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Resumo

Este trabalho de final de curso encontra-se dividido em duas partes: relatério de
estagio e monografia. A primeira parte trata-se do relatério de estagio curricular realizado no
Laboratério de Analises Clinicas UNILABS nas valéncias laboratoriais de Microbiologia,
Bioquimica e Genética. A segunda parte trata-se de uma revisédo da literatura sobre o tema
“‘Neoplasias mieloproliferativas BCR::ABL1 negativas: importadncia do diagndstico

hematologico e molecular”.

As neoplasias mieloproliferativas sdo um grupo heterogéneo de doengas que tém
origem numa célula progenitora hematopoiética multipotente em que ocorre proliferagéo
clonal da linhagem mieloide sem displasia significativa e com tendéncia para hematopoiese
extramedular, fibrose e transformacido leucémica. De acordo com a classificagcdo da
Organizagdo Mundial de Saude - WHO, as neoplasias mieloproliferativas englobam as
seguintes doencas: Leucemia mieloide cronica, Policitemia vera, Trombocitose essencial,
Mielofibrose primaria, Leucemia neutrofilica crénica, Leucemia eosinofilica cronica, Leucemia
mielomonocitica juvenil e Neoplasias mieloproliferativas sem outras especificagdes.
Encontram-se divididas em dois grupos: as BCR::ABL1 positivas, em que se insere a
Leucemia mieloide crénica, e as BCR::ABL1 negativas que incluem as demais neoplasias

mieloproliferativas.

O diagndstico das neoplasias mieloproliferativas € realizado de acordo com as
diretrizes da WHO que englobam avaliagbes das caracteristicas clinicas e laboratoriais, com
énfase nos resultados do hemograma, analises bioquimicas, mielograma, bidpsia de medula
O0ssea e exames genéticos. Este diagndstico é de extrema importancia e tem um impacto
direto no prognostico e tratamento destes pacientes, bem como no seu acompanhamento,
pois podem surgir complicagdes e uma potencial evolugdo para uma Leucemia mieloide

aguda.

A segunda parte deste trabalho, referente a monografia, pretende rever e selecionar
as informagdes mais relevantes sobre o tema, discorrendo sobre a evolugao dos critérios de
classificagdo da WHO e como foram atualizados ao longo dos anos. Enfatiza, ainda, os
métodos laboratoriais e, principalmente, os métodos moleculares de diagndstico aplicados as
doencgas mieloproliferativas. Métodos estes que vém, cada vez mais, sendo uma ferramenta

importante para o diagnéstico correto e atempado das doengas mieloproliferativas.

Palavras-chave: Neoplasias mieloproliferativas; Diagnéstico hematolégico; Diagnéstico

molecular.



Abstract

This final course assignment is divided into two parts: the internship report and a
monograph. The first part consists of the internship report carried out at the UNILABS Clinical
Analysis Laboratory in the laboratory fields of Microbiology, Biochemistry, and Genetics. While
the second part consists of a literature review on the topic " BCR::ABL1 negative

myeloproliferative neoplasms: importance of hematologic and molecular diagnosis".

Myeloproliferative neoplasms are a heterogeneous group of diseases originated from
a multipotent hematopoietic progenitor cell in which it occurs clonal proliferation of the myeloid
lineage without significant dysplasia and with a tendency for extramedullary hematopoiesis,
fibrosis, and leukemic transformation. According to the World Health Organization - WHO
criteria, myeloproliferative neoplasms include Chronic Myeloid Leukemia, Polycythemia Vera,
Essential Thrombocythemia, Primary Myelofibrosis, Chronic Neutrophilic Leukemia, Chronic
Eosinophilic  Leukemia, Juvenile  Myelomonocytic Leukemia, and unspecified
myeloproliferative neoplasms. They are divided into two groups: BCR::ABL 1 positive, including
Chronic Myeloid Leukemia, and BCR::ABL1 negative, including the other myeloproliferative

neoplasms.

Diagnosis of myeloproliferative neoplasms are made according to World Health
Organization guidelines, which involve clinical assessments and laboratorial analysis
comprised of complete blood count, biochemical analyses, bone marrow examination, and
genetic tests. Diagnosing myeloproliferative neoplasms is very important in treatment of
patients since it allows for close monitoring of complications and potential progression to Acute

Myeloid Leukemia.

The second part of this assignment, which is the monograph, aims to review relevant
information on the topic, discussing the evolution of World Heath Organization classification
criteria over the years and how they were updated. Also emphasizes the laboratory methods
of analysis, with particular emphasis to the molecular diagnostic methods applied to
myeloproliferative disorders, which is proving to serve as an important tool for accurate early

diagnosis.

Keywords: Myeloproliferative neoplasms; Hematological diagnostics; Molecular

diagnostics.
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1 Introducao

O estagio curricular foi realizado no Laboratério de Analises Clinicas UNILABS da cidade
do Porto sob a orientagdo da Dra. Sofia Amorim Alves Botelho Moniz, Farmacéutica
Especialista em Analises Clinicas e Genética Humana pela ordem dos Farmacéuticos O.F. -
N° 12652.

O estagio visou aplicar os conhecimentos adquiridos ao longo do curso de mestrado.
Nesse tdpico, a experiéncia de estagio num laboratério de grande dimens&do como o Unilabs
apresentou uma abordagem altamente automatizada dos processos estudados ao longo do
curso. Com rotinas bem estabelecidas e com rastreabilidade dos processos presentes no
laboratério, as descricbes desses procedimentos nesse relatério, muitas vezes, trazem a

mesma apresentagao sistematica que foi encontrada no decorrer do estagio.

O estagio foi realizado de segunda a sexta-feira das 08:00 as 17:00. Foram realizadas
225 horas no setor de microbiologia do dia 01/03/2023 ao dia 07/04/2023; 265 horas no setor
de bioquimica do dia 17/04/23 ao dia 02/06/23; e 260 horas em genética do dia 12/06/23 ao
dia 28/07/23, com um quantitativo final de 750 horas.

A respeito da experiéncia no setor de Microbiologia, é interessante notar que é um setor
um pouco diferente dos outros, no sentido em que ha mais intervengao manual, ainda que
mantendo o rigor procedimental em cada etapa. Como tal, ha muitas etapas manuais para se

alcancar os resultados das analises.

No setor de bioquimica, a automagao dos processos é notavel e ha pouca interferéncia
do técnico no processo de analise em si. Entretanto, como consequéncia, aumenta a
relevancia da garantia da confiabilidade do equipamento e seus controlos e a interpretagcao

por parte do técnico dos resultados obtidos.

