOIDE
O fator reumatoide ¢ um autoanticorpo, da classe IgM, produzido pelo sistema

imunoldgico do organismo. Estes anticorpos identificam os tecidos do individuo como
antigénios e sdo dirigidos contra a regido Fc da 1gG. A sua presenca em circulacdo é um bom
indicador da atividade inflamatdria e autoimune do organismo?’.

= Amostra: Soro.

= Metodologia: A determinacdo quantitativa de fator reumatoide no soro é feita por
nefelometria cinética?®’.

» LimitacBes/interferéncias: A presenca de outras particulas na solugdo de reacdo pode

originar sinais de dispersdo da luz que no resultam do ensaio?’.
= Equipamento: IMMAGE® 800 da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: O fator reumatoide é importante para o diagnéstico de arterite

reumatoide e a presenca de concentracdes elevadas deste autoanticorpo estd associada a um
prognostico mais reservado, com risco de desenvolver uma forma mais grave da doenca e
complicagdes mais rapidamente. No entanto, o fator reumatoide ndo é especifico apenas da
arterite reumatoide, podendo estar presente também noutras perturbagcdes autoimunes e
inflamatdrias, como a mononucleose infecciosa, IUpus eritematoso sistémico, esclerodermia e

hepatite®®’.
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HOMOCISTEINA
A homocisteina € um aminoécido produzido pela desmetilagéo intracelular da metionina

e € metabolizada em cisteina ou metionina. Na via de trans-sulfuracdo da vitamina B6, a
homocisteina € irreversivelmente catabolizada em cisteina, no entanto, uma grande parte deste
amino&cido é novamente metilado em metionina, principalmente por agéo da enzima metionina
sintetase. Se alguma destas reagdes fica comprometida, a homocisteina acumula-se e é
excretada para o sangue onde circula, maioritariamente, na forma oxidada e ligada a
proteinas®®,

=  Amostra: Soro ou plasma.

= Condicdes de colheita: O plasma devera ser obtido por colheita de sangue venoso em

tubos de EDTA de potassio ou de heparina de litio. Para minimizar aumentos na concentragdo
de homocisteina derivados da sintese por eritrocitos, os tubos de colheita devem ser mantidos
em gelo desde a colheita até ao processamento da amostra e a centrifugacdo deve ser feita o
mais rapidamente possivel de modo a evitar interferéncias nos resultados®,

= Metodologia: A determinacdo quantitativa de homocisteina € feita por ensaio
espetrofotométrico enzimatico?®,

= LimitacGes/interferéncias: As amostras contendo matéria particulada (fibrina, eritrocitos

ou outra matéria) e amostras visivelmente lipémicas ndo devem ser utilizadas no ensaio, assim
como, as amostras que ndo foram colocadas de imediato em gelo. Amostras de individuos em
tratamento com alguns farmacos podem apresentar concentracdes de homocisteina falsamente
elevadas. A cistationina é medida com homaocisteina, pelo que, em casos muito raros, individuos
que tenham doenca renal terminal ou distdrbios metabolicos graves, os niveis de cistationina
podem aumentar bastante e causar interferéncia no ensaio?,

= Equipamento: DxC AU 700 da BECKMAN COULTER.

» Interpretacdo clinica: S&o encontradas concentragGes significativamente elevadas de

homocisteina total (livre e ligada a proteinas) em individuos com homocistinaria, um distdrbio
genético raro das enzimas envolvidas no metabolismo da homocisteina?®®,

A hiper-homocisteinemia, ou seja, niveis elevados de homocisteina no sangue, pode
estar associada a um risco acrescido de doenca cardiovascular, como enfarte agudo do
miocardio, acidente vascular cerebral ou doenca arterial cronica. Os individuos com doenga
renal cronica apresentam mortalidade e morbilidade acrescidas devido a doencga cardiovascular
arteriosclerdtica. Embora esses doentes também tenham défices de vitaminas que estdo
envolvidas no metabolismo da homocisteina, os niveis elevados deste aminoacido devem-se,

principalmente, a um compromisso na sua remogéo do sangue pelos rins?,

Péagina | 226



Também alguns medicamentos, tais como, metotrexato, carbamazepina, fenitoina,
protdxido de azoto e triacetato de azauridina, interferem com o metabolismo de homocisteina

e podem originar niveis elevados deste aminoacido no sangue?®,

HAPTOGLOBINA
A haptoglobina € uma proteina de fase aguda, produzida no figado, que se liga
irreversivelmente a hemoglobina apds a hemdlise dos eritrocitos. A sua principal fungéo é
transportar a hemoglobina livre para o seu local de degradacéo no sistema reticuloendotelial®®,
= Amostra: Soro.
= Metodologia: A determinacdo quantitativa de haptoglobina no soro é feita por
289

nefelometria cinética

» LimitacBes/interferéncias: A presenca de outras particulas em solu¢do que nao as

originadas pela reacdo, como pd, detritos e bactérias, pode originar sinais de dispersdo da luz
interferentes no ensaio?°.
= Equipamento: IMMAGE® 800 da BECKMAN COULTER.

= Interpretacdo clinica: A haptoglobina é o marcador mais sensivel de hemolise e a sua

determinacéo é um auxiliar para o diagnostico de doengas hemoliticas?®. As concentragdes de
haptoglobina estdo entdo diminuidas em doencas como hemoglobinopatias, anemias
megaloblasticas e anemias hemoliticas, devido a formacao de complexos com a hemoglobina,
ou em doencas hepéticas devido a uma deficiente producdo desta proteina. Por outro lado, 0s
seus niveis podem aumentar em resposta a diversas situacdes como stress, infecdo, inflamacao

aguda ou necrose tecidual.

4.4.6. Analises Sorologia

A sorologia é uma seccdo da imunologia que estuda as reacfes entre antigénios e

anticorpos no soro, assim como, outros fendmenos relativos a imunidade®®.

ANTICORPOS ANTI-Chlamydia pneumoniae (IGM E IGG)
A Chlamydia pneumoniae é uma bactéria Gram-negativa e € um agente patogénico,

exclusivamente humano, transmitido via aerossgis?°2%2,
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A infegdo provocada por esta bactéria é, normalmente, assintomatica, mas pode também
causar sintomas como dor de garganta, tosse persistente, dor de cabeca e febre ou ainda, em
casos graves, levar a um quadro de pneumonia. A C. pneumoniae pode ainda causar algumas
doencas crénicas, tais como, asma bronquica, doencas corondrias e aterosclerose?°:2%,

= Amostra: Soro.
= Metodologia: A determinacdo quantitativa e semi-quantitativa de anticorpos anti-
Chlamydia pneumoniae da classe IgM e 1gG no soro é feita por ELISA?%1:292,

= Limitacdes/interferéncias: Podem ocorrer reacfes cruzadas com anticorpos dirigidos a

outras espécies de Chlamydia sp.?912%2,
= Equipamento: MAGO® 4S da DIAMEDIX.

= Interpretacdo clinica: A detecdo soroldgica de uma infecdo por Chlamydia pneumoniae

¢ um complemento util ao método de detecdo direta do agente patogénico em amostras de
expetoracao ou secrecdes do trato faringeo?%1:2%2,

Uma vez que a detecdo de anticorpos em circulagdo pode estar associada, tanto com uma
infecdo aguda, como uma infecdo passada, é necessario diferencia-las. Os anticorpos
especificos da classe IgM sé podem ser detetados no soro, apds trés semanas da infecdo e
indicam, normalmente, uma infecdo primaria por C. pneumoniae. Depois, passadas cerca de
cinco semanas, podem ser detetados em circulacdo os anticorpos especificos da classe IgG, o
que significa que uma detecao positiva de IgM, em conjunto com um aumento significativo de
titulo de 1gG de uma amostra colhida duas a oito semanas mais tarde, indica uma infecédo

aguda291,292.

ANTICORPOS ANTI-Mycoplasma pneumoniae (IGM E IGG)

Mycoplasma pneumoniae é uma bactéria com o genoma mais pequeno dos procariotas
autorreplicativos e ndo possui parede celular. Esta espécie € transmitida por via aérea, através
de goticulas e € um dos agentes etioldgicos de infecdes agudas do trato respiratério, tanto
superior, como inferior. A nivel histologico, 0 M. pneumoniae fixa-se ao epitélio da traqueia,
brénquios e bronquiolos por citoaderéncia mediada por lipoproteinas (adesinas) contidas na
superficie desta bactéria, que sio, a0 mesmo tempo, significativas como antigénios?%32%,

As criancas e jovens sdo os mais afetados e desenvolvem sintomas gerais de uma infegéo
respiratdria, tais como, tosse persistente, febre e dores de cabeca. Em casos mais graves, esta
infecdo pode levar a pneumonia atipica primaria ou infegio geral dos 6rgaos respiratorios%32%,

=  Amostra: Soro.
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= Metodologia: A determinacdo quantitativa ou semi-quantitativa de anticorpos IgM e
IgG anti-Mycoplasma pneumoniae é feita por técnicas de ELISA2932%,

= Limitacdes/interferéncias: Podem ocorrer reacdes cruzadas com outras espécies do

género Mycoplasma?®32%,
= Equipamento: MAGO® 4S da DIAMEDIX.

» Interpretacdo clinica: A detecdo sorolégica de uma infecdo por Mycoplasma

pneumoniae € um complemento Util ao método de detecdo direta, que é feito por detecdo do
agente patogénico nas secregdes recolhidas por aspirado bronco-alveolar. A detecdo de
anticorpos especificos da classe IgM € possivel quatro dias ap6s o inicio da infecdo, seguido da
detecdo de anticorpos especificos IgG, alguns dias mais tarde. A detecdo de anticorpos
especificos 1gG é significativa para a confirmacdo de uma infecdo aguda de Mycoplasma
pneumoniae e a sua concentracdo ira aumentar, trés a quatro vezes mais, entre o décimo e o

vigésimo dia ap6s o inicio da doenga?%32%,

ANTICORPOS ANTI-Virus do sarampo (IGG)

O virus do sarampo pertence a espécie Measles morbillivirus e € um dos membros da
familia Paramyxoviridae. Este virus tem um genoma de RNA de cadeia simples e € responsavel
por causar uma infecdo aguda, que exibe uma diversidade de sintomas clinicos como febre,
mal-estar, tosse, congestdo e conjuntivite, comum a muitas infecdes do trato respiratério. No
entanto, o sinal que caracteriza a doencga do sarampo é o0 exantema que aparece proximo da
orelha e que se espalha na testa, rosto e no resto do corpo?®®.

Em pessoas com o sistema imunitario debilitado, o sarampo pode trazer graves
complicacBes, como pneumonia bacteriana secundaria, otite média, encefalites, miocardites,
abortos espontaneos em mulheres gravidas e panencefalite esclerosante aguda®®.

= Amostra: Soro.

= Metodologia: A determinacdo quantitativa ou semi-quantitativa de anticorpos da classe
IgG contra o virus do sarampo no soro é feita pela técnica de ELISA?%,

= Equipamento: MAGO® 4S da DIAMEDIX.

= Interpretacdo clinica: O diagnoéstico laboratorial do sarampo pode ser realizado através

da detecéo de anticorpos IgM e IgG especificos. Os anticorpos especificos da classe IgM séo,
normalmente, detetados desde os primeiros dias até quatro semanas apds o aparecimento dos
sinais e sintomas clinicos e a sua presenca indica infecdo recente pelo virus do sarampo. Por

outro lado, os anticorpos especificos da classe IgG aparecem durante a infecdo aguda e
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geralmente séo detetados durante muitos anos e, por isso, a sua detecdo torna-se um bom
indicador do estado imunolégico do individuo. A definigdo deste estado imunoldgico torna-se
atil nos rastreios pré-natal, pois o surgimento de uma infecdo aguda durante a gravidez pode
levar a complicacdes da mesma, aumentando o risco de parto prematuro, aborto espontaneo ou

morte fetal®%®.

ANTICORPOS ANTI-ESTREPTOLISINA-O
A estreptolisina-O é uma exoenzima imunogeénica téxica produzida por Streptococcus

B-hemoliticos do grupo A%, Em resposta as infecOes causadas por estas bactérias, o sistema
imunoldgico, produz anticorpos anti-esptreptolisina-O (TASO) que podem ser detetados em
circulacéo.

= Amostra: Soro.

= Metodologia: A determinacdo quantitativa das concentracfes de TASO no soro é feita
por turbidimetria cinética®®®.

= Equipamento: DxC AU 700 da BECKMAN COULTER.

» Interpretacdo clinica: Concentragdes elevadas de TASO, geralmente, indicam uma

infecdo recente por Streptococcus B-hemolitico do grupo A, pelo que a sua determinacéo se
tornou fundamental para o diagndstico e tratamento da febre reumatica e da glomerulonefrite
aguda. No entanto, um resultado negativo de TASO ndo deve excluir a hipotese de uma infecdo
estreptocdcica, pois uma infecdo cutanea, normalmente, ndo produz o aumento dos niveis de
TASO. Isto significa que os resultados laboratoriais devem ser sempre interpretados

conjuntamente com outras observacdes clinicas para que haja um correto diagndstico?®.

ANTICORPOS ANTI-Borrelia burgdorferi (IGM E 1GG)

A Borrelia burgdorferi € uma bactéria anaerébia, com forma de espiroqueta, que é
transmitida ao ser humano através da picada de uma carraca infetada. Apenas Borrelia
burgdorferi sensu stricto, Borrelia afzelii e Borrelia garinii sdo agentes patologicos para o ser
humano e fazem parte do complexo designado de Borrelia burgdorferi sensu lato?®’.

A infecdo desencadeada por estas estirpes € chamada doenca de Lyme ou borreliose de
Lyme e é uma doenca infecciosa sazonal (da Primavera ao Outono). Esta doenca pode evoluir
clinicamente em trés fases distintas, as quais estdo associadas manifestaces precoces e tardias,

sendo estas Gltimas apenas verificadas na auséncia de tratamento?®’.
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= Amostra: Soro.

= Metodologia: A detecéo (qualitativa) de anticorpos IgM e IgG anti-Borrelia burgdorferi
sensu lato no soro é feita por ensaio imunoenzimatico do tipo sandwich, com detecdo por
fluorescéncia (ELFA)?,

= Limitag@es/interferéncias: Em determinados soros que contenham anticorpos contra

componentes do reagente podem ocorrer interferéncias?®’.
= Equipamento: VIDAS® da BIOMERIEUX.

= Interpretacdo clinica: Assim como nos restantes testes soroldgicos, a presenca de

anticorpos IgM poderd indicar uma infecdo causada por esta bactéria, da mesma forma que a
presenca conjunta de IgM e IgG. Nos casos em que s sejam detetados anticorpos do tipo 1gG
podera significar que houve uma infecdo no passado, resultando ou ndo em doenca. De salientar
ainda que, individuos no estado precoce da doenca ou sob antibioterapia, podem produzir
anticorpos IgM e/ou 1gG anti-Borrelia burgdorferi sensu lato em quantidade muito fraca para
poder ser detetado, pelo que os resultados negativos obtidos ndo devem excluir a possibilidade
de infecdo. Por este facto, individuos com antecedentes e/ou sintomas de borreliose de Lyme,
mas cujos resultados sdo negativos, devem realizar nova colheita quatro a seis semanas mais
tarde®’.

Os sintomas clinicos, dados epidemioldgicos e resultados de outros testes devem ser

tidos em conta aquando da interpretacéo dos resultados deste imunoensaio?®®’.

ANTICORPOS ANTI-Virus Herpes simplex 1/2 (IGM E IGG)

O virus Herpes simplex (HSV), é um virus da familia Herpesviridae, com genoma de
DNA de dupla-hélice e capsideo icosaédrico envolvido por uma bicamada lipidica (envelope).
Existem entdo dois tipos de HSV ubiquos e contagiosos, 0 HSV-1 e 0 HSV-2, também
conhecidos por herpesvirus humano tipo 1 e 2 (HHV-1 e HHV-2), respetivamente, que sdo
transmitidos por contacto direto com uma pessoa infetada. Para alem de provocar infe¢des
primérias, 0 HSV pode ser encontrado no ser humano na forma quiescente, provocando uma
infecé@o latente e reativando a sua replicagdo sempre que existe uma fragilidade do sistema
imunitario do individuo infetado?%82%,

As infeces primarias por HSV-1, quando sintomaticas, provocam gengivoestomatite
herpética, que é uma infecdo das gengivas, boca, lingua, rosto e/ou faringe. Em individuos com
infecBes latentes, quando reativado, o virus manifesta-se na forma de herpes labial ou herpes

ocular. Por outro lado, as infegdes primarias provocadas por HSV-2 sdo, normalmente,
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adquiridas pelo contato sexual, provocando um quadro de herpes genital, uma infecdo
caracterizada por lesdes na area genital?8:2%°,

= Amostra: Soro.

= Metodologia: A determinacdo qualitativa de HSV-1/2 IgM e HSV-1/2 1gG no soro é
feita por imunoensaio indireto por quimioluminescéncia?%2%,

= Limitacdes/interferéncias: A contaminacao bacteriana, inativagéo de calor ou a presenca

de anticorpos anti-rato nas amostras podem afetar os resultados do ensaio?%2%,
= Equipamento: MAGLUMI® 800 da SNIBE DIAGNOSTICS.

= Interpretacdo clinica: Em infe¢bes priméarias por HSV, os anticorpos IgM comegam a

aparecer entre o terceiro e o sétimo dia apos a infecdo e atingem um pico entre as quatro a seis
semanas, acabando por se tornar indetetaveis apds dois meses. Por outro lado, os anticorpos
IgG especificos para este virus s6 aparecem uma ou duas semanas apos o inicio da infecdo e
podem ser detetadas varias concentracdes ao longo da vida®82%,

Estes dois anticorpos podem ser Uteis na indicacdo de uma primo-infe¢do ou uma infegcdo
passada, sendo que no primeiro caso podem estar presentes os dois anticorpos ou apenas IgM,

enquanto que no segundo caso apenas s&o encontrados anticorpos do tipo 1gG2%82%,

ANTICORPOS ANTI-Virus Varicella zoster (IGG)

O virus Varicella zoster (VZV), também designado de herpesvirus humano tipo 3
(HHV-3), é um virus da familia Herpesviridae, que esta relacionado aos HSV por ter um
genoma muito semelhante. Este virus transmite-se por contacto direto ou por via aérea e 0
periodo de contagio comeca vinte e quatro horas antes dos sintomas, prolongando-se seis ou
sete dias ap0s o inicio dos mesmos®®,

A infecdo por VZV resulta em duas manifestacdes clinicas, a varicela e a zona. A
varicela é a infecdo primaria e contagiosa que se dissemina rapidamente nas populacdes
sensiveis, como criangas ou adultos imunodeprimidos. Na maior parte dos casos, a varicela é
diagnosticada em criancas e € caracterizada por uma ligeira febre e sensacdo de cansaco que
acompanha o aparecimento de vesiculas na pele. Contudo, em adultos, esta infe¢do traduz-se
numa febre alta e sintomas gerais mais graves, como a pneumonia. Em rela¢éo a zona, pode-se
dizer que esta resulta de uma reativacdo do VZV e atinge particularmente os adultos com niveis
elevados de stress, traumatismos ou a fazer terapia com alguns medicamentos®®.

De salientar que, individuos imunocomprometidos, normalmente, desenvolvem varicela
progressiva e generalizada ou zona disseminada, que se ndo for corretamente tratada pode levar

a complicac@es e até & morte®.
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= Amostra: Soro.

= Metodologia: A dete¢do qualitativa de anticorpos 1gG anti-VZV no soro é feita por
ensaio imunoenzimatico do tipo sandwich, com detecdo final por fluorescéncia (técnica
ELFA)3,

» LimitacBes/interferéncias: Os resultados positivos obtidos em amostras de individuos

imunodeprimidos que estejam a receber tratamento profilatico com IgG sérica anti-VZV ndo
constituem uma indicac&o fiavel de primo-infecao por VZV3%,

= Equipamento: VIDAS® da BIOMERIEUX.