Ja no setor de genética, ficou clara a complexidade da area e o quanto,
comparativamente aos outros setores, seus procedimentos estdo em constante reviséo e
aprimoramento, devido ao préprio desenvolvimento do campo. Por esse motivo, a experiéncia

de estagio foi valorosa no sentido de possibilitar o contacto com uma area inovadora.

Sendo assim, a apresentagéo neste relatério dos topicos vistos em estagio visa descrever

os procedimentos das técnicas vivenciadas.
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2 Caracterizagao do local de estagio

O Grupo UNILABS foi fundado em 1987 e atualmente esta presente em 15 paises
distribuidos por 4 continentes, com sua sede na Suica. E um dos principais laboratérios de
diagnéstico médico da Europa, com prestagéo de servigo na area laboratorial, de patologia e

imagiologia. (1,2)

A rede de laboratérios da UNILABS em Portugal € constituida por mais de mil unidades
com atendimento nas especialidades de Analises Clinicas, Anatomia Patoldgica, Cardiologia,

Gastrenterologia, Genética Médica, Medicina Nuclear e Radiologia. (1,2)

O Laboratério de Analises Clinicas UNILABS Porto € a sede do grupo UNILABS em
Portugal e esta localizado na rua Manuel Pinto de Azevedo n © 173, 4100-321, com horario de
funcionamento para os utentes de segunda a sexta das 07:30 as 18:30, aos sabados das
08:00 as 13:00 e aos domingos encontra-se fechado. Entretanto, o setor técnico do laboratério

funciona 24 horas por dia e todos os dias da semana. (3)

O laboratdrio implementa um sistema de gestdo da qualidade para a melhoria continua,
em cumprimento da norma NP EN ISO 9001:2015, sendo acreditado pela NP EN ISO

15189:2014 e o setor de genética é acrescido ainda da certificacdo CLIA. (4)

Os laboratérios da rede UNILABS utilizam o sistema informatico ARA, um sistema
integrado de atendimento, registo de pacientes e atos meédicos, que inclui um historial com os
episédios de anadlises clinicas. O sistema Ara é dotado com a capacidade de identificar
corretamente os utentes e associar a novos episédios de analises. Para além disso, também
calcula e fatura taxas moderadoras e copagamentos e identifica corretamente todas as

amostras bioldgicas, minimizando erros processuais. (5)

O programa ARA integra os dados do utente e das analises que o utente ira realizar com
o programa Clinidata, que é um sistema de gestdo de laboratério. E neste programa que é
realizado o controlo da entrada das amostras, a introdugao de resultados manuais, a consulta
por parte dos equipamentos sobre quais analises vao ser realizadas em cada tubo, o
recebimento dos resultados dos equipamentos, a validacido técnica e a validagao

biopatoldgica. (5)

A gestao da qualidade utiliza o programa Unity e o site Caresphere para a monitorizagao
dos controlos de qualidade internos. E utiliza o programa InnovWay QMS para a consulta de
documentos como manuais, bulas e procedimentos, além de ser uma forma de controlar
manutencdes preventivas, manutengdes corretivas e resultados das avaliagbes externas da

qualidade.
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O laboratério possui um Manual de Seguranga e Saude do Trabalho que contempla
regras de seguranga a fim de minimizar os riscos inerentes ao trabalho em cada secg¢ao do
laboratério, bem como medidas preventivas em casos de acidentes. Contém ainda
informagdes sobre: boas praticas laboratoriais; higiene e organizagao; medicina do trabalho;
uso dos equipamentos de protecao individual de uso obrigatério; instrugdes sobre manuseio
de gases e reagentes quimicos; descarte consciente de residuos; e procedimentos de

emergéncia. (6)

Diante do exposto, o Laboratério UNILABS apresenta-se com um excelente ambiente de

aprendizagem e aperfeigoamento profissional.
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3 Fase Pré-analitica

Os processos no laboratério (Figura 1) podem ser divididos em 3 fases diferentes: a fase
pré-analitica, a fase analitica e a fase pds-analitica. A fase pré-analitica compreende: a
recegao dos pacientes para registo da sua identificagéo; registo das analises solicitadas pelos
médicos; cumprimento das preparagdes para tais analises; colheita do material bioldgico;
processamento inicial das amostras (centrifugagdo ou congelamento); transporte das

amostras; e triagem e armazenamento no laboratério. (5)

Recepgdo d?s pacientes Recepgio das
para o registo da sua
T Lo amostras ~ .
s identificagdo e das - EXTERIOR Recepgdo dos pacientes para
) analises solicitadas registo da sua identificagdo
~E e das analises solicitadas.
<Zt Colheita ou recepgdo das
<|t Colheita das Registo das andlises amostras t:!OIOglcas a
w - ici analisar
o amostras bioldgicas S°|!C.'tad~as €
a oo Identificagdo dos
w (no Laboratério) produtos
%)
<
[T
Processamento Tratamento Pré-analitico
Pré-analitico das amostras
s Processamento .
= Analitico Fa§e analitica ou (.1e
*E realizagdo das analises
> solicitadas
: Validagdo €
g Técnica controlo da qualidade
e analitico
— Validagdo
B.Val'faﬁa? Biopatoldgica dos
Iopatologica
P & resultados
E — o
— Emissdo de Fases administrativas
<Zt Resultados pds-analiticas de emissdo
< de relatérios
7
o]
(-9
w
%)
<
w Entrega de Entrega dos resultados
resultados (também por print on demand,
correio ou por email)

Figura 1 - Processos do Laboratério UNILABS. [Adaptado de (5)]
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Para controlo desta fase do processo, o laboratério possui diversos documentos
instruindo sobre cada procedimento a ser realizado. Como, por exemplo, o Manual de
Colheitas, o Manual de Colheitas de Microbiologia, Manual de Colheitas de amostras de
Genética, Manual de Colheitas de Anatomia Patoldgica, o Procedimento de Cuidados
Especiais de amostras, e diversas instrucbes para pacientes e para procedimentos

realizados na hora da colheita. (5)

Os manuais contemplam informagdes sobre todos os aspetos da analise. Sdo alguns
deles: método da técnica; a necessidade de preparacao do paciente; tipos de amostras
aceitaveis; recipiente de colheita; volume minimo; cuidado especial necessario;
preparacdo da amostra; tempo de estabilidade; temperatura de transporte e condi¢des

de rejeicao da amostra. (5)

O laboratério possui ainda indicadores com a finalidade de garantir a qualidade na
fase pré- analitica. Esses indicadores apontam motivos de pedidos de novas colheitas,

para evitar que as etapas futuras do processo nao sejam comprometidas. (5)

Na area anterior a triagem, os motoristas depositam as malas onde o técnico da
triagem as abre. O técnico retira as amostras e coloca em estantes separadas por
categorias de acordo com o tipo de amostra. As malas possuem uma monitorizagao de
temperatura informatizado, chamado de sistema Vigie, que monitoriza as temperaturas
durante todo o transporte das amostras e gera notificagdes em sistema quando os limites

sao extrapolados.

O laboratério possui duas areas de triagem: uma area de triagem de tubos de sangue
e outra area de triagem de urina, fezes e outros produtos. As amostras sdo descarregadas

on-line para a dependéncia do laboratorio que vai realizar as analises.

E nesta etapa que sdo verificados os critérios de rejeicdo de amostra. Dentre os
principais critérios de inaceitabilidade da amostra estao:

1. Tubo/contentor sem identificagdo ou com identificagao ilegivel;

2. Discordancia entre as identificagbes apostas no tubo/contentor e na requisicédo

associada;

Tubo/contentor vazio ou com volume manifestamente insuficiente;

Tubo/contentor em desacordo com o definido no manual de colheitas;

Tubo/contentor vertido, partido ou contaminado externamente por amostra

biolégica;

6. Amostra de soro/plasma ndo cumprindo as normas de separagao/conservagao
definidos no manual de colheitas. Incluindo a conservagao nas condi¢cdes de
temperatura exigidas par a determinagdo em causa;

7. Amostras em anticoagulante coaguladas devem ser entregues sob reserva ao
sector técnico o qual avalia das possiveis interferéncias;

8. Amostras de soro ou plasma de citrato com hemolise visivel devem ser
entregues sob reserva ao sector técnico o qual avalia das possiveis
interferéncias;

abkw
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9. Tubos de soro recebidos sem centrifugagcao deve ser avaliado os resultados
para decidir sobre pedido de nova colheita. (5)

Apos receberem a preparacao inicial, as amostras s&o distribuidas para as areas de
destino onde serdo analisadas. Cada setor tria as amostras para confirmar o recebimento
no sistema Clinidata. O setor de microbiologia e genética possuem uma distribuicao
manual das amostras para a técnica que deve ser executada enquanto o setor de

bioquimica possui uma distribuicdo automatica.
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4 Fase Analitica

A fase analitica compreende a porgcado de efetiva realizagdo das analises. Nesta fase
estao abrangidos: os equipamentos que sao utilizados; os softwares dos equipamentos; os
técnicos que manuseiam os equipamentos; os reagentes que sado utilizados; os controlos
internos, calibragdes e manutengdes preventivas que garantem a boa funcionalidade do
equipamento; e outros consumiveis que sao necessarios para a realizacdo dos exames

laboratoriais e a geragéo do seu resultado.

O laboratdrio UNILABS encontra-se dividido nas seguintes areas analiticas: hematologia,
microbiologia, core(bioquimica), analises especiais, biologia molecular, genética,
imunohemoterapia, anatomia patologica e gestao da qualidade. Serao descritos, a seguir, 0s

setores em que foi realizado o estagio. (5)

4.1 Setor de Microbiologia

O corpo humano possui uma vasta microbiota. Porém alguns microrganismos séo
considerados patogénicos e causam doengas ao hospedeiro. Por esse motivo, é muito
importante detetar com precisdo a presenga de patdgenos. O laboratério de microbiologia

cumpre com essa fungéo.

O isolamento e identificagdo de microrganismos no setor de microbiologia € um
processo minucioso, pois requer a obtencdo de uma amostra representativa do local da
infecdo, livre de contaminacdo de outras areas, e em tempo Util para ndo se perder a

viabilidade bacteriana.

O isolamento do patdgeno inicia-se antes mesmo da colheita do material bioldgico,
pois é necessario que sejam realizadas colheitas antes da antibioterapia. No isolamento, é
necessario que sejam utilizadas técnicas e meios especificos para os patégenos de interesse
se desenvolverem. E no relatdrio final € importante que sejam evidenciados microrganismos
potencialmente patogénicos e que o antibiograma seja de acordo com o comportamento da

bactéria face a sua exposicado ao antibiético.

No laboratério UNILABS, o setor de microbiologia engloba o estudo das bactérias,
fungos, parasitas e micobactérias. Para melhor compreensao de como estes microrganismos
sdo estudados, a seccao foi subdivida de acordo com os diferentes tipos de amostras que sao

recebidas no setor.

Inicialmente todas as amostras passam pelo setor de triagem e depois sdo

encaminhadas ao setor de microbiologia, onde sao tratadas de acordo com seu tipo e devem
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cumprir com os requisitos descritos na tabela 1. Caso contrario, sdo consideradas amostras
nao conformes e ndo seguem para o setor de microbiologia, gerando assim a necessidade de

uma nova colheita.

Tabela 1 — Condi¢6es das amostras de microbiologia. [Adaptado de (7)]

Amostra Recipiente Volume Transporte Conservacgao
Minimo

Urina Frasco Estéril 10-20 ml <2h-4°C >2<24h-4°C

Exsudado Uretral Zaragatoa fina com meio de N/A <2h-TA >2<24h-TA

transporte Amies liquido

Exsudado Vaginal Zaragatoa com meio de N/A <2h-TA >2<24h-TA

transporte Amies liquido

Esperma Frasco Estéril 10-20 mL <2h-TA >2<24h-TA
Exsudado Zaragatoa fina com meio de N/A <2h-TA >2<24h-4°C
Orofaringeo/amigdalin transporte Amies liquido
o
Exsudado Zaragatoa fina com meio de N/A <2h-TA >2<24h-4°C
Nasofaringeo transporte Amies liquido
Exsudado Nasal Zaragatoa fina com meio de N/A <2h-TA >2<24h-4°C

transporte Amies liquido

Exsudado do Ouvido/ Zaragatoa fina com meio de N/A <2h-TA >2<24h-4°C
Auricular transporte Amies liquido
Expetoracao Frasco estéril 3-5mL <2h-TA >2<24h-4°C

Aspirado Brénquico, Frasco estéril ou Recipiente 3-5mL <2h-TA >2<24h-4°C

lavado broncoalveolar, coletor do sistema

Escovado bronquico e
puncgao aspirativa

transtoracica
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Tabela 1 (continuagao) — Condigcoes das amostras de microbiologia. [Adaptado de (7)]

Peles e tecidos moles:
Feridas, Abcessos,
celulite, ulceras de

pressao e queimadura

Ossos e articulagoes:
Tecido 6sseo, aspirado
liquido articular e

material de préotese

Exsudado conjuntival

Sangue

Ponta de Cateter

Liquidos: Pericardico,
pleural,
peritoneal/ascitico,

articular/sinovial

LCR

Fezes

(para bacteriologia)