= Interpretacdo clinica: A presenca de anticorpos IgG anti-VZV indica um contacto

anterior ao virus, no entanto, ndo exclui a possibilidade de estar a decorrer uma infecdo. Para
diagnosticar uma infecao recente € necessario efetuar testes quantitativos em amostras colhidas
durante a fase aguda da doenca e a fase de convalescenca, ou a pesquisa de anticorpos IgM anti-
VZ V30,

Os resultados dos testes 1gG ou IgM anti-VZV devem ser interpretados tendo sempre
em consideracdo os sintomas e o quadro clinico do individuo para estabelecer um

diagndstico3®,

ANTICORPOS ANTI-Virus Epstein-Barr

O virus Epstein-Barr (EBV), também conhecido por HHV-4, é um virus da familia
Herpesviridae, com um genoma de DNA linear em dupla-hélice. A transmissdo deste virus é
feita através da saliva e a sua replicacdo tem lugar no epitélio orofaringeo, causando um quadro
clinico de mononucleose infecciosa, também designada de doenca do beijo. Esta doenca é mais
frequente em jovens adultos e o diagnostico é feito com base, principalmente, nos sintomas
clinicos (anginas, febre e linfoadenopatia). A sorologia € utilizada para confirmar o diagnostico,
pois ajuda na exclusao de outras patologias e microrganismos que originem um quadro clinico
semelhantg30-303,

O diagndstico soroldgico da mononucleose baseia-se na detecdo de anticorpos,
produzidos pelo hospedeiro, em resposta aos diferentes antigénios, produzidos durante o ciclo
viral. Assim, os primeiros antigénios a serem produzidos pelo EBV séo os Early Antigen (EA),
seguidos dos antigénios virais da capside (VCA), ambos produzidos durante a fase litica.
Durante a fase latente, sdo produzidos os antigénios nucleares de Epstein-Barr (EBNA), o que
faz com que sejam anticorpos indicativos de infe¢do adquirida no passado, ou seja, exclui um
diagndstico de primo-infegio301-303,

=  Amostra: Soro.
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= Metodologia: A detecdo qualitativa de anticorpos do tipo IgG anti-EBNA, 1gG anti-
VCA e anti-EA e IgM anti-VCA no soro é feita por ensaio imunoenzimatico do tipo sandwich
e detec&o final por fluorescéncia (ELFA)30:303,

= Limitacoes/interferéncias: E necessario ter em conta que podem ocorrer reacdes

cruzadas se a amostra contiver anticorpos dirigidos aos componentes do reagente301-303,
= Equipamento: VIDAS® da BIOMERIEUX.

= Interpretacdo clinica: No inicio da infecdo provocada por EBV, com ou sem

sintomatologia de mononucleose infecciosa, normalmente, estdo presentes anticorpos anti-EA
e anti-VCA do tipo IgM e IgG. Passada a fase aguda, durante o periodo de convalescenca, 0s
anticorpos IgG anti-VCA continuam a ser detetados, aparecendo também nesse periodo 0s
anticorpos 19G anti-EBNA33%3 A interpretacdo destes doseamentos € um auxiliar no
diagnostico da mononucleose infecciosa e permite estabelecer o estado da infecdo, como €

demonstrado na tabela seguinte:

Tabela 16: Interpretagdo clinica dos resultados soroldgicos para EBV.

Antico_rpos A_nticorpos IgG Anticprpos IgG Interpretagdo dos resultados
IgM anti-VCA anti-VCA e anti-EA anti-EBNA
Auséncia Auséncia Auséncia Individuo seronegativo (nao infetado)
Presenca Auséncia Auséncia Primo-infecéo inicial
Presenca Presenca Auséncia Primo-infecéo aguda
Auséncia Presenca Presenca Individuo seropositivo (infecdo antiga)
Presenca Presenca Presenca Perfil indeterminado

Fonte: Adaptado de VIDAS® EBV VCA IgM3%, VIDAS® EBV VCA/EA 1gG%2, VIDAS® EBV EBNA 1gG3%,

ANTICORPOS ANTI-Citomegalovirus (IGM E IGG)

O citomegalovirus (CMV), também designado de HHV-5 é um virus da familia
Herpesviridae e o seu genoma € de DNA em dupla-hélice. O CMV é transmitido por contacto
intimo com uma pessoa infetada, ou seja, pode ser transmitido pela placenta, amamentacao,
transfusdo sanguinea, transplante de 6rgéos e relacdo sexual. Este virus pode persistir, durante
anos, no organismo de uma pessoa infetada e causar infecdes recorrentes, no entanto, nem
sempre causa doenga, sendo a maior parte dos casos assintomaticos%43%,

Apesar de ser muitas das vezes assintomatica, a infecdo por CMV ou citomegalovirose
pode trazer graves problemas em individuos imunocomprometidos ou se for adquirida durante
a gravidez. Neste tltimo caso, a infecdo pode ser transmitida para o feto e trazer complicacfes

graves se se tratar de uma primo-infecdo materna. Os sintomas de uma infegdo congénita pelo
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CMV dependem da via de transmisséo e do trimestre de gestacdo no qual ocorreu a infegéo,
pois quanto menor for a idade gestacional, maior é o risco de ocorrerem lesdes graves no feto.
A maior parte dos recém-nascidos infetados durante a gravidez nascem sem nenhum problema,
no entanto, cerca de 10% dessas criancas apresentam mais tarde sequelas neurosensoriais, como
surdez ou cegueira parcial ou total. Outras complicacbes como hepatoesplenomegalia,
hidrocefalia, microcefalia e prematuridade podem ser detetadas logo ap6s o nascimento®%43%°,

= Amostra: Soro.

= Metodologia: A detecdo de anticorpos IgM anti-CMV e o doseamento quantitativo de
anticorpos 1gG anti-CMV no soro sdo feitos por ensaios imunoenzimaticos do tipo sandwich,
com detecdo final por fluorescéncia (ELFA)3%43%,

= Limitacdes/interferéncias: Nalgumas amostras que contenham anticorpos dirigidos

contra componentes do reagente, podem ser verificadas interferéncias®®*3%, Para além disso, a
detecdo de anticorpos IgM anti-CMV em individuos imunodeprimidos pode ser dificil e é
necessario ter isso em conta aquando da interpretacio dos resultados3%,

= Equipamento: VIDAS® da BIOMERIEUX.

= Interpretacdo clinica: A detecdo dos anticorpos IgG anti-CMV €, normalmente, utilizada

como teste para avaliagdo do estado imunitario dos individuos, sendo Util no diagndstico de
infeces primarias recentes, principalmente, na mulher gravida®®, quando interpretado em
conjunto com os resultados da detecio de anticorpos IgM anti-CMV3%,

Por sua vez, os anticorpos IgM anti-CMV estdo presentes na maioria das primo-infecdes
e podem ser detetados, dezasseis a vinte semanas apés a infecdo, sendo que podem aparecer

novamente durante reativagoes>®*.

ANTICOPOS ANTI-Virus da rubéola (IGM E IGG)

O virus da rubéola € um virus da familia Togaviridae, com genoma RNA de cadeia
simples, que na maior parte dos casos provoca uma infecdo de curta duragdo sem complicacdes.
Contudo, se for contraida por uma mulher gravida, a infecdo pelo virus da rubéola pode ter
consequéncias muito graves para o feto (infecdo congenita), sobretudo, se ocorrer durante 0s
trés primeiros meses de gravidez*°%3%”, Tendo isto em conta, é importante determinar a condicéo
imunitaria das mulheres em idade fértil, para prevenir complicacdes durante a gravidez®®’.

= Amostra: Soro.
= Metodologia: A detecdo qualitativa de anticorpos IgM anti-rubéola e o doseamento

quantitativo dos anticorpos IgG anti-rubéola no soro séo feitos por ensaios imunoenzimatico
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por imunocaptura®® e do tipo sandwich®”, respetivamente, com detecao final por fluorescéncia
(ELFA).

= LimitacOes/interferéncias: As interferéncias detetadas sdo, normalmente, em amostras

que contém anticorpos dirigidos aos componentes do reagente3°6-307,
= Equipamento: VIDAS® da BIOMERIEUX.
= Interpretacdo clinica: Ao contrério de outras infe¢des, o diagndstico de uma infecédo pelo

virus da rubéola baseia-se na sorologia, principalmente, na pesquisa de anticorpos IgM anti-
rubéola. A detecdo destes anticorpos estd correlacionada com a presenca de uma primo-
infecd0%%®, enquanto que a detegdo de anticorpos 1gG anti-rubéola podera indicar uma infegéo
em curso ou antiga por este virus. A detecdo dos anticorpos 1gG anti-rubéola sdo entdo uma
ajuda no diagndstico de infecdo e sdo fundamentais para a avaliacdo do estado imunitario dos

individuos, especialmente nas mulheres gravidas®®’.

ANTICORPOS ANTI-Toxoplasma gondii (IGM E IGG)

O Toxoplasma gondii é um parasita intracelular obrigatorio, cujo hospedeiro definitivo
¢ 0 gato, mas também €é um agente patogénico para homem, provocando uma infecdo
denominada de toxoplasmose. A transmissdo é feita através da ingestdo de alimentos e agua
contaminados com fezes de gato, que contém oocistos do parasita, ou carne de porco ou ovelha
contaminada e malcozinhada. Num individuo imunocompetente, a toxoplasmose €, geralmente,
assintomatica, no entanto, em individuos imunocomprometidos ou em fetos infetados, podem
ocorrer complicagfes®08:30°,

A infecdo congénita é transmitida por mulheres com infe¢do aguda durante a gravidez

através da passagem transplacentaria do parasita®®

. A frequéncia e a gravidade das lesdes para
o feto dependem de varios fatores, como o tempo de gestacdo com que a mulher é infetada, a
viruléncia da estirpe infetante, a quantidade de inoculo e a qualidade da resposta imunitaria da
mulher gravida383%°,

= Amostra: Soro.

= Metodologia: A detecdo (qualitativa) de anticorpos IgM anti-toxoplasma e o
doseamento quantitativo dos anticorpos IgG anti-toxoplasma sdo feitos por ensaios
imunoenzimatico por imunocaptura®® e do tipo sandwich®®, respetivamente, com detecéo final
por fluorescéncia (ELFA).

= LimitacBes/interferéncias: Anticorpos dirigidos contra componentes do reagente

encontrados nas amostras podem causar interferéncias3%83%,
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= Equipamento: VIDAS® da BIOMERIEUX.

= Interpretacdo clinica: O diagnostico de uma infecdo por T. gondii € auxiliado por

evidéncias laboratoriais como a detecéo de imunoglobulinas especificas IgM e IgG, no entanto,
estas também podem ser utilizadas pelo clinico para determinacdo do estado imunitario do
individuo para este tipo de infegao3083%,

O diagndstico de uma infecdo aguda adquirida durante a gravidez é feito também por
detecdo de uma seroconversdo (em casos de primo-infe¢do) ou, no caso da gravida ja possuir
anticorpos especificos para este parasita (reinfecdo por imunossupressao), por um aumento

significativo do titulo destes anticorpos entre duas colheitas sequenciais®%8-3%°,

ANTICORPOS ANTI-Virus SARS-CoV-2 (IGM E IGG)

O novo coronavirus SARS-CoV-2 € um virus pertencente a familia Coronaviridae, com
genoma de RNA de cadeia simples e € transmitido por via aérea através de goticulas de
secrecdes respiratdrias. Foi identificado pela primeira vez em janeiro de dois mil e vinte na
China, na cidade de Wuhan, sendo declarada pela OMS uma pandemia a onze de marc¢o de dois
mil e vinte. Este virus tem um periodo de incubacdo de dois a catorze dias e é responsavel pela
doenca COVID-19, uma Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SARS), que apresenta um
quadro clinico geral de tosse, febre e dificuldade respiratéria, e sintomas mais especificos como
anosmia (perda do olfato) e ageusia ou disgeusia (disfuncio gustativa)>°.

= Amostra: Soro.
= Metodologia: A determinagdo qualitativa de anticorpos IgM e IgG anti-SARS-CoV-2
no soro é feita por imunoensaio quimioluminescente3!t,

= Limitacdes/interferéncias: A contaminacdo bacteriana, ciclos repetidos de

congelamento e descongelamento ou anticorpos heteréfilos presentes na amostra podem afetar
os resultados deste teste3?.
= Equipamento: MAGLUMI® 800 da SNIBE DIAGNOSTICS.

= Interpretacdo clinica: Os resultados de testes sorolégicos devem ser usados como

complemento para o diagndstico ou exclusdo de COVID-19, juntamente com os testes para
detecdo de &cido nucleico viral. Apds a infecdo por SARS-CoV-2, 0s antigénios virais
estimulam o sistema imunologico a produzir uma resposta e 0s anticorpos correspondentes
aparecem no sangue. Os primeiros a serem detetados séo os anticorpos IgM anti-SARS-CoV-
2, apos trés a cinco dias do inicio da infecdo. Em seguida, a concentracdo destes diminui e
podem ser detetados anticorpos especificos da classe IgG, aumentando a sua concentracdo

rapidamente em circulagio e permanecendo detetavel mesmo apds a resolucio da infe¢io®!.
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4.4.7. Analises Alergologia

As alergias sdo um conjunto de reacdes de hipersensibilidade do sistema imunitério a
agentes do meio ambiente. Atualmente, é na especialidade médica de Imunoalergologia que se
faz o diagndstico e o tratamento das doencas alérgicas, no entanto, o laboratorio e as suas
técnicas cada vez mais sensiveis e especificas sdo fundamentais no auxilio do diagndstico.

= Amostra: Soro.

= Metodologia: Para a determinagdo qualitativa, semi-quantitativa ou quantitativa de
alergénios especificos ou triptase sdo utilizados testes ImmunoCAP®, que s3o ensaios
imunoenzimaticos quimioluminescentes. Nesta tecnologia, o antigénio em estudo encontra-se
acoplado, por ligacdo covalente, ao disco ImmunoCAP® e reage com 0s anticorpos especificos
contidos na amostra (IgE ou lgG, dependendo do ensaio)®'?%3, O mesmo acontece na
determinacéo da triptase contida na amostra, no entanto, o que se encontra acoplado ao disco
ImmunoCAP® sio anticorpos anti-triptase3'4.

= Equipamento: PHADIA® 250 da THERMOFISHER SCIENTIFIC.

ANTICORPOS IGE TOTAL
A quantidade de IgE em circulacio é medida pelo teste ImmunoCAP® Total IgE.

» Interpretacdo clinica: Os anticorpos IgE, normalmente, aparecem como resultado da

sensibilizagdo aos alergénios. Os niveis séricos de IgE total variam consoante o estado atopico
e auxiliam no diagndstico clinico de doencas alérgicas mediadas por IgE. Concentracdes séricas
elevadas de IgE total estdo presentes em individuos com asma, rinite, dermatite atopica ou

alergia ocupacional, ou em individuos com infecdes intestinais parasitarias®®,

ANTICORPOS IGE ESPECIFICOS

Em individuos com doencas alérgicas, os sintomas desenvolvem-se imediatamente apds
a exposicdo aos alergénios especificos. Este tipo de reacdo alérgica é desencadeada por
anticorpos do tipo IgE, especificos contra o alergénio3!2316,

Para a detecdo destes anticorpos sdo utilizados diferentes testes ImmunoCAP®, que

podem funcionar como testes genéricos de rastreio (Phadiatop® e Multi-rast) ou como testes
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especificos para determinado alergénio. Os testes IgE especificos realizados no CHMT estao
discriminados no Apéndice IV.

= Interpretacdo clinica: Cada resultado deve ser interpretado, juntamente, com o quadro

clinico, anamnese e outros exames clinicos e laboratoriais para um correto diagndstico de

doenca alérgica especifica a determinado alergénio.

ANTICORPOS IGG ESPECIFICOS
A determinacéo de anticorpos 1gG especificos é feita pelo teste ImmunoCAP® Specific
IgG, disponivel no CHMT para 0s seguintes alergénios:

Tabela 17: Testes 1gG especificos realizados no CHMT.

Tipo de teste ImMmunoCAP® | Designacéo Alergénios
Multi-rast ex71 Penas de: ganso, galinha, pato e peru
Multi-rast ex72 Penas de: periquito, canario, caturra, papagaio, tentilhdo
Especifico m3 Aspergillus fumigatus

» Interpretacdo clinica: Os niveis de anticorpos 1gG especificos sdo utilizados como

biomarcadores de exposi¢cdo em individuos que ndo sdo alérgicos. Para além disso, estes
resultados tém sido utilizados para estudos clinicos de diferentes doencas alérgicas,

perturbagdes gastrointestinais e doengas pulmonares como, por exemplo, a alveolite alérgica®®.

TRIPTASE

A triptase € uma enzima encontrada nos mastocitos. Os mastocitos sdo ativados durante
as reacOes alérgicas mediadas por IgE, o que faz com que a triptase e outros mediadores
inflamatorios (histamina) sejam libertados®*4.

Os niveis sericos de triptase sdo determinados, principalmente, pelas o-triptases,
imaturas, ¢ B-triptases, maduras. A o-triptase € enzimaticamente inativa e é encontrada na
membrana celular dos mastocitos, pelo que se torna um bom marcador dos niveis basais de
triptase. Em contraste, a p-triptase, depois de sintetizada, € armazenada nos grénulos dos
mastocitos e libertada apds uma reacao alérgica.

O teste ImmunoCAP® Tryptase mede os niveis de triptase total, incluindo as formas o-

triptase e pB-triptase.
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= Interpretacdo clinica: A concentracdo base de triptase em circulagdo reflete o nimero de

mastacitos existente e, por isso, niveis basais elevados de triptase no soro e/ou uma mastocitose
podem ser considerados fatores de risco para o desenvolvimento de reacfes alérgicas graves,
particularmente em doentes com historico3,

Por outro lado, niveis elevados de triptase total sdo, frequentemente, encontrados em
individuos com reagdes anafilaticas sistémicas recentes. Estas concentracOes elevadas devem-
-se, fundamentalmente, a elevagdo da B-triptase madura aquando da desgranulacdo dos
mastocitos. O nivel mais elevado desta enzima é, normalmente, atingido decorridos quinze a
cento e vinte minutos do inicio da reacdo, o qual diminui lentamente, voltando ao nivel basal
passadas cerca de vinte e quatro horas do seu inicio, o que faz com que a triptase seja um bom
indicador de anafilaxia®.

Os niveis elevados de triptase nas amostras post-mortem sdo particularmente

importantes nos casos de suspeita de reacdo anafilatica fatal, para esclarecer a causa de morte!,

4.4.8. Outros testes

TESTE IMUNOLOGICO DA GRAVIDEZ
O One Step hCG Pregnancy Test da SureStep® é um teste rapido que deteta

qualitativamente a presenca de hCG numa amostra de urina, sendo usado como teste
imunoldgico para detecdo de gravidez®!’.

= Amostra: Urina (ocasional).

= Metodologia: Este dispositivo utiliza um imunoensaio cromatografico para a detecao
qualitativa de gonadotrofina coriénica humana nas amostras. A detecdo é feita utilizando
anticorpos anti-hCG na zona de teste e anticorpos policlonais na zona controlo, sendo que nesta
tltima zona tem de haver sempre formagao de uma linha visivel para que o teste seja valido®!’.

= Limitacdes/interferéncias: Este teste pode originar falsos resultados negativos, quando

a concentracdo de hCG esté abaixo do nivel de sensibilidade do teste. Por outro lado, também
podem ocorrer falsos resultados positivos em amostras de individuos com doenca trofoblastica
gestacional e certos neoplasmas ndo trofoblasticos, incluindo tumores de testiculo, cancro da
préstata, da mama e de pulméo onde, geralmente, sdo encontrados niveis de hCG na urina

elevados®'’.
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= Procedimento: O dispositivo de teste deve ser colocado sempre numa superficie limpa
e nivelada. Com o auxilio de um conta-gotas, transferir trés gotas de urina para 0 poco de
amostra e esperar trés a quatro minutos até a leitura dos resultados. A leitura deve ser feita tendo
em conta que a presenca de uma linha colorida na regido de teste indica um resultado
positivo®!,

= Desempenho do método: Este teste rapido apresenta uma sensibilidade e especificidade
de 97,5%°7.