Zaragatoa retal

Pele, unhas e cabelo

Frasco estéril ou Seringa com

obturador de borracha

Frasco estéril

Frasco estéril

Frasco de hemocultura

Frasco estéril

Frasco estéril ou

Frasco de hemocultura

Frasco estéril

Frasco estéril

Zaragatoa fina com meio de

transporte Amies liquido

Frasco estéril ou Placa de

Petri
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N/A

N/A

N/A

10 mL em
Adultos

N/A

10 mL

10 mL em

Adultos

1a2mL

Fezes

moldadas:

39

Fezes
Liquidas:
5-10 mL

N/A

N/A

<2h-TA

<2h-TA

<2h-TA

<2h-TA

<2h-TA

<2h-TA

<2h-TA

<2h-TA

<2h-TA

<2h-TA

TA

>2<24h-4°C

>2<24h-4°C

>2 < 24h -4°C

Estufa 35-37 °C

>2<24h-4°C

>2<24h-4°C

Estufa 35-37 °C

>2 < 24h —

Estufa 35-37 °C

TA

>2<24h-4°C

TA



Apo6s a chegada da amostra no setor de microbiologia, os materiais avangam para a
realizacdo de sementeiras, realizacdo de laminas e exame a fresco. Apds o tempo de
incubagéo, as placas sao verificadas e destinadas a identificagéo e a realizagéo do teste de
suscetibilidade antimicrobiano (TSA). Depois de obtidos os resultados, o especialista avalia

os resultados e faz a validacao técnica dos mesmos.

Na seccédo seguinte, serdo descritos os procedimentos de processamento de cada tipo

de material biologico.

4.1.1 Urinas

O exame da urina é subdivido em trés partes: o exame fisico; 0 exame quimico; e o exame
microscopico do sedimento urinario. O exame fisico engloba a inspeg¢ao do aspeto da urina,
sua cor e a sua densidade. O exame quimico engloba a medigéo de pH, proteinas, glicose,
urobilinogénio, bilirrubina, nitritos, hemoglobina e esterase leucocitaria. E o exame
microscopico do sedimento urinario permite a visualizacdo das células epiteliais, eritrocitos,

leucdcitos e outros elementos celulares como fungos, cilindros e as bactérias. (8)

Os exames fisico e quimico da urina sdo uma ferramenta importante para avaliar a fungao
do sistema renal como um todo, auxiliando no diagndstico de glomerulonefrite, nefropatias e
calculos renais. Ja o exame microscopico do sedimento urinario auxilia principalmente na

pesquisa de patdégenos para elucidagao de doengas infeciosas. (8)

Os tipos de patdégenos pesquisados podem ser bactérias de Gram negativas como as
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus spp. € Enterobacter spp. Podem ainda ser
bactérias de Gram positivas como os Staphylococcus saprophyticus e os Enterococcus spp.
E outros como o Mycoplasma hominis, Ureaplasma spp. e Neisseria gonorrhoeae, fungos
como a Candida albicans, micobactérias como o Mycobacterium tuberculosis, e parasitas

como Trichomonas vaginalis. (8)

A analise da urina inicia-se com a cultura da urina para o cultivo de microrganismos.
Apoés semeada, a urina segue para a realizagdo da analise da urina do tipo Il que auxilia na
interpretacdo da quantificacdo do crescimento bacteriano. A pedido médico, realizam-se
pesquisas especificas para o que foi solicitado, como: a pesquisa de parasitas como
Trichomonas vaginalis; a cultura para fungos, como a pesquisa de Candida albicans; a cultura
para micobactérias, como a pesquisa para Mycobacterium tuberculosis; e pesquisas
direcionada a bactérias especificas como o Mycoplasma hominis, Ureaplasma spp.,

Streptococcus pneumoniae, Legionella spp. e Neisseria gonorrhoeae.
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No laboratério UNILABS, inicialmente as urinas sao triadas nos proprios postos de
colheita, onde, ao séao triadas e passadas do tubo primario para o tubo de triagem. O sistema
gera as etiquetas de acordo com a quantidade de analises que serdo realizadas, por isso, o
numero de tubos deve corresponder com o nimero de analises que serao realizadas. Quando

chegam a triagem do laboratério, as amostras sdo separadas em racks pelo tipo de analise.

4.1.1.1 Exame cultural

Dentro das analises que auxiliam o estudo das doengas infeciosas, o exame cultural
de urina é realizado para elucidacao de suspeitas de infe¢gao bacteriana do trato urinario; para

controlo de tratamento; e em pacientes assintomaticos com alto risco de infegéo. (8)

A cultura de urina é realizada em gelose CLED (Cystine Lactose Electrolyte Deficient),
que permite diferenciar as bactérias que fermentam a lactose das que nao fermentam, gracas
ao indicador azul de bromotimol. As bactérias lactose (+) produzem col6nias amarelas ou
amarelas palidas por acidificagdo do meio, ja as bactérias que ndo fermentam a lactose
produzem coldnias verdes, azuis ou incolores. A composicdo do meio, por ter um fraco

conteudo em eletrdlitos, previne a invaséo de Proteus spp. (9)

Inicialmente as urinas seguem em tubo de triagem, onde primeiro é realizada a
sementeira quantitativa (figura 2), com ansa calibrada de 1 yL em gelose CLED e, caso

solicitada cultura para fungo, essa é feita em gelose de Sabouraud.

Figura 2 — Sementeira quantitativa. [Silvana Agra; 2023]

A gelose Sabouraud acrescida dos antibiéticos Gentamicina Cloranfenicol € um meio
seletivo recomendado para o isolamento de fungos a partir de amostras polimicrobianas, pois

o aumento do nivel de peptonas e dextrose favorece o crescimento de estirpes fungicas. O
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pH da gelose é ligeiramente acido o que favorece mais o crescimento de fungos do que o

crescimento de bactérias. (10)

A presenga de gentamicina inibe muitas bactérias de Gram negativo e bactérias de
Gram positivo enquanto a presenca de cloranfenicol melhora a seletividade para certas

espécies que podem ser resistentes a gentamicina. (10)

As placas de Sabouraud sao incubadas em atmosfera de aerobiose a 35-37 °C por 48
a 72 horas, e as geloses CLED séao incubadas em atmosfera de aerobiose a 35-37 °C por 18

a 24 horas.

As placas com crescimento bacteriano s&o analisadas pelo técnico, que faz a
contagem do numero de UFCs por mL de urina, multiplicando o niumero de colénias pelo fator

de diluigéo, ou seja, 10° para uma ansa de 1 uL. (11)

Sendo assim, a quantificagdo segue a seguinte classificagdo: <10* UFC/mL quando
se tem auséncia crescimento; 10° UFC/mL quando apresenta um nimero de colénias entre 1
a 9 colénias; 10 * UFC/mL quando apresenta um nimero de coldnias entre 10 a 99 colénias;

e 10° UFC/mL quando o nimero de coldnias é igual ou superior a 100 coldnias.

E importante notar que os valores mencionados acima s&o referentes a adultos e a
quantificagcdo deve estar atenta ao perfil do utente para consideragdo da valorizagdo do
crescimento bacteriano, ja que fatores como idade e gestagédo impactam esse resultado. Bem

como a variacao histdrica do utente.

Quando ha uma auséncia de crescimento bacteriano e uma contagem de leucécitos
na analise de urina Il superior a 99 leucdcitos, € necessaria a realizagdo de uma lamina de
Gram e a repeticdo da sementeira em Gelose chocolate. Quando existe o predominio de uma
cultura polimicrobiana, realiza-se o isolamento pela técnica de esgotamento em quatro

quadrantes (Figura 3) das coldnias suspeitas em meios seletivos. (11)

Figura 3 — Sementeira por esgotamento em quatro quadrantes [Silvana Agra; 2023]
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Por ultimo, as coldnias isoladas seguem para identificagdo e seu respetivo

antibiograma.

A. Técnicas de Coloragao de Gram

A bacterioscopia é realizada pela técnica de Gram com o intuito de classificar as
bactérias provenientes da cultura quanto a sua morfologia e coloragédo. A composigao da
parede celular bacteriana determina a diferenciagao das bactérias como de Gram positivo ou

de Gram negativo. (12)

As bactérias de Gram positivo possuem uma parede espessa de peptidoglicano e
grande quantidade de acido teicdico. Por esse motivo, o corante inicial da coloragéo de Gram,
o cristal violeta, é retido nas paredes das bactérias, ndo sendo alterado pela descoloracéo
com alcool-acetona. Fendmeno esse que, visualmente, manifesta a coloragdo roxa nas

bactérias Gram positivo na visualizagao microscopica. (12)

As bactérias de Gram negativo possuem uma camada mais delgada de peptidoglicano
0 que torna possivel a descoloracao do corante cristal violeta pelo descorante alcool-acetona.
A subsequente coloragao com a fucsina torna visualmente rosa as bactérias de Gram negativo

na inspegao microscopica. (12)

Para a realizagéo da coloragéo de Gram (Figura 4) é utilizado o equipamento Aerospray
Gram - ELITech Group. O equipamento realiza a coloragdo de Gram de forma automatizada,
utilizando, os corantes de cristal violeta, lugol, fuscina, o descorante alcool-acetona e agua.
(13)

Figura 4 — Coloragao de bactérias de Gram negativo (esquerda) e coloragao de
bactérias de Gram positivo (direita). [Silvana Agra; 2023]
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4.1.1.2 Urinas tipo Il

O exame de urina do tipo Il auxilia no diagnostico de doengas do trato urinario e na

avaliagao da fungéo renal como um todo. Para além disso, também auxilia o diagndstico de

defeitos metabdlicos como o diabetes mellitus, ajuda a avaliar a evolugao de doengas e

monitorizar a efetividade de uma terapia instituida. (14)

O exame da urina é subdivido em trés partes: o exame fisico, 0 exame quimico e o

exame microscopico do sedimento urinario. (14)

O exame fisico engloba o aspeto da urina, a sua cor e densidade. A respeito desses,

€ importante mencionar: (14)

O aspeto da urina pode ser limpido, representativo de uma urina saudavel, ou
pode ser ligeiramente turvo, representativo de indicios patolégicos ligados a
presencga de bactérias, leucécitos e fungos. (14)

A cor da urina saudavel pode variar entre incolor a amarelo enquanto amostras
de urinas ndo normais podem apresentar coloragbes diferentes indicativas de
suas composicoes: laranja devido a presenca de bilirrubina, vermelha devido a
presenca de sangue, castanho ou preto devido a excesso de &acido
homogentisico e verde devido a origem medicamentosa. (14)

A densidade da urina € uma medida semi-quantitativa representativa da
concentragdo urinaria. Urinas com densidade mais altas indicam urinas mais
concentradas e o oposto também ocorre: urinas com densidade mais baixa sao
indicativos de urinas menos concentradas. (14)

O exame quimico engloba a medigdo de pH, proteinas, glicose, urobilinogénio,

bilirrubina, nitritos, hemoglobina e esterase leucocitaria. A respeito desses, € importante

mencionar:

O pH da urina geralmente é acido, mas um nivel muito baixo de pH pode ser
considerado patolégico e indicativo de acidose tubular renal.

A glicose na urina s6 se encontra presente em casos patoldgicos, e é evidéncia
de que a carga de glicose filtrada excedeu a habilidade dos tubulos renais de
absorvé-la.

O urobilinogénio normalmente encontra-se presente na urina em pequenas
quantidades, e, quando em grandes quantidades, indica dano hepatico ou
hemoalise.

A bilirrubina encontra-se presente na urina apenas em situagcdes patologicas
de interrupcéo da circulacédo entero-hepatica.

Nitritos podem ser positivos devido a presencga de bactérias, podendo indicar
assim uma possivel infegao urinaria.

A presencga de sangue na urina esta ligada a presenga de hemoglobina ou
mioglobina na urina. Pode ser n&o-patoldgica, se for devida a uma
contaminagao menstrual, ou patoldgica nos casos de infegéo no trato urinario,
anemia hemolitica intravascular ou necrose tubular aguda.

A esterase leucocitaria € indicativa da presencga de leucdcitos na urina e é
presente nos casos de inflamagéo aguda e infe¢édo do trato urinario. (14)
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O exame microscoépico do sedimento urinario permite a visualizagdo dos componentes
insoluveis: células epiteliais, bactérias, elementos em forma de leveduras, cilindros, cristais,
eritrocitos e leucdcitos. Quando presentes, alguns ndo apresentam significados clinicos e
outros em grande quantidade possuem significado clinico e auxiliam no diagndstico de
patologias:

o As células epiteliais sdo originarias do trato genitourinario, portanto s&o
comumente encontradas na urina devido o processo de renovacgao celular.

e As bactérias sdao encontradas nos quadros de infegao urinaria.

e Os elementos em forma de leveduras séo constituintes da microbiota normal
do trato genitourinario, mas, em grandes quantidades, podem ser considerados
patoldgicos.

e Os cilindros sdo elementos exclusivos do rim, sao classificados de acordo com
a sua matriz, podendo, ou ndo, ser considerados patolégicos.

e Os cristais sao frequentemente encontrados na urina e raramente apresentam
significado clinico, com excegéao dos cristais de cistina e colesterol.

e Os eritrécitos encontram-se elevados nos casos de lesdo da membrana
glomerular; na lesdo vascular no sistema genitourinario; na litiase e nas
infecdes do trato urinario.