= Interpretacdo clinica: Resultados positivos sdo esperados em mulheres gravidas. De

salientar que este teste proporciona um diagndéstico presuntivo de gravidez, no entanto, o
diagnostico de confirmacdo deve ser feito com o auxilio de outros exames médicos e

laboratoriais®’.
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5. Fase Pds-Analitica

A Ultima etapa do processo de andlise € a fase pos-analitica, onde sdo realizados
procedimentos como a conferéncia das analises realizadas na fase analitica, o processamento
pos-analitico das amostras analisadas e a transmissdo de resultados ao clinico ou ao utente,
através da entrega do boletim de analises. Saber gerir a fase pos-analitica no laboratorio clinico
torna-se também importante para manter a efetividade, qualidade e a seguranca dos processos
ao longo de todo o processo de analise e, assim, garantir a agilidade do atendimento e da

emissdo de resultados.

5.1. Processamento pés-analitico de amostras bioldgicas

O processamento pos-analitico das amostras bioldgicas implica o correto
armazenamento e conservacdo das mesmas e varia consoante o tipo de amostra e analises que
se efetuaram nos diferentes setores. O periodo de armazenamento de cada amostra é
estabelecido de acordo com a data de validacdo do ultimo parametro efetuado ou, no caso do
setor de Microbiologia, esse prazo é determinado de acordo com a data de rececdo do produto
no laboratério central, em Tomar.

Todas as amostras processadas no SPC sdo armazenadas em frigorificos, de modo a
serem conservadas a uma temperatura entre 2°C e 8°C durante o periodo referido

anteriormente38,

Tabela 18: Periodo de armazenamento de amostras bioldgicas de acordo com o setor de processamento.

Setor Produto Periodo de armazenamento
Imunoquimica | Soro, plasma, urinas, liquidos bioldgicos e fezes | 6 dias
Urinas tipo |1 Até ao final do dia
Hematologia | Sangue total 6 dias
Plasma Até ao final do dia
Fezes, exsudado nasal, urina 1dia
Microbiologia | Hemoculturas positivas 15 dias
Outros produtos 6 dias

Fonte: Processamento pés-analitico de amostras bioldgicas (Instrucdo de Trabalho)3!8,

Terminado o periodo de armazenamento e conservacao definido pelo SPC, as amostras

sdo colocadas em sacos para eliminagdo de residuos biologicos perigosos.
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Para determinados pardmetros analiticos & necessario efetuar uma seroteca das
respetivas amostras, que sdo armazenadas num congelador, a uma temperatura de -20°C. Neste
caso, as amostras de soro usadas para imunofixacfes deverdo ser armazenadas durante doze
meses e as amostras de soro usadas para a realizacéo de testes soroldgicos de anticorpos anti-
Toxoplasma gondii, anti-Rubéola e anti-CMV de utentes gravidas, devem ser armazenadas
durante nove meses. De referir que este tipo de armazenamento sé existe no laboratério central
do SPC.

5.2. Comunicacao/Entrega de resultados

Os procedimentos analiticos requerem tempos definidos para a sua execucao, ou seja,
cada analise tem um tempo definido entre a rece¢io da amostra e a saida do resultado®®.

Em termos de prioridade na obtencdo dos resultados, o SPC diferencia trés situacdes:
Emergéncia, para amostras com prioridade estabelecida por critério clinico e técnico; Urgéncia,
para amostras com prioridade por indicacdo clinica; Rotina, para amostras sem prioridade
estabelecida®®.

Os resultados das analises de Emergéncia e Urgéncia sdo disponibilizados o mais
rapidamente possivel, sendo que o seu processamento ndo devera ultrapassar as duas horas,
exceto em amostras para analises microbioldgicas. Por sua vez, os resultados das analises de
Rotina sdo facultados no proprio dia, para utentes em internamento e até ao dia util seguinte,
para utentes de consultas externas. No entanto, existem algumas analises cujo procedimento
analitico requer mais tempo e, portanto, o prazo de entrega das mesmas pode ser mais alargado.
De referir ainda que, os resultados provenientes de laboratorios externos sdo anexados no
processo clinico do utente aquando da recegdo no SPC3%,

Os resultados de determinados parametros analiticos podem ainda ser considerados
criticos (Tabela 19) e, como o préprio nome indica, carecem de intervencdo imediata por parte
do clinico. Neste caso, a comunicacdo dos resultados devera ser feita pelo MPC/TSS que
validou os mesmos e, somente, na primeira avaliacdo do utente, ou seja, a comunicagdo so sera
necessaria quando os resultados forem considerados criticos ad inicio. De notar ainda que
deverd sempre ficar registada a realizacdo do contacto telefonico em comentario interno, no

modulab3%.
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Tabela 19: Resultados criticos.

Parametros Resultados criticos
Hemoglobina <6 g/dl
i <50 mg/dl
Glicose 200 muydl
Potassio < 2,8 mmol/L
> 7 mmol/L
INR > 6.0

Bacilo alcool-acido resistente | Pesquisa positiva em exame direto ou cultural

Fonte: Comunicagéo de Resultados Criticos (Instrugdo de Trabalho)32°,

A entrega de resultados, em méo, ao utente, s6 é feita nos casos de requisicao externa,
mediante a apresentacdo do documento para levantamento dos mesmos, dado pelo AT no ato
do registo da colheita. No caso de utentes provenientes de consultas do CHMT, os resultados

sdo disponibilizados informaticamente no processo clinico do mesmo*2,
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6. Sistema de Gestao da Qualidade

A garantia de um elevado nivel de qualidade no laboratério baseia-se no compromisso
entre todos os elementos do sistema: fatores pré-analiticos, analiticos e pos-analiticos.

O Sistema de Gestdo da Qualidade (SGQ) do CHMT, foi criado no ambito do
cumprimento da Norma NP EN ISO 9001:2008 e abrange servicos centrais, do qual o SPC é
parte integrante, e servicos de apoio®?. Em todos os procedimentos que integram o SGQ do
CHMT encontram-se definidas as entidades responsaveis por cada acao, de modo a que esteja
assegurada a definicdo de responsabilidade em relacdo a todas as atuacGes necessarias

(intervenc&o direta ou auditoria) para garantir o correto funcionamento deste sistema®?2,

6.1. Sistema de Gestéo de Qualidade no SPC

O SPC planeia a realizagdo da prestacao de servicos e da analise de amostras bioldgicas
de acordo com as necessidades dos utentes internos e externos e com a disponibilidade dos seus
recursos. Toda esta atividade é planeada de forma consistente, de modo a que sejam assegurados
0s critérios e métodos necessarios para que a sua execucao e controlo sejam eficazes. Para que
isso aconteca, 0 SPC efetua e mantém registos de todas as atividades desenvolvidas pelo
servico, através de Procedimentos, Protocolos e Instrugdes de Trabalho, e assegura que todas
elas cumprem as regras e requisitos e que estdo de acordo com as determinac@es da legislacéo
e normas em vigor, nomeadamente pela Norma NP EN 1SO 9001:2015.

Para além disso, o SPC garante ainda o cumprimento de requisitos de identificacdo e
rastreabilidade em todas as fases de producdo de servicos. Esta rastreabilidade é conseguida
atraveés da identificacdo de amostras de produtos bioldgicos com uma etiqueta de codigo de
barras que acompanha a amostra em todas as fases do processo, assim como do registo de todos
os colaboradores intervenientes em cada fase da atividade desenvolvida®?®,

Os documentos e registos resultantes das diversas fases de processamento da amostra
encontram-se arquivados em areas que oferecem protecao fisica e as condi¢des adequadas a sua
preservacao®?3,

Para que 0 SGQ esteja sempre conforme os padrdes definidos existem ainda Auditorias
Internas no SPC, promovidas pelo SGQ do CHMT, que asseguram o desenvolvimento da

estratégia de qualidade definida para todos os servigos do Centro Hospitalar nas areas de
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Certificacdo de Servicos, Acreditacdo Hospitalar, Gestdo do Risco e Seguranca do Doente.
Tanto as Auditorias Internas, como as Auditorias Externas séo realizadas anualmente e tém
contribuido para implementar procedimentos importantes para a melhoria da qualidade dos

servigos prestados pelo SPC.

6.2. Controlo da Qualidade Interno (CQI)

O CQI tem como principal objetivo a monitorizacdo da precisdo dos processos
analiticos, de forma a detetar erros relativos aos equipamentos, operacionalidade ou reagentes.

Nos setores de Imunoquimica e Hematologia do SPC séo utilizados dois ou trés niveis
de controlo, dependendo do equipamento e técnica usados, que cobrem gamas de valores
normais e patoldgicos, de forma a proporcionarem intervalos de relevancia em termos de
decisdo clinica. Estes controlos sdo realizados sempre que 0 equipamento inicie o seu trabalho,
apOs manutencGes preventivas, corretivas, calibragcdes, ou sempre que se julgue necessario, e
0s seus limites de aceitacdo sdo indicados pelo fabricante para cada analito. Os resultados dos
controlos sdo compilados em cartas de Levey-Jenings, disponiveis no modulab e no software
de cada equipamento, e interpretados segundo os critérios de aceitacdo definidos pelas regras
de Westgard. Ap6s o acompanhamento e desempenho dos equipamentos (minimo de vinte
doseamentos), o SPC podera definir os seus préprios limites de aceitabilidade, ndo podendo, no
entanto, exceder os dois desvios padrdo relativamente aos valores indicados pelo fabricante.
Estas alteracGes sdo registadas no modulab, no impresso adequado e, sempre que possivel, no
equipamento324,

No setor de Microbiologia, dadas as suas particularidades especificas, sdo controlados
regularmente as fases consideradas criticas no processo, homeadamente, a qualidade dos
esfregacos e coloragdes e a manipulagdo e conservacgao de estirpes bacterianas. A utilizagdo de
estirpes ATCC, de caracteristicas fenotipicas conhecidas, permite avaliar os procedimentos
utilizados para a realizacdo dos testes de identificacdo e suscetibilidade aos antimicrobianos

feito manualmente ou em equipamento automatico3?.
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6.3. Controlo da Qualidade Externo (CQE)

A participacdo em programas de Avaliagdo Externa da Qualidade (AEQ) permite reunir
informacdo objetiva para a garantia da qualidade dos laboratérios, através da comparacgéo do
desempenho dos laboratérios inscritos em cada programa. A AEQ constitui uma forma de
identificar diferengas interlaboratoriais, permitindo identificar situagbes ndo conformes e
sugerir agdes de melhoria contribuindo para a eliminagéo de problemas/erros®®,

O SPC do CHMT encontra-se inscrito em varios programas de AEQ, fornecidos por
entidades credenciadas. Todos os ensaios vém acompanhados com documentacdo informativa
de como manusear, hidratar, processar e armazenar as diferentes amostras, assim como, a
calendarizagéo da entrega dos resultados. Os controlos séo tratados como amostras de rotina e,
portanto, sdo registados no modulab e o responsavel por cada etapa, desde a rececdo das
amostras até a validagao dos relatorios, deve ser registado no impresso proprio para o efeito®?®,

Tendo em conta que o0 SPC é constituido por trés laboratérios, alguns programas de AEQ
podem ter de ser partilhados e, neste caso, o processo de tratamento (hidratagéo e aliquotagem)
da amostra é realizado no laboratério central, em Tomar. Neste caso, cada laboratdrio s
determina os parametros em que esta inscrito nos varios equipamentos.

Finalizada a andlise, as amostras devem ser conservadas, sempre que possivel, até a
avaliacdo do relatdrio. O responsavel pelo CQE deve enviar os resultados de cada programa e,
aquando a chegada dos relatdrios, disponibiliza-los na pasta partilhada do SPC. A avaliacdo do
relatorio é feita pelo responsavel de cada setor analitico, que deve avaliar se 0s resultados estao

conformes e, caso isso ndo aconteca, investigar as possiveis causas e documenta-las®?®.
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Conclusao

A realizacdo do estagio curricular num laboratdrio de Analises Clinicas inserido em
ambiente hospitalar, como é o caso do laboratério central do Servico de Patologia Clinica do
CHMT, tornou-se numa mais valia, uma vez que, proporcionou uma abordagem do processo
laboratorial diferente da realizada num laboratdrio de rotina. Para além de toda a atividade
efetuada num laboratério de Andlises Clinicas, foi ainda possivel ter contacto com casos
clinicos, acompanhando o processo, desde a chegada da amostra ao laboratorio até a validagédo
biopatoldgica, o que permitiu aplicar os conhecimentos adquiridos durante todo o mestrado.
Por outro lado, e por se tratar de um laboratério certificado com um sistema de gestdo da
qualidade estruturado e funcional, os principios de controlo e garantia da qualidade foram mais
bem compreendidos e aplicados em todos 0s processos realizados ao longo do estagio.

Tendo em conta a situacdo pandémica vivida desde marco de dois mil e vinte, que levou
a interrupgdo do periodo de estagio durante trés meses, foi necessaria uma nova adaptacéo a
rotina laboratorial, principalmente num ambiente de gestdo de recursos técnicos e humanos.
Esta condicdo contribuiu para que alguns objetivos fossem mais aprofundados, nomeadamente,
a planificacdo e organizacdo diarias das atividades laboratoriais desenvolvidas, consoante a
evolucdo da situacdo, assim como, a realizacdo de um trabalho autbnomo junto das equipas
multidisciplinares. Para além disso, com as constantes alteraces de rotina e de ferramentas
para fazer face a pandemia, particularmente novos parametros de analise e metodologias
laboratoriais, foi construida uma capacidade critica e autocritica perante a apresentacdo de
solugdes para determinado problema ou falha.

Em suma, consideram-se cumpridos todos os objetivos propostos, com a mais valia de
poder entrar na envolvéncia de todo o trabalho realizado em situacdes de crise, como foi 0 caso
da pandemia de COVID-19, onde todos os profissionais trabalham diariamente para que a

prestacdo de cuidados de salde seja feita com a melhor qualidade e prontid&o.
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Apéndices

Apéndice I: Material usado para colheita de produtos bioldgicos.

Tabela 20: Material de colheita de produtos bioldgicos utilizados no CHMT.

Material Designacao Indicagéo
Copo sem colher/espéatula para urina, [ s
Recipiente de pléstico graduado (ou no), transparente, estanque, hermético, de boca larga, resistente, | €xpetoracdo, esperma, saliva, pus e
Copo com tampa de rosca, com ou sem colher/espatula, podendo ser ou néo esterilizado e estar embalado |_Qutros liquidos biologicos
individualmen ndo. . .
dividualmente ou ndo Copo com colher/espétula para fezes T /‘
Recipiente de plastico graduado, estanque, hermético, resistente e de boca larga, com tampa de rosca, . .
Frasco x - Urina a tempo determinado
podendo ser ou ndo esterilizado.
L .- ;. . . -y e
Tubo Tubo de pléstico de fundo cénico ou redondo, graduado, transparente, estanque, hermético, resistente, Urina e outros liquidos biolégicos

com tampa de rosca, esterilizado.

Saco coletor

Saco esterilizado com abertura e adesivo.

Urina proveniente de criangas sem

pediatrico controlo do esfincter
Zaragatoa esterilizada com haste rigida de madeira e ponta de algoddo seco.
Zaragatoa esterilizada com haste semirrigida, ponta de algoddo seco e meio de transporte em tubo de

Zaragatoa plastico de transporte.

g Zaragatoa esterilizada com haste de plastico e ponta de polimetano em tubo de plastico de transporte. | Exsudados (exceto exsudado uretral)
Zaragatoa esterilizada com haste metéalica fina e flexivel e ponta de algoddo seco em tubo de plastico | Exsudado uretral, ocular e
de transporte. nasofaringeo

Garrafade | Frasco de cultura de fundo pano, resistente, para cultura e isolamento de microrganismos: aerébios

hemocultura

(tampa azul), anaerébios (tampa roxa), micobactérias e micoldgicos.

Sangue, liquidos biol6gicos.

Frasco . 5 . . P .
™ | Meio recomendado para o transporte, & temperatura ambiente, das colheitas liquidas, pois tem as - S
Portagerm - . L : . " " Sangue, liquidos biol6gicos, pus
(bioMeérieux) condicBes necessarias para manter a viabilidade dos microrganismos (aerdbios e anaerdbios).

Fonte: Adaptado de CondigGes Gerais de Colheita e Conservagdo de Amostras Bioldgicas (Protocolo)’.
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Apéndice 1I: Meios de cultura.

Tabela 21: Descri¢do dos meios de cultura utilizados no CHMT.

Meio ' Classificacao | Principio
Caldo de enriquecimento Brain Heart Infusion Liquido . . . x )
x - Caldo de enriquecimento universal com coragéo e cérebro de gado.
(BHI) N&o seletivo
. Liquido Meio de enriquecimento utilizado para isolamento de espécies dos géneros Salmonella e
Selenito . X
Seletivo Shigella.
Gelose de sangue Sélido Meio complementado com sangue de carneiro, que permite a discriminagéo do tipo de hemolise,
(GS) Nd&o seletivo | critério basico para a orientacdo da identificacdo de algumas bactérias.
Gelose de chocolate enriquecida com Sélido Meio para o cresum(_ento de estlrpeg, fastidiosas (Neisseria spp., _Haemc_)phllqs spp.;
PolyViteX (PVX) N0 seletivo Streptococcus pneumonlae). Este meio & composto por uma base nutritiva enriquecida com
fatores X (hemina) e V (NAD) fornecidos pela hemoglobina e PolyViteX.
Gelose de Gelose seletiva para bactérias do género Solido Meio composto pelos mesmos nutrientes e fatores que PV X e a seletividade para isolamento de
Chocolate Haemophilus (HAE) Seletivo Haemophilus spp. é obtida por uma combinacéo de antibiéticos.
- - Meio composto pela mesma base nutritiva e fatores que os meios PVX e HAE e a seletividade
Gelose chocolate com vancomicina, Solido L X . S s e L
. o : . : para Neisseria spp. & obtida por combinagdo de antibioticos (vancomicina, colistina,
colistina, anfotericina e trimetropim (VCAT) Seletivo .. . .
anfotericina e trimetropim).
Gelose Cystine Lactose Electrolyte Deficient sélido Meio para dlferfzn_0|ar as bacterlgs que fermentam a Iaf:tose _(co_lomas amarelas) das que nao
X fermentam (col6nias verdes, azuis ou incolores), através do indicador azul de bromotimol. A
(CLED) Seletivo - . , - . .
composi¢do do meio, com fraco conteudo em eletrdlitos, previne o swarming por Proteus sp..
Gelose Columbia Sélido Meio que permite apenas o crescimento de bactérias Gram-positivas. A maioria das bactérias
(CNA) Seletivo Gram-negativas sdo inibidas pela presenca de acido nalidixico e colistina.
Sélido Meio de isolamento para Staphylococcus sp., principalmente Staphylococcus aureus
Gelose Manitol Salgado Seletivo e (fermentador de manitol — col6nias amarelas). O alto teor de cloreto de sédio limita o
diferencial | crescimento de outras bactérias.
Sélido Meio de isolamento para bactérias Gram-negativas, fermentadoras (col6nias rosa ou vermelhas)
Gelose MacConkey leti 50 f | l6nias incol letivi : f . |
(MAC) S_e etivoe e nao. grmentat_joras de actose (coldnias incolores ou bege). A seletividade é fornecida pelos
diferencial | sais biliares e violeta de cristal.
Meio de isolamento para Salmonella sp. e Shigella sp.. Microrganismos que fermentem um dos
Solido trés acucares contidos no meio formam colonias amarelas ou rosa-amareladas; os outros
Gelose Hektoen . o . . .
Seletivo e produzem col6nias verdes ou verde-azuladas (Salmonella sp. e Sigella sp.). Microrganismos
(HEKT) . - - A
diferencial | que produzam H,S formam col6nias com centro negro (algumas espécies de Salmonella sp.). A
inibicdo de microrganismos Gram-positivos obtém-se pela mistura de sais biliares e de corantes.
Gelose Campylosel Solido Meio de isolamento para Campylobacter sp. (colonias pequenas e acinzentadas). A seletividade
(CAMPY) Seletivo é obtida por antimicrobianos que inibem a maioria dos contaminantes bacterianos e flngicos.
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Meio para a detecdo de Staphylococcus aureus resistente Solido Meio para identificacdo presuntiva de MRSA, com base na coloracdo verde de col6nias que
a meticilina (MRSA) Cromogéneo | produzem a-glicosidase e, por isso, sdo resistentes a cefoxitina.
Meio para o rastreio de Streptococcus do grupo B Solido Meio para identificacdo presuntiva de Streptococcus agalactie (Grupo B). Este meio tem trés
(STRB) Cromogéneo | substratos cromogéneos de modo a formar colénias cor de rosa claro a vermelho.
. - Meio para o isolamento de leveduras e fungos. A acidificacdo do meio e a grande concentracéo
Gelose de Sabouraud com cloranfenicol Soélido : L
; de peptonas e de dextrose favorece o crescimento de fungos e a presenca de gentamicina e
(SAB) Seletivo S . .
cloranfenicol inibe o crescimento bacteriano.
Gelose Candida Solido Meio para isolamento de fungos leveduriformes e identificacdo de Candida albicans, que
(CAN) Cromogéneo | apresenta uma cor azul devido & hidrélise do substrato cromogéneo pela hexosaminidase.

Fonte: Adaptado de Culturas Primarias (Instrugdo de Trabalho)®.
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Apéndice 111: Classes de antimicrobianos.

Antibacterianos

Tabela 22: Antimicrobianos em disco usados para TSA manual no setor de Microbiologia do CHMT.

Utilizados no CHMT

Penicilinas

Bactericida
Inibicdo da sintese da parede celular

Ampicilina

Amoxicilina (associada ao Acido clavulanico)
Oxacilina

Piperacilina (associada ao Tazobactam)

Cefalosporinas
(12 a 52 geracéo)

Bactericidas
Inibicdo da sintese da parede celular

28 geragdo: Cefuroxima
3% geracdo: Ceftriaxone, Ceftazidima

B-lactdmicos
Carbapenemes

Bactericidas
Inibicdo da sintese da parede celular

Imipenem, Meropenem, Ertapenem

Monobactamicos

Bactericidas
Inibicdo da sintese da parede celular

Inibidores das B-lactamases

Inativacdo das fB-lactamases, 0 que permite a atividade do antibidtico
principal

Acido clavulanico (associado & Amoxicilina)
Tazobactam (associado a Piperacilina)

Quinolonas

Bactericidas
Inibicdo da sintese de acidos nucleicos

Ciprofloxacina

Bactericida

Oz eTs Inibicdo da sintese da parede celular Vancomicina
L Bacteriostatico . .
Derlfilnons Inibicdo da sintese proteica Linezolid
Aminoglicosideos Bgc'gerjcidas . Amicaci“?‘
Inibicdo da sintese da parede celular Gentamicina
Macrolidos Bacter!o§tét|cos C . . Eritromicina
Bactericidas em altas doses (inibicdo da sintese proteica)
. . Bacteriostatico . .
Lincosamidas Clindamicina

Inibiclo da sintese proteica

Nitrofuranos

Bactericida
Inibicdo da sintese de 4cidos nucleicos

Nitrofurantoina

Sulfonamidas

Bacteriostético
Inibicdo da sintese de &cido félico e purinas

Sulfametoxazol (associado ao Trimetoprim)

Tetraciclinas

Bacteriostatico
Inibicdo da sintese proteica

Pagina | 253




Pagina | 254



Apéndice IV: Andlises Alergologia.

Tabela 23: Testes ImmunoCAP® para detecdo de anticorpos IgE especificos realizados no CHMT.

Categoria | Subcategoria ;:fnouﬂzéﬁg% Designacéo Alergénio
Alimentares Multi-rast fx2 Atum, bacalhau, camardo, mexilhdo azul, salméo
x5 Leite, clara de ovo, bacalhau, trigo, amendoim, gréo de soja
Especificos fl Clara de ovo
2 Leite
3 Bacalhau
f4 Trigo
5 Centeio
f7 Aveia
f13 Amendoim
f14 Soja
f17 Avela
20 Améndoa
24 Camaréo
25 Tomate
26 Carne de porco
f27 Carne de vaca
33 Laranja
f44 Morango
f49 Maca
f75 Gema de ovo
76 a-lactoalbumina
f77 B-lactoalbumina
78 Caseina
79 Glaten
84 Kiwi
93 Cacau
o5 Péssego
98 Gliadina
f207 Ameijoa
232 Ovalbumina
233 Ovomucoide
245 Ovo (gema e clara)
256 Noz
258 Lula
307 Pescada
308 Sardinha
Recombinantes 323 Ovo de galinha, Ovotransferrina (nGal d 3)
k208 Ovo de galinha, Lisozima (nGal d 4)
351 Camardo, Tropomiosina (rPen a 1)
355 Capra, Parvalbumina (rCyp c 1)
f416 Trigo, Omega-5 Gliadina (rTri a 19)
419 Péssego, PR-10 (rPru p 1)
420 Péssego, LTP (rPru p 3)
f421 Péssego, Profilina (rPru p 4)
426 Bacalhau 1, Parvalbumina (rGad c 1)
433 Trigo, LTP (rTri a 14)
Inalantes Rastreio Phadiatop®
Aves Multi-rast ex71 Penas de: ganso, galinha, pato, peru
ex72 Penas de: periquito, candrio, caturra, papagaio, tentilhdo
Arvores Multi-rast tx7 Oliveira, salgueiro, pinheiro, eucalipto, acécia, malaleuca
Especificos t3 Vidoeiro
t7 Quercus alba (sobreiro, azinheiro, azinho, carvalho, roble, alvar)
t11 Platano
t14 Alamo, faia, choupo
t16 Pinheiro manso
t18 Eucalyptus spp.
t19 Oliveira
Gramineas Multi-rast gx4 Feno de cheiro, azevém, canico, centeio, erva lanar
Especificos g2 Grama
g3 Panasco
g5 Azevém
g6 Rabo-gato
912 Pélen de centeio
gl4 Pélen de aveia
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Ervas
Infestantes

Fungos

Epitélios de
animais

Acaros

Outros
Venenos

Farmacos

Outros

Multi-rast

Especificos

Multi-rast
Especificos

Especificos

Especificos

Recombinantes

Especifico
Especificos

Recombinantes

Especificos

Especificos

915
9201
wx3

w3
w6
w10
w19
w21l
mx2

mé
m3
el
e3
e5
di
d2
d71
d202
d203
d205
d209

il
i3
i4
i209
i211
cl
c2
c5
c6
i71
k82
p4

Pélen de trigo

Pélen de cevada

Artemisia vulgaris, corrijé, vara de ouro, Solidago virgaurea,
tanchagem, pé de ganso, urtiga maior, urtigdo

Ambrosia trifida

Artemisia vulgaris

Chenopodium album (pé de ganso)

Parietaria officinalis

Parietaria judaica

Penicilium notatum, Cladosporium herbarum, Aspergillus fumigatus,
Candida albicans, Alternaria alternata, Helminthosporium halodes
Alternaria alternata

Aspergillus fumigatus

Caspa de gato

Caspa de cavalo

Caspa de cdo

Dermatophagoides pteronysinus

Dermatophagoides farinae

Lepidoglyphus destructor

Dermatophagoides pteronysinus (rDer p 1)
Dermatophagoides pteronysinus (rDer p 2)
Dermatophagoides pteronysinus, Tropomiosina (rDer p 10)
Dermatophagoides pteronysinus (rDer p 23)

P6 da casa

Veneno de abelha (Apis mellifera)

Veneno de vespa (Vespula spp.)

Veneno de vespa do papel (Plistes spp.)

Vespa (rVes v 5)

Vespa, Fosfolipase Al (rVesv 1)

Penicilina G

Penicilina V

Ampicilina

Amoxicilina

Mosquito comum (Aedes communis)

Léatex

Anisakis sp.
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Resumo

A pré-eclampsia é uma doenca hipertensiva da gravidez que afeta cerca de 2 a 8% das
gestacbes mundiais. Apresenta-se como um distirbio multissistémico da gravidez,
caracterizado clinicamente por hipertensdo e proteindria, disfuncdo uteroplacentaria, ou
disfuncéo de outros 6rgaos, com inicio apds as vinte semanas de gestacgao.

Estudos epidemioldgicos tém sugerido que algumas caracteristicas maternas pré-
gravidez podem aumentar o risco de desenvolvimento de pré-eclampsia, como é o caso de
histérico de doenca hipertensiva durante uma gravidez anterior e outras doencas maternas
adjacentes, assim como, nuliparidade, idade materna avangada, obesidade, historia familiar de
pré-eclampsia ou gravidez multi-fetal.

Apesar da etiologia ainda ser pouco clara, sabe-se que a placenta é fundamental na
fisiopatologia da pré-eclampsia e que esta progride em dois estadios: placentacdo anormal,
durante o primeiro trimestre, e desenvolvimento da sindrome materna, no segundo e terceiro
trimestres de gestacdo. O excesso de inflamagdo provocada pela resposta do sistema
imunoldgico ao stress oxidativo, assim como, o dano endotelial causado pelo processo
fisiopatoldgico isquémico, fazem com que a maior parte dos érgdos maternos se encontre
afetada. Esse comprometimento pode levar ao desenvolvimento de complicagbes materno-
fetais durante o periodo perinatal, como a sindrome de HELLP, eclampsia e restricdo do
crescimento intra-uterino mas também, a longo prazo, como doencas cardiovasculares.

A avaliacdo inicial de uma gravida com suspeita de pré-eclampsia deve ser feita com
base numa apreciagdo completa do estado de sade materno e fetal, com recurso aos resultados
dos exames laboratoriais e de estudos de imagem que permitam uma intervencdo precoce e
possivel prevencdo da doenca.

Atualmente, o Unico tratamento definitivo para a pré-eclampsia é o parto. Contudo, nos
casos de pre-eclampsia com desenvolvimento de complica¢fes em fases precoces da gestagéo,
a aplicacéo de terapia eficaz pode ser uma mais valia para a estabilizacdo da condicdo materna
ou fetal nos casos em que ainda n&o é recomendada a interrupcao da gravidez. Para além disso,
estudos recentes tém vindo a mostrar a importancia da prevencdo de modo a melhorar as taxas

de mortalidade materno-fetal provocadas pela pré-eclampsia.

Palavras-chave: pré-eclampsia, hipertenséo, prevencao, diagnéstico
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Abstract

Preeclampsia is a pregnancy hypertensive disease that affects about 2 to 8% of
pregnancies worldwide. It presents itself as a multisystemic pregnancy disorder, clinically
characterized by hypertension and proteinuria, uteroplacental dysfunction, or dysfunction of
other organs, after the twentieth week of gestation.

Epidemiological studies have suggested that some pre-pregnancy maternal
characteristics may increase the risk of developing pre-eclampsia, such as a history of
hypertensive disease during a previous pregnancy and other adjacent maternal diseases, as well
as nulliparity, advanced maternal age, obesity, family history of pre-eclampsia or multi-fetal
pregnancy.

Although the etiology is still unclear, it is known that the placenta is essential in
preeclampsia pathophysiology and that it progresses in two stages: abnormal placentation,
during the first trimester, and development of the maternal syndrome, in the second and third
trimesters. gestation. The excess of inflammation caused by the immune system's response to
oxidative stress, as well as the endothelial damage caused by the ischemic pathophysiological
process causes most of the maternal organs to be affected. This impairment can lead to the
development of maternal-fetal complications such as HELLP syndrome, eclampsia and
intrauterine growth restriction during the perinatal period as well as cardiovascular diseases in
the long term.

The initial assessment of a pregnant woman suspected of having pre-eclampsia should
be based on a thorough assessment of the maternal and fetal health status, using the results of
laboratory tests and imaging studies that allow early intervention and possible prevention of the
disease.

Currently, the only definitive treatment for pre-eclampsia is childbirth. However, in
cases of pre-eclampsia with the development of complications at an early stage of pregnancy,
the application of effective therapy can be an asset for stabilizing the maternal or fetal condition
in cases where termination of pregnancy is not yet recommended. In addition, recent studies
have shown the importance of prevention in order to improve maternal-fetal mortality rates

caused by pre-eclampsia.

Keywords: pre-eclampsia, hypertension, prevention, diagnosis



Esta pagina foi deixada propositadamente em branco



1. Metodologias

A execucdo desta monografia teve em conta uma pesquisa académica, primeiramente
através de uma pesquisa exploratoria e, numa segunda fase, de uma pesquisa explicativa sobre
0 tema pré-eclampsia. A fase de pesquisa exploratdria teve como principal objetivo a
familiarizagdo com o tema em estudo, o que possibilitou uma compreensédo geral sobre alguns
aspetos importantes da gravidez e pré-eclampsia, como a defini¢do de pré-eclampsia, relacdo
pré-eclampsia-gravidez e a importancia do estudo desta patologia atualmente. A segunda fase,
de pesquisa explicativa, surgiu como forma de correlacionar e associar ideias, bem como
aprofundar o tema em estudo através do conhecimento cientifico.

A pesquisa académica teve uma duragdo aproximada de um ano, num periodo
compreendido entre janeiro e dezembro de dois mil e vinte e focou-se, principalmente, na leitura
de artigos cientificos, tanto originais, como de revisdo, publicados entre dois mil e nove e dois
mil e vinte. Toda a pesquisa foi feita nas plataformas de pesquisa PubMed
(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) e Google Scholar (https://scholar.google.com/), com
recurso a palavras-chave como pré-eclampsia, hipertensao gestacional, gravidez, sindrome de
HEELP, eclampsia, entre outros. Também foram consultados alguns livros com relevancia na
area da saude e trabalhos académicos da area da medicina, de modo a compreender melhor
alguns aspetos anatémicos, essenciais para o entendimento do tema em estudo. Os principais
sites consultados foram o site oficial da Organizacdo Mundial de Salde (OMS)
(https://www.who.int/), do National Institute for Health and Care Excellence (NICE)
(https://www.nice.org.uk/guidance), do American College of Obstetricians and Gynecologists
(ACOG) (https://lwww.acog.org/) e da Sociedade Portuguesa de Hipertensdo
(https://www.sphta.org.pt/pt).

Terminada a pesquisa foi feita uma revisao bibliografica de todo o contetdo pesquisado

e elaborada a monografia que se segue.
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2. Introducéo

A gravidez é um estado fisioldgico da mulher que se inicia quando ocorre a fecundag&o.
Durante cerca de trinta e seis a quarenta semanas (aproximadamente nove meses) depois da
fecundacdo, o organismo materno sofre varias alteracdes fisiologicas que sdo importantes e
necessarias para o desenvolvimento do feto. No entanto, quando ocorrem falhas nos processos
necessarios para a adaptacdo do organismo materno a gravidez, desenvolvem-se patologias que
podem p6r em risco a saude fetal, mas também a salde materna.

As sindromes hipertensivas da gravidez sdo um conjunto de doencas provocadas por
uma ma adaptacdo as alteracbes hemodindmicas e metabdlicas induzidas pela gestagdo. Neste
grupo de doencas estdo incluidas a hipertensdo gestacional, a hipertensdo cronica, a pré-
eclampsia e a pré-eclampsia sobreposta, que desempenham um papel significativo na
morbilidade e mortalidade materna®’. Entre os distirbios hipertensivos que trazem
complicagdes a gravidez, a pré-eclampsia destaca-se como a principal causa de mortalidade e
morbilidade materna®2332° mas também perinatal®?®. Contudo, a maioria das mortes provocadas
pela pré-eclampsia ou pelas suas complicacdes pode ser evitadas através de um diagndstico
precoce, da prestacdo adequada de cuidados de saude pré e pds-natais, assim como, do uso de
terapia profilatica em mulheres com fatores de risco para o desenvolvimento desta sindrome.

Por se tratar de um tema atual e ainda em constante evolucdo foi elaborada esta
monografia, que visa sistematizar conceitos e todo o trabalho que foi desenvolvido até ao
momento em relacdo a incidéncia da pré-eclampsia no periodo gestacional, assim como,

métodos de diagnostico aplicados e terapia profilatica recomendada.

Péagina | 265



3. Definicéo clinica

A pré-eclampsia é um distirbio multissistémico da gravidez®*%3! (sindrome)33?,
caracterizado clinicamente por hipertensdo®3:333-335 ¢ pelo menos um dos seguintes sinais®*:
proteintria®¥-3%: disfuncio uteroplacentaria; ou disfuncdo de outros 6rgaos3*3%; com inicio
apos as vinte semanas de gestagdo®313%

A hipertensdo é o aumento da pressdo arterial sistélica para um valor igual ou superior
a 140 mmHg e/ou da presséo arterial diast6lica para um valor igual ou superior a 90 mmHg3-
3% numa gravida previamente normotensa®323343%, Por sua vez, a proteintria é definida pela
presenca de um valor superior ou igual a 300 mg de proteina numa amostra de urina de vinte e
quatro horas®**3%’ em mulheres gravidas sem histérico de proteintria®*?. Durante muitos anos,
a pré-eclampsia foi caracterizada apenas pelo surgimento de novo de hipertensédo e proteindria.
No entanto, a defini¢do atualizada®*® de pré-eclampsia, tem em conta também outros requisitos
para o0 seu diagnostico, como a presenca de danos noutros 6rgdos, como figado, sistema
neuroldgico, sistema hematoldgico ou comprometimento renal®®, pois algumas mulheres
desenvolviam manifestacdes sistémicas antes da detecio de proteintria®.

Atualmente, a pré-eclampsia pode ser classificada em pré-eclampsia de inicio precoce
ou placentéria, quando surge antes das trinta e quatro semanas de gestacdo, e pré-eclampsia de
inicio tardio ou materna, que surge apos as trinta e quatro semanas de gestagio®*>33%34 Esta
classificacdo surgiu devido as diferencas na apresentacdo clinica, epidemiologia e de
morbilidade destes dois tipos de pré-eclampsia®®, sendo a pré-eclampsia de inicio tardio a mais
comum e, geralmente, menos grave que a pré-eclampsia de inicio precoce®*°3%, para facilitar
no diagnostico, estabeleceu-se que a pré-eclampsia de inicio precoce, mais grave, €
caracterizada por qualquer uma das seguintes caracteristicas®®: hipertensdo com valores de
pressdo arterial sistolica iguais ou superiores a 160 mmHg e/ou valores de pressdo arterial
diastolica iguais ou superiores a 110 mmHg335336:338; insuficiéncia hepatica®*>3%, com aumento
das enzimas hepaticas®**3%, dor no quadrante superior direito persistente ou dor epigastrica®?;
distlrbios cerebrais ou visuais®***¥* como, por exemplo, dor de cabeca®®:33%,
trombocitopenia®*-33:3% insuficiéncia renal ou edema pulmonar, de inicio recente33>33,

E ainda de referir que a pré-eclampsia pode, também, ser diagnosticada a mulheres com
hipertensdo cronica, desde que desenvolvam de novo os sinais ou sintomas anteriormente

descritos e que sdo compativeis com pré-eclampsia®®,
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4. Epidemiologia

A pré-eclampsia é uma doenca hipertensiva da gravidez que tem vindo a aumentar a sua

342 afetando, atualmente, cerca de 2 a 8% das

prevaléncia ao longo das ultimas trés décadas
gestacOes mundiais334337:343344 - A maijoria dos casos tem inicio no final do terceiro trimestre da
gravidez, originando a pré-eclampsia de inicio tardio, mas aproximadamente 10% das gestantes
com esta sindrome desenvolvem-na antes das trinta e quatro semanas de gestacdo (pre-
eclampsia de inicio precoce)®*,

Esta sindrome € uma das principais causas de mortalidade e morbilidade materna e
perinata|332:334:337,338:341,343-345 am todo 0 mundo, sendo responsavel por mais de setenta mil
mortes maternas e quinhentas mil mortes fetais anualmente®*. Cerca de 90% dessas mortes
ocorrem em paises em desenvolvimento, devido aos poucos recursos e aos fracos cuidados
perinatais, pos-natais e neonatais®*°, especialmente em gravidas com pré-eclampsia de inicio
precoce®*®. Nos paises desenvolvidos, apesar de melhores acessos a cuidados de satide maternos
e neonatais, as taxas de disturbios hipertensivos da gravidez, incluindo a pré-eclampsia, também
tém vindo a aumentar, sendo as mulheres afro-americanas as que apresentam maior risco de
mortalidade quando comparadas com as mulheres hispanicas, americanas, indianas, de raca
branca, asiéticas ou das ilhas do Pacifico®®.

A pré-eclampsia € ainda responsavel por cerca de 20 a 30% dos nascimentos

333

prematuros®>° e, apesar da sua detecdo precoce, pode provocar doencas nao transmissiveis de

longo prazo na mée e no recém-nascido¥’.
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5. Fatores de risco

Estudos epidemioldgicos tém sugerido que algumas caracteristicas maternas pré-
gravidez podem aumentar o risco de desenvolvimento de pré-eclampsia®3.