¢ Os leucécitos encontram-se elevados nos casos de infegdes do trato urinario.
(15)

Apébs a realizagcédo das etapas do exame cultural, a urina segue para a realizagao do
exame fisico-quimico e inspegao do sedimento urinario. Inicialmente as urinas sao

homogeneizadas e colocadas nas racks do equipamento Série-UN - Sysmex (Figura 5).

Figura 5 — Equipamento Série-UN - Sysmex. [Silvana Agra; 2023]

O Série-UN - Sysmex é um equipamento automatizado para analise de todos os
aspetos da urina. Trata-se de um sistema modular composto dos analisadores UC-3500, o

analisador da quimica de urina que utiliza a metodologia de tiras teste; o analisador UF-5000,
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o analisador de particulas de urina através de citometria de fluxo; o UD-10, o dispositivo de
imagens digital das particulas da urina através de citometria de imagem; e o U-Wam, o

sistema de gerenciamento das informacdes. (16)

Todas as urinas percorrem pelo médulo UC, onde é realizada a analise quimica da
urina através da tira de urina. As tiras sao fitas comerciais com blocos impregnados de
reagente, essas tiras reagem com a amostra de urina € mudam de cor quando o componente
a que esta direcionado esta presente. E possivel analisar parametros como pH, densidade,
proteinas, glicose, corpos cetdnicos, pigmentos biliares, hemoglobina, urobilinogénio, nitritos

e esterase leucocitaria. (14)

Quando os resultados desses pardmetros sao normais, a urina automaticamente é
validada e ndo passa por nenhum outro médulo. Entretanto, quando os resultados sdo
positivos, a urina automaticamente passa ao modulo UF, onde, através da tecnologia de
citometria de fluxo fluorescente, sdo avaliadas as propriedades fisioldgicas e quimicas das

células e particulas da urina. (16)

Apébs isso, seguem para o modulo UD onde é possivel a revisdo das imagens dos
leucocitos, eritrocitos, cilindros, cristais, bactérias, células em forma de leveduras e células

epiteliais. (16)

4.1.1.3 Urinas contagem minutada

A analise de urina de contagem minutada tem como finalidade efetuar a contagem de
elementos celulares e outros figurados, exprimindo os resultados por unidade de tempo. A
recolha desta amostra é feita em contentor plastico de dois litros, onde o paciente esvazia
completamente a bexiga para inicio da contagem do tempo e passa a recolher toda a urina
até completar trés horas. Como a degradagéo celular € continua, deve se dar prioridade para
o processamento dessas amostras. (17)

A urina entra no processo de analise de forma semelhante as urinas tipo Il
Adicionalmente é realizada a visualizagao do sedimento da urina, apds centrifugagdo, em
microscopio otico. O relatério final devera conter o resultado da contagem de leucdcitos,
eritrocitos e células epiteliais, enquanto os demais elementos sdo mencionados quando
existem. Os valores obtidos sdo matematicamente calculados para exprimir o resultado final
em elementos/minutos: Resultado = (n*100*V)/180, onde n representa a quantidade de
contagem de elementos figurados por pL de sedimento, o V o Volume de 3h em mL e 180 o

ndmero de minutos. (17)
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4.1.1.4 Pesquisa de Micobactérias na urina

As micobactérias sao bacilos alcool-acido resistentes, o que significa que, quando
coradas, ndo se deixam descorar por uma mistura de alcool e acido cloridrico. Essa
propriedade decorre da firme fixagdo do corante a certos lipidos da parede celular,
principalmente devido a presenga dos acidos micolicos que formam uma barreira hidrofébica.
(12)

A principal micobactéria de interesse do género Mycobacterium & a Mycobacterium

tuberculosis para o diagnéstico de tuberculose. (12)

Para a realizacio da pesquisa de Micobactérias na urina é recomendada a primeira urina
da manha. Inicialmente s&o realizadas uma descontaminagao e concentragao da amostra com
o kit Mycoprosafe- Salubris, 0 método consiste em uma descontaminagéo e concentragéao de
hidroxido de sodio — N-acetil-L-cisteina (NALC), eliminando assim seletivamente outros
microrganismos que sdo suscetiveis ao hidroxido de sodio, ao passo que as micobactérias,

que séo resistentes ao pH alcalino, sobrevivem. (18)

Apos o tratamento da amostra, sdo feitas laminas para coloragdo e a amostra tratada é

utilizada para a cultura.

A. Técnicas de Coloragao

Para a realizacdo da coloracdo de micobactérias é utilizado o equipamento de coloracéo
automatico Aerospray TB que possui dois programas de coloragao diferentes (Figura 6): a

coloragao por Carbol Fucsina e por Auramina. (19)

Figura 6 — Coloragao de micobactérias. [Adaptado de (19)]
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A coloragao baseada na coloracdo de Ziehl-Neelsen é realizada com Carbol fucsina, que
confere aos bacilos alcool-acido resistentes uma cor rosa apds a lavagem por alcool-acido e
todo o resto se cora de azul devido o azul de metileno. A técnica de fluorescéncia se baseia
na coloragao pela auramina, que permite a visualizagdo dos bacilos alcool-acido resistentes
como bacilos amarelo-fluorescentes quando observados em microscopia de fluorescéncia.
(19)

Na microscopia, deve-se observar, no minimo, 100 campos para se determinar o

resultado do exame como positivo ou negativo. O resultado é expresso conforme a tabela 2.

Tabela 2 — Resultado expresso para micobactérias. [Adaptado de (20)]

Resultado Observados em microscopia (1000x)
Nao se observaram BAAR 0/ 100 campos observados

Escrever o numero observado 1-9 /100 campos

+ 10-99 / 100 campos

++ 1-10 / campos

4+ > 10/ campo

B. Cultura para Micobactérias

Para a cultura de micobactérias, utiliza-se o meio Lowenstein-Jensen, € um meio seletivo
de enriquecimento que permite o isolamento, principalmente de Mycobacterium tuberculosis,
devido a sua composigao: L-asparagina, fécula de batata; fosfato monopotassico e sulfato de
magnésio; glicerol e a suspensédo de Ovo; citrato de sddio e o verde malaquita. Sobre esses

componentes:

A L-asparagina e a fécula de batata sdo as fontes de nitrogénio e

vitaminas no meio.

e O fosfato monopotassico e Sulfato de Magnésio aumentam o
crescimento do organismo e agem como tamponantes.

e O dlicerol e a suspensao de ovo fornecem acidos graxos e proteinas
para o metabolismo das micobactérias. A coagulagdo da albumina do
ovo, durante o processo de esterilizagdo, fornece um meio soélido para
a inoculacgao.

e O citrato de sodio e o verde malaquita sdo agentes seletivos que

previnem o crescimento da maioria dos organismos contaminantes e

permitem o crescimento inicial das micobactérias. (21)
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Com a inoculagdo da amostra no meio, o tubo é disposto em posicao inclinada e com a
tampa semi-enroscada até a evaporacao do liquido em ambiente de temperatura controlada
a 37°C. Depois os tubos sao fechados e mantidos para incubagédo, na mesma temperatura,
por um periodo de 8 semanas. A verificagdo de crescimento na cultura é feita uma ou duas
vezes por semana e, quando detetado macroscopicamente o crescimento na superficie,
realiza-se um esfregago para a confirmagao de BAAR através da coloragao de Ziehl-Neelsen.
O bacilo da tuberculose cresce lentamente a 37°C e, de quatro a seis semanas, apresenta,
em meio solido, coldnias eugodnicas, esbranquigadas e friaveis, de aspeto rugoso, em couve-

flor e ndo produzem pigmento. (22)

4.1.1.5 Pesquisa de Trichomonas vaginalis na urina

A pesquisa de Trichomonas vaginalis na urina € uma ferramenta importante no
diagnostico de tricomoniase. E uma anélise simples que consiste na visualizagdo do parasita

a fresco.

Para pesquisa de Trichomonas vaginalis na urina a amostra ideal é a urina de 1° jato
apos centrifugagcao de 10 minutos a 3500 r.p.m. Rejeita-se o sobrenadante e o sedimento &

analisado entre lamina e lamela no microscoépio. (23)

4.1.1.6 Pesquisa de Ureaplasma e Mycoplasma na urina

A pesquisa de Mycoplasma hominis e Ureaplasma spp. (incluindo Ureaplasma parvum
e Ureaplasma urealyticum) na urina € importante para o diagnostico de infe¢des do trato

genitourinario. (24)

Para pesquisa de Ureaplasma e Mycoplasma na urina a amostra ideal € a urina de 1°

jato apo6s centrifugagéo de 10 minutos a 1500 r.p.m. (23)

O Mycoplasma IST 3 (Figura 7) é um teste de diagnostico in vitro, qualitativo e semi-
quantitativo, utilizado para identificagdo de Ureaplasma e Mycoplasma. No teste de
sensibilidade a antibidticos, utiliza-se quatro antibidticos para M. hominis (Levofloxacina,
Moxifloxacina, Tetraciclina e Clindamicina) e cinco antibioticos para Ureaplasma spp.
(Levofloxacina, Moxifloxacina, Tetraciclina e Eritromicina). O Mycoplasma IST 3 consiste em

um caldo de cultura selectivo e uma galeria contendo 25 testes. (24)
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Figura 7 — Teste IST 3 para Ureaplasma e Mycoplasma [Silvana Agra; 2023]

A presencga de substratos especificos (ureia para Ureaplasma spp. e arginina para M.
hominis) e de um indicador (o vermelho de fenol) permitem, em caso de cultura positiva,
visualizar uma mudanca de cor do caldo devido ao aumento do pH. A seletividade em relacéo
a flora de contaminagao eventualmente presente na amostra é fornecida pela associacao de
trés antibioticos e de um antifungico. Apds a inoculagdo da amostra, o caldo é dispensado na
galeria do teste, e, depois de 48 horas, sdo observados os resultados de identificagcao e

sensibilidade aos antibidticos. (24,25)

4.1.1.7 Pesquisa de Antigenos urinarios de Legionella spp.

Dentro das pesquisas de patdgenos na urina, a Legionella pneumophila é um dos

principais causadores de pneumonia grave. (26)

O Teste Legionella K-SeT é um teste qualitativo que deteta antigénios soluveis do
serogrupo 1 da L. pneumophilia na urina. O teste consiste de particulas de ouro coloidal que
sdo conjugados com anticorpos anti-Legionella monoclonais e policlonais secos sobre uma

compressa absorvente de conjugado. (26)

4.1.1.8 Pesquisa de Antigenos urinario de Streptococcus pneumoniae

A pesquisa da bactéria Streptococcus pneumoniae, causadora da pneumonia
pneumococica, tem sua importancia pois esse patdogeno, quando ndo diagnosticado e tratado,
pode levar a bacteremia, meningite, pericardite, empiema, purpura fulminante, endocardite e
artrite. (27)
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O Teste BinaxNOW Streptococcus pneumoniae € um ensaio imunocromatografico de
membrana utilizado para detetar o antigénio pneumocdcico soluvel na urina através do

anticorpo anti-S. pneumoniae de coelho. (27)

4.1.1.9 Pesquisa de Neisseria gonorrhoeae na urina

A pesquisa de Neisseria gonorrhoeae na urina € importante para o diagndstico de
infe¢cdes do trato genitourinario. Para essa pesquisa, a amostra ideal € a urina de 1° jato apos
centrifugagdo de 10 minutos a 3500 r.p.m. O sobrenadante é rejeitado e o sedimento &
utilizado para a realizagéo da lamina de Gram, bem como para a realizagdo da sementeira. A
sementeira € realizada com uma ansa calibrada de 10 pl pela técnica de quatro quadrantes

em uma gelose chocolate. (23)

A gelose chocolate € um meio para o isolamento de bactérias fastidiosas. O meio é
composto por uma base nutritiva enriquecida com fatores X (hemina) e V (NAD) fornecidos
pela hemoglobina e PolyViteX™ que favorecem o crescimento de estirpes exigentes

pertencentes aos géneros Neisserias, Haemophilus e Streptococcus pneumoniae. (28)

A gelose chocolate é incubada em atmosfera com 5% de concentragao de CO» a 37°C,
por 24 - 48 horas. Quando ha crescimento, realiza-se a identificagdo e o antibiograma das

coldnias sugestivas de Neisseria gonorrhoeae. (23)

4.1.2 Trato Génito-Urinario

Em amostras do trato génito-urinario, o diagndstico é principalmente voltado a: as
principais bactérias como Neisseria gonorrhoeae, Gardnerella vaginalis, Haemophilus
ducreyi, Chlamydia trachomatis, Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma hominis e nas
gravidas Streptococcus do grupo B; a fungos como a Candida albicans; e a parasitas como a

Trichomonas vaginalis, (8)

A anadlise das amostras de exsudado uretral, exsudado vaginal e esperma € realizada
através do exame direto e da cultura. A pedido médico, pesquisas direcionadas sao realizadas
ao patégeno de interesse. A analise das amostras de zaragatoa retal e vaginal nas gravidas

é realizado através da cultura.
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A. Exame Direto

O exame direto é realizado a fresco para a quantificacdo das células epiteliais, leucdcitos,
eritrocitos, fungos e pesquisa de Trichomonas vaginalis. No caso do esperma é realizada

somente a pesquisa de Trichomonas vaginalis e a quantificagdo dos leucdcitos.