Segundo as diretrizes emitidas em dois mil e dezanove pelo National Institute for Health
and Care Excellence, (NICE), do Reino Unido, o American College of Obstetricians and
Gynecologists (ACOG) e a Sociedade Portuguesa de Hipertensdo, as mulheres gravidas podem
ser classificadas em dois grupos aquando da avaliacdo do riso de desenvolvimento de pré-
eclampsia: alto risco e risco moderado333336:346:347 No entanto, existem algumas nuances entre
estas trés organizacdes que fazem com que alguns fatores de risco sejam agrupados de modo
diferente.

Assim, segundo as diretrizes do NICE e da Sociedade Portuguesa de Hipertensdo, sao
consideradas de alto risco as gravidas que tenham um dos seguintes fatores de risco:

* historico de doenca hipertensiva durante uma gravidez anterior328:333:336,342:348.

- hipertenséo CréniCa328,3337335,337,342,348,349;

- doenga renal CréniCa328,3337336,342,348,349;

= doenca autoimune328333.336342.348349 (nys eritematoso sistémico328:333348 gy
sindrome antifosfolipidica328:333334:348).

= diabetes mellitus do tipo | ou tipo [1328:333-337,342,348,349

Por outro lado, sdo consideradas de risco moderado as gravidas que tenham um dos

seguintes fatores de risco:
] nu|ipara3327336,342,348,349;

idade materna avangada®?®33+3%:3423% (superior ou igual a quarenta anos)***34;

= intervalo entre gravidez de mais de dez anos®33336:348:

= obesidade3?8:334:3%5.:387342344349 (indice de massa corporal [IMC] superior ou igual
a35 kg/m2)333,336,348.

= historia familiar de pré-eclampsia328:333:335336,342,348,349.

= gravidez multi-feta|333335336342,348

Ao contrario do NICE e da Sociedade Portuguesa de Hipertensdo, o ACOG considera
que os fatores preponderantes para um alto risco de desenvolvimento de pré-eclampsia sao a

histéria de pré-eclampsia numa gravidez anterior336347:34%  gestacdo multipla3343%6:342347,349
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hipertensdo cronica334336:337:342347349 * qoenca renal, doenca autoimung®3:342347:34%  (1gpys
eritematoso sistémico®’ ou sindrome antifosfolipidica®**) e diabetes mellitus tipo | ou
|1334,336342.347.349 " Em relagdo aos fatores de risco moderado, esta entidade menciona a
nuliparidade, os antecedentes familiares de pré-eclampsia®3:342347:349° o intervalo entre
gravidezes superior a dez anos**®. No entanto, 0 ACOG difere do NICE quando considera a
idade materna avangada superior ou igual a trinta e cinco anos334336:342341.349 o 4
obesidade336:337:342347.349 quando a gravida possui um IMC superior ou igual a 30 kg/m? 334336,
Esta organizacdo acrescenta ainda os antecedentes pessoais de baixo peso/tamanho para a idade
gestacional ao nascer336337:342 ¢ a5 caracteristicas sociodemograficas, como a origem racial®28342
(maior risco para a mulheres afro-americanas®33%%) e o baixo estatuto socioecondmico33¢342,
Existem ainda fatores clinicos adicionais que aumentam a predisposicdo ao
desenvolvimento de pré-eclampsia como, por exemplo, pressdo arterial média aumentada antes
das quinze semanas de gestacdo, sangramento vaginal de pelo menos cinco dias durante a
gravidez®®, mola hidatiforme3®, sindrome do ovario poliquistico®, sindrome metabélica®’,
distdrbios do sono e varias infecdes, como doenca periodontal, infecdes do trato urinario e
infeces por Helicobacter pylori®®2,
Podem ainda ser tidos em conta na avaliacdo do risco de desenvolvimento de pré-

eclampsia outros fatores como:

= uso de tecnologias reprodutivas assistidas®**3*®, nomeadamente, o uso de doac&o

de ovocitos (maior risco) e fertilizagdo in vitro sem doagéo de ovdcitos®®;

= presenca de habitos tabagicos®3:34334 oy deficiéncia de vitamina D3%;

= grévidas de fetos com trissomia 133343%;

= mulheres fruto de gestacdo complicada pela pré-eclampsia®®;

= historia de complicacdes na gravidez anterior336:34°;

= outros distirbios metabdlicos (desnutrigdo e disfunc&o tiroideia)3*.
A presenca de um fator de alto risco, ou dois ou mais fatores de risco moderados, € um

importante auxiliar para a orientacdo da profilaxia eficaz para a redugdo do risco de

complicacdes provocadas pela pré-eclampsia®3®342:349,
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6. Fisiopatologia

Como referido anteriormente, a pré-eclampsia é um distdrbio multissistémico da
gravidez®3%33! caracterizado por um estado pré-inflamatdrio®** de varios 6rgdos, no entanto, a
sua etiologia ainda ndo é totalmente compreendida®3,

Apesar da etiologia ainda ser pouco clara, sabe-se que a placenta é fundamental na
fisiopatologia da pré-eclampsia®®® pelo que se torna fundamental entender a fisiologia deste
Orgdo e que etapas da sua formacdo poderdo estar envolvidas na fisiopatologia da pré-

eclampsia.

6.1. Formacao da placenta

Numa gravidez normal, ap6s a fecundacao, ocorre a divisdo das células pluripotentes do
ovo, formando uma massa celular embrionaria. Quando a massa embrionaria em divisdo se
torna uma bola compacta de doze ou mais células é designada por moérula, que continuara a
evoluir através de processos de divisdo celular®®. E nesta fase que ocorre também o primeiro
evento de diferenciacdo celular, do qual resultam duas células distintas, a célula precursora da
massa celular interna, que originard o embrido, e a célula precursora da trofectoderme, tecido
responsavel pela formagao do citotrofoblasto viloso e extra viloso®*31,

Cerca de trés ou quatro dias ap6s a ovulacdo, a mérula é formada por cerca de trinta e
dois blastémeros (unidade originada ap6s cada divisao celular) e comega a surgir no centro da
massa celular uma cavidade preenchida por fluido, o blastocelo. A partir dessa altura a massa
embrionaria é denominada de blastocisto, constituido pelo botdo embrionario e pelo blastocelo.
O blastocelo ¢ delimitado por uma camada Unica de citotrofoblastos (trofectoderme) e, num dos
polos desta cavidade, encontra-se situado o botdo embrionario, constituido por células
precursoras da massa celular interna®®. E a partir dos citotrofoblastos da trofectoderme que se
formam a placenta e a membrana corion que rodeia o embrido®*3°, Todos estes
acontecimentos fazem parte da fase germinal e acontecem a medida que o blastocisto se move
do local da fecundag&o, na ampola tubarica, para o local de implantacio no Gtero®®.

Apbs a chegada ao Utero, cerca de sete dias apos a fecundagio®?, o blastocisto estabelece
contacto com o epitélio endometrial por aposicdo e adesdo, envolvendo modificacGes

351

moleculares das células trofoblasticas e das células epiteliais uterinas®>", e é iniciado 0 processo
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de nidacéo, ou seja, a implantacdo do blastocisto a parede uterina. A medida que o blastocisto
contacta com o epitélio endometrial®®, ocorre a formagao da zona de juncio materno-fetal, de
onde se formara a placa basal (superficie materna da placenta) e a placa coriénica (superficie
fetal da placenta)®*4, e a morfogénese do citotrofoblasto viloso, com proliferacdo rapida e
crescimento distal das células citotrofoblésticas®®?.

Trofectoderme
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interna

aembrondrio
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Figura 39: Formacéo da placenta - implantagéo do blastocisto e invasdo trofoblastica.
Fonte: Adaptado de Desenvolvimento, Crescimento, Envelhecimento e Genética 3%°.

Pagina | 271



Essa proliferacéo é feita por divisdo assimeétrica das células citotrofoblasticas, que dara
origem a formacéo de dois tipos celulares: as células progenitoras e as células intermedidrias.
As células progenitoras sdo células responsaveis pela manutencdo do pool de células do
citotrofoblasto e aumentam em numero durante o crescimento placentario, tornando-se
espacadas e com um volume menor a medida que a area do sincicio aumenta. Por outro lado,
na superficie das células intermédias sdo expressas diversas moléculas de adesdo (caderinas,
proteinas de junc&o estreita, entre outras)®!, o que resultard numa fusdo deste tipo de células,
formando o sinciciotrofoblasto®43%!, Assim, o sinciciotrofoblasto é constituido por uma
camada continua de células multinucleadas que proliferam no endométrio®°, sendo o
responsavel pela regulacdo das trocas gasosas, de nutrientes e outros metabolitos entre a
circulagdo fetal e a materna®?.

Assim como em todos os 6rgdos do organismo, o fornecimento de sangue para o Utero é
feito através de uma estrutura de vasos ramificada®*. As artérias uterinas tém origem no ramo
ascendente das artérias hipogastricas-iliacas, que se dividem no miométrio formando as artérias
arcuatas. Estas artérias, por sua vez, ramificam-se perpendicularmente para formar as artérias
radiais, que atravessam o miométrio dando origem as artérias basais®®?, que terminam no
miométrio ou decidua®®, e as artérias espirais, que terminam junto ao endométrio®?. A medida
que progridem através do miométrio e endométrio, os vasos diminuem sucessivamente o seu
diametro até formarem as artérias espirais®®*, de menores dimensdes, que se abrem no espaco
interviloso®®. Estas artérias sdo responsaveis pela irrigacio do endométrio e, durante a
gestacdo, do miométrio e da decidua. A parede de cada artéria espiral, assim como as restantes
artérias, € composta por trés camadas distintas: a intima, a camada média e a adventicia. A
intima é formada por uma unica camada de células endoteliais, por uma membrana basal e uma
lamina elastica interna. Esta Ultima ldmina é constituida predominantemente por colagénio tipo
IV e lamininas (elastina e fibronectina), responsaveis pela separacdo das células endoteliais e
das celulas musculares lisas, conferindo forca, resisténcia e suporte a parede do vaso. A camada
média contém fibras elasticas que envolvem as células musculares lisas e a adventicia é
constituida essencialmente por fibras de colagénio e fibroblastos®>*.

No decorrer da invasdo da parede uterina pelo sinciciotrofoblasto, ocorre também a
formacdo de cavidades (lacunas), perto das artérias espirais uterinas®!, resultantes da
remodelacdo vascular de canais venosos de calibre progressivamente maior, até atingirem as
arteriolas superficiais e, por Gltimo, as artérias espirais (quatro semanas de gestacéo)®**.

Durante a gestacdo, também as artérias espirais maternas sdo remodeladas, de modo a

deixarem de ter uma elevada resisténcia e baixo fluxo, passando a exibir um diametro maior e,
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consequentemente, um maior fluxo sanguineo®43%!, Estas alteraces apenas sdo possiveis
porque ocorre uma perda de células musculares lisas e da 1dmina elastica interna, devido a
presenca de leucdcitos maternos, a substituicdo temporaria do endotélio vascular por uma
camada de trofoblastos extra vilosos e & constituicio de uma nova matriz fibrinoide344.

Para que tudo isto aconteca, € fundamental que entre as oito e as doze semanas de
gestacdo ocorra a invasdo da decidua®**, a partir das vilosidades de ancoragem®?, por parte das
células citotrofoblasticas extra vilosas®*, formando septos vilosos. Esta invasio so é possivel
devido a presenca de uma infinidade de fatores regulatorios, tais como citocinas, fatores de
crescimento, moléculas de adeséo, metaloproteinases de matriz e baixa tenséo de oxigénio. Este
processo de invasao € ainda influenciado pelo ambiente celular local, que inclui a presenca de
leucdcitos na decidua (macrofagos e células natural killer (NK) deciduais, explicadas no
subcapitulo seguinte), interacGes diretas ou a secrecdo de fatores sollveis, mas também pelo
préprio fenotipo do trofoblasto®! (intersiticial, endovascular e intramural®*#).

A invasdo vascular dos trofoblastos extra vilosos ocorre por duas vias distintas, a via
intersticial, através da decidua, e a via endovascular, através do contacto direto com as
extremidades distais das artérias espirais. A via intersticial € a primeira a ocorrer e é realizada
pelos trofoblastos intersticiais, originando a alteracdo das artérias espirais ao nivel do
miomeétrio, incluindo a dilatacdo do Iumen, edema da intima, perfuracdo da lamina elastica
interna e aumento dos espacos intercelulares. Posteriormente, ocorre a invasdao do espaco
subendotelial pelos trofoblastos endovasculares, que degradam a elastina provocando uma
interrupcdo das interacdes entre as células endoteliais e a consequente desorganizagdo da intima
e da média®?. A aglomeracéo deste fenétipo de trofoblastos provoca uma obstrugdo do fluxo
sanguineo, promovendo um ambiente hipoxico para o desenvolvimento da rede capilar fetal no
inicio da gestacdo, de modo a que ndo haja um excessivo aporte de oxigenio na circulacdo
fetal®4,

Todas estas alteracdes fisiologicas que ocorrem no processo de remodelacgdo das artérias
espirais sdo caracterizadas pela secrecdo de moléculas de adesédo e de material fibrinoide
(colagénio tipo IV e lamininas) pelos trofoblastos extra vilosos**3? com fendtipo
intramural®**, o que possibilita a sua incorporagdo na matriz vascular, sem que se perca a
integridade do vaso remodelado®?. O controlo destes mecanismos permite que ocorra um pico
de invasdo trofoblastica perto das doze semanas de gestacdo, com um posterior declinio, e que
a profundidade da invasdo dos trofoblastos extra vilosos se restrinja a decidua e ao tergo
proximal do miométrio, sendo maior na regido central do leito placentario e menor nas margens

da placenta. O resultado desta remodelacéo € a transformacao das artérias espirais uterinas em
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vasos facilmente distensiveis, com paredes finas, que permitem o suprimento continuo e
adequado de sangue na placenta®,

A invasdo trofoblastica ocorre desde a placa coridnica até a placa basal e tem como
produto final, para além da remodelacdo das artérias espirais, a formacdo de septos
fibrosos/vilosos. A medida que ocorre a formacdo destes septos, as lacunas vdo também
crescendo até darem origem ao espaco interviloso, compreendido entre os septos vilosos
formados®#4. Por sua vez, os septos vilosos ddo origem as vilosidades corionicas assim que se
forme a rede de capilares fetais. Estas vilosidades sdo entdo formadas pela rede capilar fetal
cercada por uma camada de citotrofoblastos e pelo sinciciotrofoblasto (camada externa). Neste
momento, 0s topos das artérias espirais encontram-se obstruidas por “émbolos” de trofoblasto
endovascular, como referido anteriormente. No entanto, por volta das doze semanas, com 0
pico da invasdo trofoblastica atingido e, portanto, a conclusdo da formacédo das vilosidades
coridnicas e da remodelagdo das artérias uterinas, os “€émbolos” sdo soltos através do aumento
do calibre das artérias remodeladas®®?, permitindo que o espaco interviloso seja preenchido com
sangue materno. Conforme a gravidez avanca, o numero de vasos sanguineos fetais contidos
nas vilosidades coridnicas aumenta, enquanto a quantidade de tecido conjuntivo diminui®*.

A formagdo da placenta fica concluida por volta das dezassete a vinte semanas de
gestacdo, depois da segunda invasdo de trofoblastos provocar uma nova remodelacdo das
artérias uterinas, aumentando o seu calibre e, consequentemente, 0 aumento de oxigénio na
circulacdo materno-fetal®28. Na placenta madura o citotrofoblasto desaparece, ficando o sangue
fetal separado do sangue materno apenas pela parede capilar embrionaria, formada por uma
camada fina de sinciciotrofoblastos®*!, de modo a facilitar a troca de metabolitos entre a
circulacdo materna e a circulacéo fetal. O sinciciotrofoblasto tem entdo como principal fungéo
a absorcéo de nutrientes da circulacio materna®*3*, a remocéo de residuos e toxinas nocivas
da circulagdo fetal e ainda a sintese de hormonas como a gonadotropina coriénica humana

(hCG)**, essenciais para o desenvolvimento normal da gravidez.
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Placa corionica

Cavidade coridnica

Figura 40: Estrutura da placenta madura.
Fonte: Adaptado de Desenvolvimento, Crescimento, Envelhecimento e Genética®P.

6.2. A importancia do sistema imunologico

Tendo em conta que metade dos genes do embrido é de origem paterna, ou seja,
estranhos ao sistema imunolégico materno, a formacdo da placenta e do embrido sao
considerados um semi-enxerto®!°1, No entanto, é a placenta que entra em contato direto com
0 sangue materno, pelo que se torna fundamental que ocorra a sua tolerancia pelo sistema
imunoldgico materno3*,

O sucesso da formacgdo da placenta, e consequentemente do embrido, s6 é possivel
devido a presenca de alguns fatores imunoldgicos, que fazem com que a placenta e 0 embrido
sejam considerados um semi-enxerto apenas temporario, impedindo o desencadeamento de uma
reposta imunoldgica materna. Um desses fatores prende-se no facto dos trofoblastos néo
expressarem moléculas do Complemento de Histocompatibilidade (MHC) das classes I e I,
mas sim uma combinacdo Unica dessas moléculas (Complexo do antigénio leucocitario humano
[HLA], especialmente, HLA-C, HLA-G e HLA-E)***%! O HLA-G interage com 0s recetores
dos linfocitos T citotdxicos e células NK, inibindo a sua capacidade de inducdo da lise celular,
possibilitando a coexisténcia do trofoblasto com as restantes células do sistema imunolégico
materno. Também as células NK deciduais, especializadas e ndo citotoxicas, estdo implicadas

em processos essenciais na implantagio, como a invaséo trofoblastica®42*!, a remodelagdo das
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artérias espirais33>34%1 ¢ a tolerancia imune a formagdo da placenta e do feto. Pensa-se que
estes processos sdo estimulados por citocinas angiogénicas expressas nas células NK deciduais,
como o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), fator de crescimento placentario
(PIGF), angiopoietina®! e 6xido nitrico que, normalmente, nfo so produzidas por células NK
periféricas. Pelo contrério, a invasdo trofoblastica ¢ inibida por citocinas®***, como o fator de
necrose tumoral do tipo alfa (TNF-a), interferdao gama (INFy) e fator estimulador de coldnias
dos monacitos (M-CSF), produzidas através da interacdo entre as células NK deciduais e 0s
trofoblastos invasores®*1:3!, As células NK deciduais, normalmente, invadem o Utero antes da
implantacdo e permanecem em grande numero (cerca de 70% dos leucdcitos deciduais) durante
todo o primeiro trimestre de gestacdo®’.

Para além das células NK deciduais, também os macrofagos fazem parte dos leucocitos
deciduais (20-25%) do primeiro trimestre da gravidez, desempenhando um papel importante na
tolerdncia imunoldgica. Os macrdéfagos sdo responsaveis pela producdo de citocinas e
substancias anti-inflamatérias, como a interleucina (IL) 10 (IL-10), e pela interagdo com as
células NK deciduais, favorecendo a producéo de IL-15. Assim como acontece com as células
NK deciduais, os trofoblastos também interagem com os macréfagos e com outros componentes
do sistema imunoldgico, através da expressdo de recetores essenciais para a resposta imune
inata. Esses recetores tornam-se importantes, pois dao capacidade a placenta de reconhecer

antigénios e desencadear a ativacéo das células imunologicas®®*.

6.3. Modificaces fisiopatoldgicas na pré-eclampsia

Como mencionado no inicio do capitulo, apesar da etiologia ainda ser pouco
clara®?3%333%7 sabe-se que a placenta é fundamental na fisiopatologia da pré-eclampsia®?®3%® e
que esta progride em dois estadios: placentagdo anormal, durante o primeiro trimestre, e

desenvolvimento da sindrome materna, no segundo e terceiro trimestres de gestagio33433%:337:351,
6.3.1. Estadio 1: Placentacdo anormal

O desenvolvimento da placenta é um dos passos mais importantes desde o inicio da
gestacdo®®!, pois é através deste drgdo que vao ocorrer as trocas de nutrientes e metabolitos

entre a mée e o feto ao longo de toda a gravidez®>.
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Estudos recentes demonstram que, em gravidas com pré-eclampsia, ocorrem
anormalidades no processo de formacdo da placenta, que se iniciam com uma ma preparacao
do ambiente uterino para a implantacdo do blastocisto. Varias hipoteses tém sido propostas,
entre elas, a ndo ativacio das células NK deciduais®®, que resulta em falhas no processo de
transformacao estromal do endométrio uterino, e consequente ma formagao da decidua®3*. Para
além disso, o ambiente materno-fetal também se torna desfavoravel a implantacdo do
blastocisto devido a uma inadequada producéo de citocinas e quimiocinas aquando a interacdo
entre os leucdcitos deciduais e os trofoblastos®*.

Na pré-eclampsia ocorrem, ainda, problemas na diferenciacdo do citotrofoblasto. A
diferenciacéo incompleta das células trofoblasticas durante a formacéo do trofoblasto viloso e
extra viloso®¥"34431 origina um predominio de trofoblastos extra vilosos®?33 o que resulta
numa invasdo superficial do Gtero e no comprometimento da fusdo dos trofoblastos vilosos para
a formagcéo dos sinciciotrofoblastos3?%!, Além disso, o comprometimento da fusdo celular é
responsavel pela formagdo de uma estrutura vilosa instavel®!, provocando uma remodelacio
incompleta das artérias espirais maternas®?8333334337 Um processo bem regulado de perda
celular e degradacdo da matriz extracelular é fundamental para que o equilibrio entre a
vasodilatacio e a manutencdo da integridade vascular seja mantido®!, o que ndo acontece
quando a remodelacdo fica incompleta. Isto leva a uma persisténcia das caracteristicas primarias
das artérias espirais uterinas, ou seja, a presenca de uma elevada resisténcia, 0 que promove um
mau controlo da oxigenacdo do espaco interviloso durante a fase inicial da gravidez33"-,
Quando isto acontece, as vilosidades coridnicas sdo irrigadas de forma intermitente e com uma
elevada pressdo®3'3443%1 o que faz com que o fluxo uteroplacentario diminua, levando a um
quadro de isquemia uteroplacentaria®?:334:341,344,

Por outro lado, uma remodelacdo incompleta da artéria espiral pode aumentar a
propensdo para o desenvolvimento de aterose placentaria®33343% A aterose é caracterizada
principalmente, pela presenca de macréfagos carregados de lipidos no limen vascular, necrose
fibrinoide da parede arterial e infiltrado perivascular mononuclear®**3%® o que provoca uma
maior resisténcia do fluxo sanguineo placentario e hipoperfusio da placenta®33° quadro
caracteristico de isquemia uteroplacentaria.

A isquemia uteroplacentaria é entéo caracterizada pela diminuicéo do fluxo sanguineo e
consequente défice de oxigénio na circulacdo uteroplacentéaria, o que faz com que ocorra uma
producdo exagerada de espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio
(RNS), por parte das mitocdndrias, sempre que as moléculas de oxigénio entram no tecido apds

0 momento isquémico®1-344, O superoxido (O2™) é a molécula de ROS mais produzida nos casos
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de isquemia e, em situac¢des de diminuig&o ou auséncia da capacidade antioxidativa do tecido,
é capaz de desencadear uma série de eventos que levam a uma maior producdo de ROS e
peroxidacio lipidica, despoletando uma resposta inflamatoria tecidual e dano celular®*.,
Também a reducdo dos niveis de oxigénio na circulacdo uteroplacentaria provoca uma
sobrexpresséo do fendtipo invasivo trofoblastico®*, o que faz com que as falhas de remodelacéo
das artérias uterinas continuem a ocorrer, potenciando os efeitos de isquemia e producdo de
ROS.

O tecido placentario, mais concretamente o sinciciotrofoblasto, possui pouca capacidade
antioxidativa, o que faz com que, devido as alteracBes na perfusdo sanguinea do espaco
interviloso, ocorra um desequilibrio entre a producdo e a remo¢do de ROS, ou seja, 0
desenvolvimento de stress oxidativo®*!. Nestes casos, o sinciciotrofoblasto aumenta a sua
capacidade de apoptose, com consequente libertacdo na circulagio materna334341:344351 (e
material sincicial, mais especificamente de fatores antiangiogénicos contidos em
microvesiculas e exossomas do sinciciotrofoblasto®*. As moléculas libertadas provocam a
ativacao de leucocitos sistémicos, causando uma libertacao de citocinas pro-inflamatdrias®34344,
gue estimulam a vasoconstri¢ao, assim como, 0 aumento da adesdo plaquetar e a exacerbacéo
da resposta inflamatdria generalizada®**. A resposta inflamatoria é mediada, principalmente,
pela via inflamatéria do NF-kB, com produgdo de citocinas pro-inflamatérias como o TNF,
INFy e IL-6%413% produzidas pelos mondcitos circulantes. Para além destas citocinas, estudos
demonstraram também que pode ocorrer a elevacdo de marcadores de resposta inflamatéria
como leucocitose, hipoalbuminemia e aumento das concentragdes de proteina C reativa®..

Os danos endoteliais que ocorrem na barreira sanguinea materno-fetal provocam
também a libertacdo de produtos fetais para a circulacdo sanguinea materna, principalmente
hemoglobina fetal (HbF), que desempenha um papel importante na transicdo do estadio 1 para
0 estadio 2 desta sindrome. Assim como a hipoxia, também a HbF livre é um fator de inducéo
do stress oxidativo, atraves da producdo de ROS, o que faz com que seja libertada na corrente
sanguinea materna juntamente com os fatores j& descritos. Quando se encontra em circulagao,
a hemoglobina sofre processos de degradacao (hemdlise), com libertagdo do grupo heme que a
constitui. O grupo heme libertado tem também efeitos oxidativos e toxicos para as células, pelo
que a HbF livre funciona também como uma toxina no processo fisiopatologico da pré-
eclampsia®’.

Em situagOes fisioldgicas, o stress oxidativo é, normalmente, mediado pela via da
hemoxigenase (HO), uma enzima que pode ser encontrada no organismo em trés isoformas

diferentes. A isoforma induzivel (HO1) e a isoforma constitutiva (HO2) oxidam o heme para
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producdo de biliverdina e mondxido de carbono, de modo a que seja possivel a conversdo de
biliverdina em bilirrubina. O produto final desta reagéo, ou seja, a bilirrubina, possui efeitos
antioxidantes, incluindo inibicdo da peroxidacao lipidica da lipoproteina de baixa densidade
(LDL) e, portanto, torna-se um importante fator para o controlo do stress oxidativo3®.

A isoforma HO1 é encontrada na bainha contratil perivascular dos vasos placentarios®®,
proveniente de fendtipos trofoblasticos ndo invasivos®*, e a sua inducdo atenua os danos
celulares mediados pelo TNF, pelo que se torna um importante mediador enddgeno do
desenvolvimento e regulacdo placentaria. No entanto, em mulheres com pré-eclampsia os niveis
de HO séo reduzidos®*® devido a falha na diferenciacio trofoblastica, com predominio de
trofoblastos invasivos, o que faz com que os danos celulares provocados pela acdo do TNF
aumentem e a resposta inflamatoria seja exacerbada3*:.

Todas estas contribuicdes fazem com que haja uma resposta inflamatoria sistémica, que
se torna importante na fisiopatologia da pré-eclampsia, pois 0 seu pico determina o

aparecimento clinico da sindrome materna3.,

6.3.2. Estadio 2: Desenvolvimento da sindrome materna

A segunda fase da pré-eclampsia ocorre ap6s as vinte semanas de gestacdo e é
caracterizada pelo aparecimento das manifestacdes clinicas desta patologia®’: hipertensio e
proteindria. Neste estadio também podem ser encontrados outros tipos de manifestacoes
clinicas resultantes dos danos que ocorrem nos restantes 6rgdos do organismo.

A manutencdo da integridade funcional e estrutural do endotélio é fundamental para que
a circulacdo materno-fetal ocorra sem problemas e a oxigenacdo e nutricdo fetal sejam
mantidas. Durante o processo de formacéo da placenta, os fatores angiogénicos mais relevantes
na manutencdo da homeostase endotelial sdo o0 VEGF, o PIGF, e 0 TGF-B1 (do inglés Tissue
Growth Factor)**. O VEGF ¢é fundamental na manutencdo da funcdo endotelial,
principalmente, do endotélio fenestrado do figado, cérebro e glomérulo renal®* e a sua funcéo
apenas é possivel devido a presenca de recetores nos 0rgaos alvos, como é o caso dos recetores
FIK e Flt-134!, Estes dois recetores também estfo presentes no tecido uterino, para a ligagdo do
fator angiogénico PIGF. Por sua vez, o recetor especifico para TGF-p1 é formado por um
complexo Alk5-TBRII-Endoglina®®.

Como referido anteriormente, as microparticulas sinciciais libertadas quando ocorre a

necrose do sinciciotrofoblasto atuam no desenvolvimento da resposta inflamatoria da pré-
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eclampsia. Para além disso, estas microparticulas também sdo capazes de lesar diretamente o
endotélio das artérias envolvidas, pelo que se torna fundamental o equilibrio na producédo de
fatores angiogénicos para o correto desenvolvimento placentario. Contudo, o stress oxidativo
gue ocorre em resposta a isquemia uteroplacentaria presente na pre-eclampsia, leva a que 0s
fragmentos de sinciciotrofoblasto libertados na corrente sanguinea®® produzam uma elevada
quantidade de fatores antiangiogénicos®4**, como o sFlt-1 (soluble fms-like tyrosin kinase
1)334:341345 o 3 Endoglina soltvel (sEndoglina)®*,

O sFIt-1 é um recetor soltvel, formado por splicing alternativo, que se caracteriza pela
auséncia de dominio transmembranar®*!, fazendo com que este possa ser encontrado na corrente
sanguinea e noutros tecidos. No entanto, o sFlt-1 contém o mesmo dominio extracelular que
Flt-1, pelo que compete pelos locais de ligacéo aos fatores angiogénicos VEGF e PIGF. Assim,
estes fatores sdo ainda capturados em circulacdo o que impede a sua ligacdo aos seus recetores
comuns na membrana celular®®34!, provocando uma alteragdo das vias de sinalizagdo a jusante
e, consequentemente, a vasoconstricio®* e disfuncao endotelial sistémica®**. Estudos genéticos
tém demonstrado que mutacdes genéticas nos genes que codificam para a formacdo de Flt-1 no
genoma fetal podem estar na origem do desenvolvimento da pré-eclampsia®?®. De forma
semelhante, a sEndoglina impede a a¢do angiogénica do seu ligante, o0 TGF-p134,

Com a diminuicdo do fator angiogénico VEGF, capturado por sFlt-1 ainda em
circulacdo, a sua atuacdo nas ceélulas endoteliais dos 6rgdos alvo fica comprometida,
principalmente, no endotélio glomerular. A disfuncdo endotelial glomerular ocorre devido ao
aumento das fenestras entre as células endoteliais (glomeruloendoteliose)®*, o que faz com que
o glomeérulo perca a capacidade de reter as moléculas maiores, nomeadamente as proteinas.
Nestes casos, a manifestacdo clinica observada € a proteinuria, ou seja, a presenca de proteinas
na urina.

Produzido também em resposta a isquemia placentaria e inflamacdo sistémica, por
linfocitos B (CD19* e CD5"), o autoanticorpo do recetor | da angiotensina 1l (AT1-AA) pode
estimular a producdo dos fatores antiangiogenicos sFlt-1 e sEndoglina. Para aléem disso, a
presenca de AT1-AA em gravidas com pré-eclampsia, leva a um aumento da sensibilidade a
angiotensina Il, apesar de esta hormona, assim como a renina, se encontrarem em baixa
concentracdo. Estas alteracbes no sistema renina-angiotensina-aldosterona levam ao
surgimento de um quadro de hipertensdo®*.

Na pré-eclampsia, também o cérebro podera ser afetado. Nesses casos, a autorregulacdo

cerebral fica prejudicada devido a disfuncdo endotelial, 0 que faz com que ocorra uma
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diminuicdo da atividade do sistema nervoso simpatico na circulacdo cerebral posterior e da
capacidade de resposta neurogénica ao aumento da pressao arterial®®,

Em suma, o excesso de inflamacéo provocada pela resposta do sistema imunolégico ao
stress oxidativo, assim como o dano endotelial causado, fazem com que a maior parte dos
Orgdos maternos se encontre afetada, como é o caso da placenta, pulmdes, figado, rins e coracdo
e 0s sistemas vascular, nervoso central e hemostatico®®3. Por esse motivo, nesta fase da gestacéo
podem ser observadas varias manifestacfes clinicas diferentes e que, normalmente, séo

indicadoras de mdltiplas complicaces.
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7. Complicacdes sistemicas

A pré-eclampsia é um disturbio multissistémico da gravidez que coloca a satide materno-
-fetal em risco, devido a elevada probabilidade de ocorréncia de complicacgdes, assim como, de

sequelas ao longo da vida®3,

7.1. Complicacg0es perinatais

Ainda antes do término da gravidez, ou seja, durante o periodo perinatal, podem surgir
complicacgdes que agravem o quadro clinico da pré-eclampsia. Nestes casos é necessario intervir
rapidamente pois, quanto maior o nimero de sistemas de Orgdos afetados, maior é a

probabilidade de surgirem complicacdes perinatais>2,
7.1.1. Maternas

A complicacdo materna mais frequente é a sindrome de HELLP (Hemolysis, Elevated
Liver enzymes, Low Platelet count), presente em cerca de 10 a 20% dos casos de pré-eclampsia
grave, manifestando-se tardiamente no periodo gestacional, mas também pode ocorrer no
periodo pds-parto. Esta sindrome é caracterizada, como o proprio nome indica, por hemolise
microangiopatica e necrose do parénquima periportal ou focal, o que resulta no aumento das
enzimas hepéticas e consumo de plaquetas. As gravidas que desenvolvem esta complicacéo
manifestam, principalmente, dor epigastrica ou no quadrante superior direito®*:*2 e podem
sofrer descolamento da placenta (abruptio placentae), coagulacdo intravascular
disseminada®333%3%3 insuficiéncia renal aguda®!®* e, menos frequentemente, edema
pulmonar®**33 ¢ hematoma subcapsular do figado®2,

Como referido anteriormente, na pré-eclampsia, também o cerebro podera ser afetado.
Nesses casos, pode ocorrer descolamento da retina, cegueira cortical, Acidente Vascular
Cerebral (AVC), eclampsia®®*®2 ou, em casos mais graves, Sindrome de Encefalopatia
Posterior Reversivel (PRES)®*%3, A eclampsia é diagnosticada em cerca de 1 a 2% dos casos
de pré-eclampsia®®® e é definida como o desenvolvimento de convulsdes®33335353 tono-clonicas

em mulheres gravidas com pré-eclampsia. Embora seja dificil de prever, na maioria dos casos,
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desenvolvem-se sintomas premonitdrios, como dor de cabeca, distlrbios visuais e dor

epigastrica, uma semana antes da primeira crise convulsiva

353

Alguns autores defendem que, tanto a sindrome de HELLP, como a eclampsia

apresentam altas taxas de incidéncia em gravidas com pré-eclampsia que apresentam

331

proteindria massiva®>-.

Para além das complicacBes mencionadas, nos casos de pré-eclampsia grave, podem

ainda estar presentes muitas outras patologias, referidas no quadro resumo que se segue.

Tabela 24: Complicag@es perinatais da pré-eclampsia.

Complicagéo

Feocromocitoma

Esteatose hepatica aguda da gravidez

Retinopatia serosa central
Melanoma uveal

Trombose arterial ou venosa da
retina

® g | Hiperaldosteronismo Colestase da gravidez
ES . . . .
23 Sindrome de Cushing Hiperemese gravidica
» S | Tireotoxicose Colecistite n
Coartacdo da aorta Colangite g
m Nefrite lGpica Hepatite viral o
g c—cu Glomerulonefrite aguda e crénica Pancreatite aguda
.g O | Nefrite intersticial Gastrite
Pielonefrite Ulcera gastrica
o I . . Trombocitopenia benigna da
S Cardiomiopatia periparto .
< gravidez
1o
S Enfarte do miocardio ou isquemia Purpura trombocitopénica trombdtica
Sindrome metabdlica Parpura trombocitopénica idiopatica R
Epilepsia Sindrome hemolitica urémica g
© | Tumor cerebral Sindrome antifosfolipidica 8
@ AVC Deficiéncia de acido folico ®
o Encefalopatia hipertensiva LUpus eritematosos sistémico
Ldpus eritematoso sistémico Choque sético ou hemorragico
cerebral
Osteoma coroidal Pneumonia -
Isquemia retiniana Embolia pulmonar ;‘;’D 2
=2
Espasmo persistente dos vasos Sindrome antifosfolipidica % %
a retinianos (catastrofica) >
g Descolamento da retina

Fonte: Adaptado de Pre-eclampsia: pathogenesis, novel diagnostics and therapies®® e Pre-eclampsia®®,
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7.1.2. Fetais

Em gravidas com pré-eclampsia podem ainda ser observadas complicacGes fetais,
devido a insuficiéncia feto-placentaria®?® provocada pela pré-eclampsia. Normalmente, a pré-
eclampsia de inicio precoce estd associada a um maior risco de restricdo do crescimento intra-

337 resultante

-uterino®31:3%9337.353 " devido ao comprometimento da circulagio feto-placentaria
da diminuicdo do fluxo sanguineo uteroplacentario, provocado pelo aumento da pressdo
arterial®®, Dessa restricdo podem ainda resultar outras complicagdes como 0 baixo peso ao
nascer', recém-nascido pequeno para a idade gestacional, nascimento pré-termo' e, em casos
mais graves, morte perinatal®**> e nadomorto' 33133 Por outro lado, a pré-eclampsia de inicio
tardio esta associada a recém-nascidos grandes para a idade gestacional®®.

Os recém-nascidos também podem apresentar efeitos vasculares secundarios aos niveis
elevados de fatores antiangiogénicos®*, como o sFIt-1 que pode ser encontrado no liquido
amnidtico. Tendo isso em consideracdo, alguns estudos demonstraram um aumento da
incidéncia de sindrome do desconforto respiratdrio neonatal®*® e displasia broncopulmonar no
recém-nascido resultante de uma gestacdo pré-eclamptica. Por outro lado, a presenca de pré-
eclampsia durante a gravidez esta associada a uma diminuicdo do risco de retinopatia da

prematuridade, um distarbio da angiogénese®3+3°,

7.2. Complicactes a longo prazo

A pré-eclampsia pode persistir apds o parto e, em alguns casos, desenvolver-se de novo
no periodo pds-parto®3+*%3 trazendo complicacdes a longo prazo, tanto maternas, como para a

prole.
7.2.1. Maternas

Atualmente, alguns estudos tém demonstrado que mulheres com historico de uma

gravidez com pré-eclampsia possuem um risco aumentado de desenvolver complicagdes a

" Baixo peso ao nascer: recém-nascido com peso ao nascer inferior a 2500 g.
" Nascimento pré-termo: parto ocorrido antes das trinta e sete semanas de gestacao.
" Nadomorto: recém-nascido sem sinais vitais apos as vinte e oito semanas de gestacéo.
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longo prazo®*®. Muitas dessas complicacdes ocorrem devido a persisténcia pds-parto do dano
endotelial desenvolvido na pré-eclampsia, 0 que causa uma propensdo acrescida de doenga
cardiovascular (DCV)343%, Este risco aumenta proporcionalmente ao nimero de episodios de
pré-eclampsia desenvolvidos e pode provocar quadros de hipertensio®**335348 doenca arterial
periférica, doenca cerebrovascular®®, particularmente AVC3343%3%8  doenca cardiaca
isquémica®*®** insuficiéncia cardiaca congestiva, deméncia vascular, enfarte agudo do
miocardio e, em casos extremos, morte materna®**,

A hipertensdo pés-parto é definida como hipertensdo de novo ou resultante da pré-
eclampsia, que se mantém nas quarenta e oito horas ou mais apds o parto e pode resultar de um
quadro de pré-eclampsia subclinica ou ndo resolvida*.

Para além disso, mulheres com historico de pré-eclampsia podem ainda desenvolver
doenca renal crénica ou terminal, assim como, hiperglicemia, hiperinsulinemia,
hipertrigliceridemia e hipercolestrolemia a longo prazo3*®.

Assim, a ACOG recomenda que todas as mulheres que tenham desenvolvido pré-
eclampsia sejam submetidas a uma vigilancia pds-parto, que inclui a monitorizacdo da pressdo

arterial e os niveis de colesterol, triglicéridos e glicemia em jejum33.

7.2.2. Na prole

Varios estudos tém demonstrado evidéncias crescentes de DCV a longo prazo também
na prole, como resultado da exposicdo no utero a distirbios hipertensivos da gravidez33334,
Descrita pela primeira vez por Barker e Osmond, a Hipdtese de Barker sugere que o aumento
da suscetibilidade a fatores de risco para o desenvolvimento de DCV se deve a falta de nutricao
precoce, restricdo do crescimento e ambiente intrauterino. Esta hipdtese surge depois de varios
estudos comprovarem que criangas nascidas de mulheres com pré-eclampsia durante o periodo
gestacional, apresentam um risco maior de desenvolver uma DCV33. Nos jovens adultos
nascidos de gestacdes pré-eclampticas de inicio precoce foi observado um aumento da presséo
arterial sistolica e diastolica, sobretudo com inicio entre os seis e treze anos de idade. Se a
hipertensdo persistir na vida adulta, o risco de mortalidade por doencas cardiacas isquémicas
ou derrame aumentam. Também a restante descendéncia de mulheres com histéria de pré-
eclampsia, mesmo que néo tenha sido desenvolvida nessa gravidez, apresenta elevado risco de

hipertensdo a longo prazo, o que sugere a necessidade de explorar fatores genéticos e
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epigenéticos, assim como, a remodelagéo cardiovascular materna para explicar diferencas nos
fendtipos cardiovasculares da descendéncia®®?,

Para além das alteracGes vasculares, estudos recentes apontam para alteracGes da
estrutura cardiaca de adolescentes expostos a disturbios hipertensivos da gravidez. A
remodelagdo cardiaca grave observada nestes casos provoca um aumento da parede do

ventriculo esquerdo e reducio do volume diastdlico final desse mesmo ventriculo333,
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8. Diagnostico

A avaliacdo inicial de uma gravida que apresenta pré-eclampsia deve ser feita com base
numa apreciacio completa do estado de sadide materno e fetal*3:34, Por isso, o diagndstico
deve ser baseado nos resultados dos exames laboratoriais, fundamentalmente através de triagem
bioquimica®®, e de estudos de imagem, que permitam uma intervencao precoce e, se possivel,

a prevencio da doenca®*,

8.1. Diagnostico Laboratorial

Atualmente, o laboratério tem um papel fundamental no que toca a avaliacdo final da
condicdo materno-fetal, pois permite o diagndstico de alteracdes patologicas ainda antes de se
manifestarem os primeiros sintomas clinicos. Este diagnostico é feito com base na determinacéo
quantitativa de biomarcadores plasmaticos, através da recolha de uma amostra de sangue
Venoso ou urina.

No caso da pré-eclampsia, o diagndstico laboratorial ¢ feito, principalmente, com base
na avaliacdo da proteindria. No entanto, de modo a avaliar a gravidade da pré-eclampsia no
momento de diagnostico, sdo ainda utilizadas outras determinacdes como o hemograma
completo com contagem de plaquetas e os niveis séricos de creatinina, acido Urico, enzimas
hepaticas (lactato desidrogenase [LDH] alanina aminotransferase [ALT], aspartato
aminotransferase [AST])3333363% marcadores angiogénicos, hemopexina, al-microglobulina,
fatores do complemento ou as hormonas renina, angiotensina Il e aldosterona. Todos estes
testes sdo fundamentais para a avaliacio do grau de disfungo dos 6rgdos maternos®*, resultante

do dano endotelial provocado pelas alteragdes patogénicas da pré-eclampsia.
8.1.1. Proteindria

Um dos critérios de diagndstico mais importantes € a presenca de proteindria.
Tradicionalmente, a proteinudria é rastreada por testes quimicos que usam tiras impregnadas de
reagente, para a determinacdo rapida de alguns parametros urinarios, e confirmada através de
testes laboratoriais adicionais, utilizando urina de vinte e quatro horas ou, mais recentemente,

amostras de urina aleat6ria®®. Contudo, para ser indicativo de pré-eclampsia, a excrecdo de
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proteinas na urina tem de ser superior ou igual a 300 mg numa determinacdo utilizando urina
de vinte e quatro horas®3?3% ou serem detetadas proteinas em duas medicdes consecutivas
quando utilizadas tiras teste em amostras de urina aleatdrias332%3%7, Embora o teste quimico,
feito com recurso a tiras teste, seja um método facil e rapido para o diagnéstico de pré-
eclampsia, este também possui uma percentagem elevada de resultados falsos positivos,
possivelmente devido a contaminages da urina por corrimento vaginal, antisséticos ou com
microrganismos causadores de infecdo no trato urinario®?. Também neste método existe a
possibilidade de resultados falsos negativos, quando a densidade urinaria ¢ inferior a 1010, ou
o pH inferior a 4,5, bem como, quando estdo presentes proteinas de baixo peso molecular ou
microalbumindria, pelo que os resultados para este teste devem ser sempre confirmados com o
método padrdo recomendado. A detecdo precisa de proteiniria é apenas possivel através da
medicdo dos niveis de proteina numa amostra de urina de vinte e quatro horas, pelo que este é
0 método padrdo utilizado atualmente. Porém, este método também apresenta algumas
limitacGes, pois a recolha das amostras é demorada®¥2333 e nem sempre é feita corretamente®®,
o que dificulta o diagnostico rapido e, consequentemente, a intervengdo médica precoce®?,
Tendo isto em consideracdo, foram desenvolvidos varios estudos que mostram que a
determinacdo de proteinas numa amostra de urina de doze horas € igualmente fiavel, com a
vantagens de ser mais rapida a sua execucdo32. Por outro lado, outros autores recomendam que
sejam utilizadas as razGes albumina/creatinina e proteina/creatinina, medidas numa amostra de

urina aleatoria, para a confirmac&o dos resultados obtidos no teste quimico com tiras teste33343,

8.1.2. Marcadores angiogénicos

O desenvolvimento tecnoldgico observado nas Gltimas décadas tem contribuido para a
evolucdo dos métodos laboratoriais de diagnostico da pré-eclampsia. Esta evolugdo tem
permitido que cada vez mais sejam disponibilizados imunoensaios robustos para a
determinagdo de analitos mais especificos, como é o caso dos fatores angiogénicos®4. A
detecdo de niveis séricos alterados destes fatores tem sido implicada na gravidade da
apresentacéo e desenvolvimento de resultados adversos em gravidas com pré-eclampsia, pelo
que a utilizagdo destas determinacfes tem sido usada, atualmente, no algoritmo de diagndstico
precoce desta sindrome33*343, Estudos recentes demonstram que o método de triagem mais
promissor € o uso combinado da medicdo dos niveis séricos dos biomarcadores sFlt-1,

sEndoglina e PIGF®4%% juntamente com o calculo das razbes sFIt-1/PIGF e
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PIGF/sEndoglina®*®, de modo a aumentar a sensibilidade e especificidade do diagndstico e
prognostico precoces da pré-eclampsia334343,

Como ja foi referido, na presenca de pré-eclampsia os fatores VEGF e PIGF livres
encontram-se reduzidos em circulaco4**, associados a uma elevagdo dos niveis de sFlt-
1333334341 "Em paralelo as concentragbes séricas maternas, os niveis de FIt-1 podem ser

encontrados elevados no liquido amnidtico®®. Estas variacdes podem ser identificadas cerca de

341 335

cinco®** a dez®® semanas antes das manifestagdes clinicas mais relevantes da pré-
eclampsia®*®33434 o que permite uma atuacdo precoce com terapia profilatica. Outra proteina
antiangiogénica que também foi exaustivamente estudada como fator preditivo de preé-
eclampsia € a sEndoglina, que se encontra elevada no soro cerca de dois meses antes do inicio
dos sinais clinicos em gravidas que possuam esta patologia3®.

Os niveis desses marcadores também podem ser utilizados para diferenciar entre pre-
eclampsia com caracteristicas leves e parto a termo de pré-eclampsia grave com parto
prematuro. Assim, alteracGes nos niveis de sEndoglina e sFlt-1 entre o primeiro e o segundo
trimestre de gestacdo foram preditivas de pré-eclampsia grave de inicio precoce e parto pré-
termo, enquanto que as alteracGes destes fatores apenas no terceiro trimestre de gestacédo
permitiram o diagnostico de gravidas em risco de desenvolvimento de pré-eclampsia grave de
inicio tardio e de nadomortos®®®. Por outro lado, a determinacéo dos niveis do fator angiogénico
PIGF foi considerada um auxiliar para a exclusdo de pré-eclampsia em gravidas com periodo
gestacional entre as vinte e as trinta e quatro semanas com suspeita®®. Todavia, é importante
ter em conta que este fator é influenciado pelo tabagismo, etnia, peso corporal e idade materna,
0 que levou a ser necessario introduzir a razdo sFIt-1/PIGF no modelo preditivo negativo em
mulheres com hipertens&o antes das trinta e cinco semanas de gestacdo*®*43, Para além disso,
guando a razéo sFIt-1/PIGF se encontra superior a 38 € indicativo de necessidade de realizacao
do parto num prazo de uma a duas semanas®*.

A determinacdo destes marcadores ¢ também fundamental na diferenciacdo da pre-
eclampsia de outras doencas que podem ocorrer durante o periodo gestacional e que tém um
quadro clinico semelhante, como €é o caso de doenca renal cronica, trombocitopenia gestacional
e hipertensdo gestacional®®, evitando assim a realizagio de exames pouco conclusivos.

Adicionalmente, estes biomarcadores sdo fundamentais na previsdo de lesdes fetais
quando medidos no sangue do corddo umbilical apds o nascimento e durante a primeira semana

de vida3®,
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8.1.3. Outros marcadores

De modo a minimizar os efeitos toxicos do grupo heme, libertado pela degradacao de
HbF livre na circulagdo materna, a atuacdo do sistema de eliminacdo do grupo heme é
fundamental. Deste sistema de eliminacdo fazem parte a haptoglobina, a hemopexina ¢ a al-
microglobulina. A haptoglobina € a primeira proteina a atuar, ligando-se irreversivelmente a
hemoglobina hemolisada. Contudo, nos casos de pré-eclampsia, onde a concentracdo de HbF é
elevada em circulagdo e, portanto, os processos de hemolise sdo anormalmente elevados, as
ligacBes a haptoglobina séo excedidas. Nesse caso, por se tratar de uma proteina com elevada
afinidade com o heme livre, a hemopexina € recrutada, direcionando o heme para as células
parenquimatosas do figado de modo a que seja catabolizado e o ferro seja armazenado e
redistribuido. Desta forma, a hemopexina é considerada uma proteina de protecdo do endotélio
a oxidagdo. Por sua vez, a al-microglobulina também se encontra envolvida na ligacdo e
degradacdo do grupo heme, atuando ainda como redutase enzimatica na neutralizacdo da
oxidacdo celular induzida pelo grupo heme e por ROS. Desta forma, e por 0s seus niveis se
encontrarem alterados em circulagdo, em situagcdes de aumento de HbF livre, a haptoglobina
(com concentragdes mais baixas), a hemopexina e a al-microglobulina (com concentracfes
mais elevadas) tém sido considerados biomarcadores bastante importantes no diagnéstico de
pré-eclampsia®®’.

Apesar de ndo fazer parte dos critérios formais de diagndstico, a pré-eclampsia cursa
ainda com niveis elevados de complemento e reduzidos das hormonas renina e angiotensina |1
associadas, respetivamente, a resposta inflamatdria e a compensacéo pelo aumento da pressado
arterial®4,

A determinacdo do acido Urico sérico também se torna importante para o diagnostico de
pré-eclampsia, na medida em que a hiperuricemia € um indicador de progressao de um quadro
de hipertensdo gestacional ou crénica para pré-eclampsia, assim como, de risco elevado de
complicacdes fetais e maternas®34344,

Outras determinacfes Uteis no momento de diagndstico sdo o hemograma,
principalmente a contagem de plaquetas, a determinacdo das principais enzimas hepaticas:
AST, ALT e LDH e a creatinina sérica. Estas determinacfes sdo utilizadas, principalmente,
para a avaliagdo da extensdo da resposta inflamatdria e dano endotelial, sendo observado um

quadro de trombocitopenia, devido a adesdo plaquetaria promovida pela acdo das citocinas
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inflamatorias, e enzimas hepaticas elevadas, resultantes da destrui¢cdo do endotélio hepatico,
em muitos dos casos graves de pré-eclampsia®*,
Em suma, a pré-eclampsia grave pode ser diagnosticada se estiver presente um dos
seguintes fatores de diagnostico laboratorial:
= Trombocitopenia®3*® (plaquetas inferiores a 100 000/ulI3%:34%);
= Insuficiéncia hepética evidenciada pelo aumento dos niveis de enzimas
hepaticas®!3%, dor no quadrante superior direito ou dor epigastrica
persistente®3;

= Insuficiéncia renal com nivel sérico de creatinina superior a 1,1 mg/dI**®.

Para além dos marcadores descritos, estudos também apontam para que 0s niveis de
acido ribonucleico (RNA) fetal na circulacdo materna sejam mais elevados em gravidas com
pré-eclampsia do que naquelas com gravidez normal. No entanto, este marcador ainda necessita
de ser explorado para ser considerado Util no diagnostico laboratorial precoce da pré-

eclampsia®®.

8.2. Diagnostico clinico

E sabido que a principal caracteristica da pré-eclampsia é a presenca de hipertensdo com
valores de pressdo sistdlica superiores ou iguais a 140 mmHg e/ou de pressao arterial diastolica
superior ou igual a 90 mmHg3323%6:343 Contudo, o seu diagndstico deve ser feito tendo em conta
alguns critérios de medi¢do, como a quantidade de medicGes, intervalo entre avaliacfes e
dispositivos utilizados para o efeito. Para ser diagnosticado um quadro hipertensivo, a gravida
tem de apresentar os valores ja referidos em duas medicdes diferentes®*3%%6:343 no mesmo
brago®®3, com um intervalo de medicdo entre quatro®*33% a seis®®? horas, usando uma manga e
um dispositivo apropriados para a medicdo da pressio arterial®®,

A hipertenséo pode ainda ser considerada grave se as pressdes sistolica e/ou diastolica
forem iguais ou superiores a 160 e 110 mmHg, respetivamente33133533%6.343 A medicio da
pressdo arterial deve ser feita nas condi¢des de medicdo ja referidas, no entanto, com um
intervalo entre medicbes de apenas alguns minutos, de modo a que seja administrada de

imediato a terapéutica anti-hipertensiva®®.
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A avaliacdo do crescimento fetal e a disfuncéo uteroplacentéaria podem ser aferidas, de
um modo geral, com recurso a técnicas ultrassonograficas®33334, Estas técnicas no invasivas®**
podem ser usadas associadas ao Doppler da artéria umbilical®33%343%7 oy as medidas da razdo
cerebroplacentaria®®, de modo a avaliar a redistribuicdo do fluxo sanguineo®33¥" na
isquemia®* e insuficiéncia placentarias®*®. A ultrassonografia associada ao Doppler da artéria
umbilical fetal é também um importante indicador da perfuséo placentéria, pois permite detetar
uma reversdo ou auséncia do fluxo da artéria umbilical durante o periodo final da diastole, que
acontece quando a resisténcia placentaria é elevada. Nestes casos, o fluxo placentario diminui,
apresentando-se como um indicador de risco de resultado fetal adverso, ou seja, preditivo de
mortalidade perinatal. Por outro lado, podem ainda ser utilizadas medidas adicionais na
ultrassonografia com Doppler, nomeadamente, a medicdo do fluxo através do ducto venoso ou
da artéria cerebral média fetal. A medicdo do fluxo através do ducto venoso pode revelar
alteracdes que provocam o comprometimento da placenta e a hipoxia, contribuindo para o
diagndstico da disfuncéo placentaria em gravidas com pré-eclampsia de inicio precoce32,

Para além destas técnicas, também a ressonancia magnética tem sido usada como

marcador de fluxo uterino na avaliagdo da fracdo de perfusdo placentaria®3*.

8.3. Vigilancia materno-fetal

De modo a prever complicacdes resultantes do agravamento do quadro de pré-eclampsia,
0 acompanhamento continuado da gravida é recomendado. A vigilancia materno-fetal consiste
entdo na realizacdo de ultrassonografias seriadas para avaliagdo do crescimento fetal®>,
monitorizacdo da pressdo arterial®33>*, exames laboratoriais®>* e teste pré-parto33:3%,

No que toca a vigilancia fetal, esta normalmente € realizada a partir de relatos maternos
de movimentos fetais, perfil biofisico, cardiotocografia®?, determinacio do volume do liquido
amniotico®33% ultrassonografia do crescimento fetal associada ao Doppler da artéria
umbilical, ducto venoso, artéria cerebral média e razédo cerebroplacentaria®®,

De entre os testes usados para vigilancia fetal, a ultrassonografia com Doppler da artéria
umbilical é fundamental, pois reduz intervencdes obstétricas desnecessarias, como a inducéo
do parto ou cesariana e a mortalidade perinatal, em casos graves de pré-eclampsia com
complicacdes gestacionais. A periodicidade recomendada para a realizacdo deste tipo de

ultrassonografia é quinzenal, a partir do momento do diagnostico de pré-eclampsia até ao
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nascimento, desde que ndo tenham sido detetadas anormalidades em nenhuma das avaliagdes
anteriores®®, Também sio recomendadas a monitorizagdo do ducto venoso e da artéria cerebral
média fetal através da ultrassonografia com Doppler para avaliacdo do bem-estar fetal.

Embora os exames laboratoriais realizados tenham uso limitado no prognoéstico de
complicacdes fetais, estes podem ser bastante Uteis na avaliacdo da condi¢do materna durante
toda a gestacdo, mas também, na predicdo de complica¢fes maternas. Estes exames, sobretudo
bioquimicos®®?, devem ser realizados com uma periodicidade semanal desde 0 momento do
diagndstico até ao nascimento3*,

A pré-eclampsia é uma sindrome ainda imprevisivel, que tem uma variacao inter e
intraindividual, o que implica que as técnicas utilizadas para a vigilancia materno-fetal sejam
alteradas constantemente com base na condicdo materna e fetal em cada momento da

gestacio®,
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9. Tratamento clinico

Atualmente, o Unico tratamento definitivo para a pré-eclampsia € o parto®3*2%, Contudo,
antes da interrupcdo da gravidez tém de ser tidos em conta alguns fatores, como a idade
gestacional, a gravidade da pré-eclampsia, o bem-estar fetal e a presenca ou auséncia de
complicacdes®*®. Nos casos de pré-eclampsia com desenvolvimento de complicagdes em fases
precoces da gestacéo, a aplicacdo de terapia eficaz pode ser uma mais valia para a estabilizacéo

da condi¢cdo materna ou fetal até ao parto.

9.1. Parto

Segundo as diretrizes do ACOG, a observacao continua (gestdo expectante) da gravida
com pré-eclampsia sem caracteristicas graves € aconselhada até ao parto a termo (trinta e sete
ou mais semanas de gestacdo), para beneficio neonatal. Em mulheres com pré-eclampsia com
caracteristicas graves e deterioracdo progressiva da condi¢cdo materno-fetal, é recomendado o
parto pré-termo, quando o diagnostico é feito com trinta e quatro ou mais semanas de gestacao
e apods a estabilizacdo materna e rutura das membranas. Por outro lado, a mulheres com pré-
eclampsia com caracteristicas graves que estejam em periodo gestacional inferior a trinta e
quatro semanas e a condicdo materna e fetal estiver estavel, deve ser aplicada a mesma
monitorizacdo que nas gravidas com pré-eclampsia sem caracteristicas graves. Nos casos de
gestdo expectante, o parto é recomendado sempre que ocorra uma deteriora¢do da condicao
materna e fetal®>.

As diretrizes do NICE diferem um pouco das diretrizes do ACOG, pois consideram que
0 parto € recomendado antes das trinta e quatro semanas, nos casos de pré-eclampsia grave e
no fim de completado um ciclo de esteroides. No caso de gravidas com pré-eclampsia e periodo
gestacional entre as trinta e quatro e as trinta e seis semanas, o parto é indicado, apds um ciclo
de esteroides, se houver evidéncia de comprometimento materno ou fetal. Em gravidas com
pré-eclampsia e com periodo gestacional superior a trinta e sete semanas, o0 parto é indicado
dentro de vinte e quatro a quarenta e oito horas®*.

Em ambas as entidades, o parto é recomendado caso se deteriore a condigdo materna ou

fetal, ou seja, caso sejam verificadas as seguintes condicoes:
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e Maternas:
= Hipertensdo grave (pressdo arterial sistdlica superior ou igual a 160 mmHg e/ou
pressao arterial diastélica superior ou igual a 110 mmHg) ndo responsiva ao
tratamento hipertensivo®®4 (uso de trés ou mais classes de anti-
hipertensivos34);
= Inicio de complicaces periparto ndo controlaveis, como dores de cabega3463%*,
dor epigastrica ou no quadrante superior direito®*, perturbagdes visuais®*434,
défice motor ou sensorial®®*, hemorragia, enfarte do miocardio, sindrome de
HELLP33!, disfuncdo renal, edema pulmonar3313% eclampsia, deslocamento da
placenta3246:3% ou hemorragia vaginal®*.
o Fetais:
» Teste fetal anormal®®;
= Morte fetal34:3%4;
= Feto sem expectativa de sobrevivéncia no momento do diagndstico materno (por
exemplo, anomalia letal, prematuridade extrema)®;

= Fluxo diastélico final reverso persistente na artéria umbilical34¢2°4,

9.2. Terapéuticas utilizadas na clinica

Como ja mencionado, o desenvolvimento de pré-eclampsia de inicio precoce aumenta a
prevaléncia de complicacdes perinatais, pelo que tém sido aplicadas algumas terapéuticas
quando ainda n&o é possivel ou recomendavel a interrupcio da gravidez3333%, Estas terapias
permitem manter estavel o quadro clinico materno e vigiar a vitalidade fetal enquanto se
aguarda a maturacéo do feto®®, evitando o desenvolvimento de complicages maternas e fetais
associadas a pré-eclampsia. Tendo em conta a sua utilizagéo, as terapias aplicadas na clinica,
atualmente, podem ser agrupadas em dois grupos: Terapias para otimizacdo da condicao
materna e Terapias para a otimizacao da condigéo fetal. Para a otimizac&o da condigdo materna
sdo, normalmente, utilizadas as terapias anti-hipertensivas e, se necessario, terapias
anticonvulsivantes, enquanto que para a otimizacao das condicdes fetais, sdo recomendadas a

administragdo de corticosteroides pré-natais, mas também as terapias anticonvulsivas®3,
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9.2.1. Terapia pré-natal com corticosteroides

O nascimento prematuro implica um desenvolvimento incompleto da arvore bronquica,
associado a uma imaturidade dos pulmdes e deficiéncia de surfactante, provocando um quadro
de insuficiéncia respiratoria no recém-nascido prematuro. Os corticosteroides atuam nos

pneumocitos tipo 11 fetais, células responsaveis pela secrecdo de surfactante3®

, que reduz a
tensdo superficial alveolar, facilitando a respiracdo, pelo que a sua utilizacdo é recomendada
para promover a maturidade pulmonar fetal®%,

A administracdo de corticoterapia é aconselhada a mulheres com pré-eclampsia com
caracteristicas graves, mas estaveis®®, e com um periodo de gestagdo inferior a trinta e quatro
semanas®33%, Para além disso, os dois corticosteroides mais utilizados s&o a betametasona e a
dexametasona, eficazes na reducéo do risco de morte perinatal e complicagcdes neonatais como
a sindrome do desconforto respiratorio, hemorragia intraventricular e enterocolite necrosante.
Todavia, a utilizacdo deste tipo de terapia pode levar a alteracdes a longo prazo na vasculatura
e metabolismo da glicose do recém-nascido pelo que a sua administracdo deve ser avaliada

tendo em conta os riscos e beneficios®33.

9.2.2. Terapia anticonvulsivante

O sulfato de magnésio foi, primeiramente, recomendado para o tratamento da pré-
eclampsia®®, no entanto, atualmente sabe-se que este farmaco é também recomendado para a
prevencido das crises convulsivas (eclampsia) em gestantes com pré-eclampsia®3* e para a
reducdo do risco de desenvolvimento de depressdo respiratoria no recém-nascido. Varios
estudos apontam para uma efetividade maior do sulfato de magnésio no que toca a reducéo do
risco de morte materna em gravidas com eclampsia, quando comparado a outros
anticonvulsivos, como a fenitoina e o diazepam3.

A administracdo de sulfato de magnésio € entdo recomendada em mulheres com pré-
eclampsia com menos de trinta e quatro semanas de gestacio*® ou que possuam caracteristicas
graves de pré-eclampsia®®®, bem como, em gravidas que tenham marcado um parto prematuro.
Para além disso, 0 ACOG recomenda a administracdo parental com continuacéo durante e apds
o parto para mulheres com eclampsia e pré-eclampsia submetidas a cesariana®®. A

administracao deste farmaco no periodo pre-natal confere ainda um efeito neuroprotetor fetal,
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prevenindo a ocorréncia de paralisia cerebral na prole®®, sendo em todos os casos
recomendadas duas doses, a dose de ataque e a dose de manuteng&o®®.

O modo de administracdo mais eficaz ainda nao é cientificamente conhecido, no entanto,
a administracdo venosa € mais utilizada, por ser menos dolorosa e facilmente interrompida em

casos de manifestagGes de toxicidade, do que a administragdo intramuscular®®®,
9.2.3. Terapia anti-hipertensiva

Um dos sinais clinicos caracteristicos da pré-eclampsia é a hipertensdo, pelo que o seu
controlo se torna um fator importante para a otimizacdo da condi¢cdo materna.

Atualmente, o ACOG nao recomenda o0 uso de anti-hipertensivos para o tratamento
farmacoldgico da hipertensdo leve e moderada (pressdo sistolica inferior a 160 mmHg ou
pressao diastélica inferior a 110 mmHg) em gestantes com pré-eclampsia. Esta recomendagéo
¢ fundamentada em estudos cientificos que tém mostrado que, nestes casos, 0 risco de
progressdo da doenca ndo é atenuado pela terapéutica, para além de que aumenta o risco de
restricdo do crescimento fetal. Por outro lado, o uso de anti-hipertensivos como o labetalol,
nifedipina ou metildopa torna-se fundamental para o tratamento de gestantes pré-eclampticas

com hipertensio grave33,

9.3. Novas terapéuticas

Devido as opgbes limitadas no tratamento da pré-eclampsia®®®, encontram-se em
desenvolvimento outro tipo de terapias que se tém revelado promissoras no tratamento dos
sinais e sintomas clinicos desta doenga, mas também no prolongamento da gestacdo®**3%. Para
além disso, a maior parte destas terapias sao direcionadas a proteina antiangiogénica sFlt-1,

fundamental na fisiopatologia da pré-eclampsia®®.
9.3.1. Terapias com fatores pro-angiogénicos

Como j4 referido, o VEGF e o PIGF s&o os fatores angiogénicos inibidos pela ligacéo

de sFIt-1 em circulacdo. Assim, para evitar a ligacdo de sFlt-1 aos fatores angiogénicos, com

Péagina | 297



consequente disfuncdo endotelial, foram desenvolvidos e estdo a ser testados fatores
angiogénicos recombinantes®® (rPIGF)334:33534° ‘mais especificos na ligacio a sFlt-1.

Também a relaxina, uma proteina pro-angiogenica especifica da gravidez, normalmente
produzida pelo corpo luteo, esta a ser estudada como um potencial terapéutico para a pré-

eclampsia®®.

9.3.2. Terapias baseadas em RNA de interferéncia®*3%

De um modo geral, as terapias baseadas em RNA de interferéncia (RNAI)
(oligonucleotidos) usam moléculas silenciadoras do RNA para catalisar a destruicdo de
sequéncias altamente especificas de RNA mensageiro, evitando a traducdo e sintese de
proteinas celulares especificas®*®, o que resultaria na inibicdo da producéo de sFlt-1 nos casos
de pré-eclampsia. Estas terapias tornar-se-ao0 bastante Uteis em paises em desenvolvimento,
onde a incidéncia de pré-eclampsia esta associada a uma morbilidade muito alta, pois sdo
terapias mais baratas do que as terapias com proteinas recombinantes>334°,

E de salientar ainda que sdo necessarios varios estudos para aprofundar a
farmacocinética e a dindmica do RNAI, de modo a otimizar a dose e 0 horério de administracdo

e o nivel de silenciamento do sFIt-134°,

9.3.3. Aférese

Em Medicina, aférese é a separacio dos elementos constituintes do sangue’ e, quando
aplicado ao contexto clinico da pré-eclampsia, implica a remocdo do excesso de proteinas
antiangiogénicas, com recurso a métodos extracorporais®3*2*, Os métodos de aférese estudados
inicialmente utilizavam uma coluna de dextranossulfato (DSA), normalmente utilizada para a
remoc&o de LDL, para a reducdo dos niveis de sFlt-1 por meio de interacGes inespecificas entre
a coluna de DSA (carga negativa) e a proteina sFlt-1 (carga positiva). No entanto, a remocao
de sFIt-1 utilizando este tipo de coluna ndo se mostrou eficiente nem seletiva, pois também
removia outros componentes plasmaticos importantes para o desenvolvimento da gestacéo,
como por exemplo, o fibrinogénio. De forma a colmatar este tipo de problemas, estdo
atualmente em desenvolvimento colunas de adsor¢ao que usam anticorpos monoclonais para a

remocao seletiva de sFlt-133,
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De referir que estes métodos se tém mostrado bastante promissores, tendo em conta que

evitam a exposicdo do feto a medicamentos potencialmente prejudiciais®®®.

9.3.4. Terapia com antioxidantes

O uso de antioxidantes direcionados as mitocondrias tem sido alvo de investigacdo como
estratégia para reverter o stress oxidativo originado pela producdo de ROS, por parte das
mitocdndrias, e que é um dos fatores mais importantes para o desenvolvimento de pré-
eclampsia®*®. No entanto, ainda ndo existem estudos conclusivos sobre quais sio os

antioxidantes eficazes nem se a sua utilizacdo traz efeitos secundarios indesejados.

9.3.5. Terapia com estatinas

Estudos recentes demonstraram que a aplicacdo de uma terapia com estatinas € capaz de
melhorar a fungdo vascular®3*3% através da estimulagdo da expressdo de HO1, o que leva a
diminuicdo da producdo placentéria de sFlt-1. No entanto, a utilizacdo deste tipo de terapia
apenas foi testada em modelos animais®*® e em amostras de tecidos humanos ex vivo®**, pelo
que sdo necessarios mais estudos para tirar conclusdes definitivas sobre o papel das estatinas in

Vivo na prevencao ou tratamento da pré-eclampsia®®.

9.3.6. Terapia com antidiabéticos

A metformina é um sensibilizador a insulina utilizado principalmente no tratamento da
diabetes mellitus tipo 1. No entanto, este hipoglicemiante tem sido associado a reducéo da
incidéncia de disturbios hipertensivos na gravidez, bem como a diminuicdo dos niveis
circulantes de sFlt-1 e sEndoglina in vitro®3,

Estudos recentes tém demonstrado que a aplicagdo da terapia com metformina durante
o periodo gestacional é segura®**, sendo uma terapia com potencial no tratamento da pré-

eclampsia.
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10. Prevencao

Estudos recentes indicam que as taxas de morbilidade e mortalidade associadas a pré-
eclampsia podem ser reduzidas se for feita uma intervencdo efetiva e oportuna, mostrando a
importancia da triagem e vigilancia de mulheres gravidas com fatores de risco para o
desenvolvimento desta doenga®®,

Nesse sentido, nos ultimos anos tém sido estudadas formas de reduzir a prevaléncia da
pré-eclampsia, com o auxilio farmacoldgico®?8. Estes estudos tém sido efetuados em mulheres
com alto risco de desenvolvimento de pré-eclampsia de inicio precoce e os resultados apontam
para uma eficdcia elevada quando utilizado o &cido acetilsalicilico como terapia
profilatica®?333334342 " devido aos seus efeitos antiagregantes-plaquetarios®*2. Segundo as
diretrizes do ACOG, a presenca de um fator de alto risco ou, pelo menos dois fatores de risco
moderado®33342, é necessaria para a orientacdo da profilaxia com &cido acetilsalicilico, que tem
mostrado alta eficacia na reducdo da incidéncia de pré-eclampsia, principalmente a de inicio
precoce, desde que administrada antes das dezasseis semanas de gestagio333:335:336:339340 g yso
em baixas doses deste farmaco tem sido altamente recomendado pela OMS e ACOG32%:3%8 em
mulheres com fatores de alto risco para o desenvolvimento de pré-eclampsia33>:339:340.342349 o
quando tomado desde as doze semanas até ao fim da gestacdo®*33¢ tem prevenido o
desenvolvimento de pré-eclampsia de inicio precoce®?3* e diminuido a taxa de nascimentos
antes das trinta e duas semanas de gestacdo®’3342, Porém, a administracdo de &cido
acetilsalicilico tem sido associada a efeitos secundarios maternos como sangramento
gastrointestinal e doenca respiratoria exacerbada por aspirina®?3¥%, mas também ao
descolamento prematuro da placenta e morte perinatal®#.

De forma a evitar possiveis efeitos secundarios da ingestdo de &cido acetilsalicilico,
outras intervencdes profilaticas, como a ingestdo de suplementos nutricionais, alteracdes na
dieta e no estilo de vida e a administracdo de outros farmacos, foram estudadas. Contudo, apesar
de se terem mostrado promissoras, a sua eficacia mostrou-se variavel*,

A suplementacdo de célcio em doses elevadas tem exibido resultados favoraveis na
reducdo do risco de desenvolvimento de pré-eclampsia e, consequentemente, de parto
prematuro®?8, Esta terapia profilatica torna-se eficiente em gestantes com dietas pobres em
calcio®28329.3%8 oy quando € utilizada conjuntamente com a reducdo do IMC. Por sua vez, a

utilizacdo de baixas doses de calcio também tem apresentado reducdo do risco de
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desenvolvimento de pré-eclampsia e hipertensdo?8, no entanto, sio necessarios mais estudos
clinicos com elevada qualidade para comprovar a sua eficacia328329.3%8,

A suplementacdo com vitamina D também pode oferecer algum beneficio na reducéo do
risco de pré-eclampsia, uma vez que a deficiéncia desta vitamina é, por muitos autores,
considerada um fator de risco. Para além desta vitamina, a L-arginina, a pravastatina, a
coenzima Q10 e a cetanserina foram associadas a taxas mais baixas de pré-eclampsia, contudo,
sdo necessarios estudos com uma populacdo maior de forma a avaliar a sua eficacia e
seguranga®3?,

Outros suplementos nutritivos foram igualmente estudados, como a suplementagéo com
vitamina C, vitamina E3333% (antioxidantes inespecificos®®®) ou 4cido f6lico®*®, no entanto, a
sua utilizagio ndo mostrou ter beneficio na prevencéo da pré-eclampsia®3®3%,

Para além dos anteriormente descritos, a utilizacdo de progestogénios, mais
precisamente o caproato de 17a-hidroxiprogesterona e a didrogesterona, tem sido apontada
como uma terapia profilatica emergente®?8, Estes farmacos sdo derivados da progesterona,
hormona produzida pela placenta e que controla a invasdo trofobléstica®*4, sendo, por isso,
fundamentais para a prevencdo de um dos processos implicados no desenvolvimento da pré-
eclampsia. Em estudos recentes, a ingestdo de didrogesterona por gravidas com alto risco de
pré-eclampsia mostrou uma frequéncia menor de sinais e sintomas como hipertensdo,
proteinuria e alteracdes do fluxo sanguineo uteroplacentario, mas também de uma menor
incidéncia de complicacdes, como atrasos de crescimento fetal ou nascimento prematuro®2,
Estudos clinicos mostraram que a suplementacdo com progesterona, através da ingestdo de
didrogesterona no inicio da gravidez, diminui a resisténcia vascular em gréavidas de alto risco,
melhorando o fluxo sanguineo endometrial e evitando o desenvolvimento dos disturbios
placentarios que estdo na origem da pré-eclampsia®?®. Por sua vez, a ingestdo de didrogesterona
no segundo trimestre (dezassete a vinte semanas de gestacdo), previne o aparecimento de pré-
eclampsia numa fase final do desenvolvimento da placenta. Como ja referido, o segundo
trimestre é o periodo no qual ocorre nova invasao trofoblastica, com consequente aumento do

diametro vascular e do fluxo uteroplacentario®?®

e, portanto, uma fase critica e propensa a que
ocorram distdrbios placentarios.

As intervencdes no estilo de vida podem reduzir a ocorréncia de pré-eclampsia,
principalmente, as intervencdes dietéticas. Varios estudos sugeriram que as taxas de incidéncia
da pré-eclampsia eram mais baixas em gestantes com uma dieta vegetal mais alta®®. Por outro

lado, enquanto alguns estudos apontam o tabagismo como um fator de risco para o
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desenvolvimento de pré-eclampsia®®3#3, outros afirmam que este é um fator preventivo desta
sindrome, com um risco inversamente proporcional ao niimero de cigarros fumados33,

Em suma, muitas sdo as propostas de terapia profilatica propostas e potencialmente
eficazes, no entanto, atualmente, nenhuma mostra resultados idealmente satisfatorios na pratica

clinica para a prevencao da incidéncia de pré-eclampsia®?®.
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Conclus6es, limitages e perspetivas futuras

Atualmente, apesar do desenvolvimento da medicina, a incidéncia de distarbios
hipertensivos da gravidez continua a aumentar em todo o0 mundo, ndo apenas nos paises em
desenvolvimento, mas também nos paises desenvolvidos, sendo a pré-eclampsia a doenca mais
prevalente. Isto acontece devido ao aumento de alguns fatores de risco maternos que fazem com
que o risco de alteraces fisiopatoldgicas durante a gestacdo seja elevado, como é o caso da
concecdo com idade avancada e a presenca de obesidade.

O desconhecimento da etiologia e a incerteza de muitos dos mecanismos
fisiopatolégicos da pré-eclampsia torna o diagnoéstico tardio, o que faz com que muitos dos
casos de pré-eclampsia evoluam para complicagdes materno-fetais com desfecho adverso.
Embora exista ja um nimero consideravel de estudos em relacdo a pré-eclampsia, a maioria
tem-se focado, principalmente, na descoberta de marcadores de diagndstico e nem sempre
apresentam resultados conclusivos em relagéo a hipotese em estudo. Num futuro préximo seria
importante a investigacdo aprofundada da fisiopatologia desta sindrome, tendo em conta que
entendendo todas as alteracdes patoldgicas serd mais facil criar métodos que auxiliem o clinico
no diagndstico precoce da pré-eclampsia. Para além disso, é importante que também sejam
efetuados estudos e avancos principalmente no rastreio materno-fetal, assim como no cuidado
pré-natal, perinatal e pds-natal de gravidas pré-eclampticas e dos seus filhos**, principalmente
nos paises em desenvolvimento, onde as taxas de incidéncia da pré-eclampsia sao maiores.

A prevencdo deve ser também uma das principais areas de investimento tendo em conta
que a maior parte dos desfechos adversos da pré-eclampsia poderia ser evitado com o uso de
terapia profilatica ou habitos de vida saudaveis. Para que isso aconteca serd de especial
importancia a sensibilizagdo das mulheres para consultas de planeamento familiar ou consulta
pré-concecional, que permitem a determinacdo do risco concecional, em particular o risco
genético, através da histdria reprodutiva, médica e familiar, mas também os possiveis efeitos
que a gestacdo terd sobre as condigdes médicas ja existentes, quer do ponto de vista materno,
quer fetal. Nestas consultas, a mulher é consciencializada para todos os fatores de risco que tera
durante a gravidez e orientada para a introducgéo de alteracdes no estilo de vida ou cuidados a
ter durante a gestagdo, de acordo com os riscos identificados®®.

Em suma, o progresso do conhecimento da pré-eclampsia passa fundamentalmente pelo

esclarecimento completo sobre a etiologia e fisiopatologia desta sindrome, de maneira a que
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possam ser desenvolvidos testes de rastreio e diagnostico especificos e adequados, mas
também, que possam ser estudadas as terapias profilaticas mais eficientes.
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