Sao também preparados dois esfregagos, um & guardado para eventual necessidade de
repeticdo e o outro é corado pelo método de Gram para a visualizagdo microscopica. Sendo

a microscopia importante para a interpretacdo dos exames culturais.

Para a realizagao da interpretacdo da microscopia é necessario o bom conhecimento da
flora normal, especialmente nas amostras vaginais. A flora vaginal normal & constituida
essencialmente por Lactobacillus (bacilos de Gram positivo). Em amostras patolégicas, ha a
presenca de leucdcitos, leveduras, bactérias e a presenca de “clue cells”, células epiteliais
cobertas por bacilos de Gram variavel que sao sugestivas de vaginose bacteriana, infegéo
provocada por um conjunto de microrganismos aerobios facultativos e anaerdbios, sendo o

principal a Gardnerella vaginalis. (8)

B. Pesquisa de Trichomonas vaginalis.

Caso exista duvida sobre a presenga de Trichomonas vaginalis na visualizagao a fresco,

€ possivel realizar o teste rapido de pesquisa de Trichomonas vaginalis.

O OSOM Trichomonas Rapid Test € um teste imunocromatografico baseado em fluxo
capilar. Diante da presenga de Trichomonas vaginalis na amostra, forma um complexo com o
anticorpo primario antitricomonas conjugado com particulas coloridas da cor (azul). Esse
complexo se liga posteriormente a um segundo anticorpo antitricomonas revestido na
membrana de nitrocelulose. Visualmente, o aparecimento de uma linha azul no teste é

confirmatério da presenga de Trichomonas vaginalis. (29)

C. Pesquisa de Ureaplasma e Mycoplasma

Para a identificagao, cultura e teste de sensibilidade a antibidticos de Mycoplasma hominis

e Ureaplasma spp., tal como na urina, é utlizado o teste Mycoplasma IST 3.

4.1.2.1 Exsudado Uretral

A uretra normalmente contém poucos microrganismos, tais como: estafilococos,

micrococos, corynebactérias e estreptococos alfa hemoliticos. As uretrites geralmente sao
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causadas por Chlamydia trachomatis, N. gonorrhoeae, Herpes simplex virus, Mycoplasma

hominis, Ureaplasma urealyticum, Haemophilus spp. (8)

A analise do exsudado uretral é realizada através do exame direto e da cultura.

A. Exame Cultural

A colheita do exsudado uretral é realizada com zaragatoa em meio Amies liquido. O meio
€ destinado a colheita e transporte de amostras clinicas preservando a viabilidade do
microrganismo. E adequado para bactérias aerdbias, anaerdbias, fastidiosas, virus e
clamidias. Trata-se de meio composto de uma zaragatoa de fosfato inorganico, sais de calcio
e magnésio e cloreto de sddio num ambiente reduzido (propicio ao desenvolvimento de

bactérias anaerdbias) devido a presenga de tioglicolato de sédio. (30)

A zaragatoa € semeada em quatro quadrantes nos meios Gelose chocolate e VCAT,
quando solicitada a cultura para fungos, essa € semeada em Sabouraud. As placas de gelose
chocolate e VCAT séao incubadas a 37 °C em atmosfera enriquecida em CO,. A gelose
sabouraud é incubada a 37°C em aerobiose. As culturas sdo examinadas apos 48 horas de

incubacao.

A gelose “Chocolate + gelose PolyViteX VCAT3” € um meio seletivo para o isolamento de
N. gonorrhoeae e N. meningitidis a partir de amostras polimicrobianas. O meio € composto
por uma base nutritiva enriquecida com factores X (hemina) e V (NAD) fornecidos pela
hemoglobina e PolyViteX™. A seletividade do meio é obtida pela combinagdo de agentes
antimicrobianos e antifungicos que inibem a maioria das bactérias e leveduras, exceto as

espécies de interesse. (31)

Apds a leituras de todas as placas, as estirpes valorizadas seguem para a sua

identificacdo e antibiograma.

4.1.2.2 Exsudado Vaginal

O exame cultural do exsudado vaginal € importante para o auxilio do diagndstico e
tratamento das doengas mais recorrentes, que sdo: cervicite, vaginose bacteriana,

vulvovaginite, doenga inflamatéria pélvica e lesdes genitais. (8)

Muitas infe¢gdes do trato genital feminino tém origem em microrganismos endégenos da
flora vaginal como: os lactobacilos; difteréides; Gardnerella vaginalis; Micoplasmas;
Staphylococcus aureus; Streptococcus agalactiae; Enterococcus spp.; estreptococos alfa e

gama hemoliticos; Escherichia coli; e leveduras. Entretanto, ha agentes patdégenos que tem a
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sua entrada facilitada por fatores do hospedeiro como infe¢des primarias causadas por outros
microrganismos como: herpes simplex virus (HSV); o virus papiloma humano (HPV);
Chlamydia trachomatis; Ureaplasma urealyticum; ou ainda com infegbes especificas como

aquelas causadas pela Neisseria gonorrhoeae. (8)

A. Exame Cultural

A colheita do exsudado vaginal é realizada com zaragatoa em meio Amies liquido. A
sementeira de quatro quadrantes é realizada nos meios Gelose sangue, gelose chocolate e

VCAT. Quando solicitada a cultura para fungos, essa € semeada em Sabouraud.

A gelose sangue € um meio com uma base nutritiva & qual se adiciona sangue fresco de
ovelha para permitir analise de hemolise. As placas de gelose de sangue, gelose chocolate e

VCAT sao incubadas a 37°C em atmosfera enriquecida em COs,.

A gelose sabouraud é incubada a 37°C em aerobiose. As culturas sdo examinadas apoés
48 horas de incubacado. Apos a leituras de todas as placas as estirpes valorizadas seguem

para a sua identificacdo e antibiograma. (32)

4.1.2.3 Esperma

A cultura do esperma (espermocultura) auxilia no diagnoéstico e tratamento de doencgas
que acometem os homens como as uretrites e prostatites. Os microrganismos mais frequentes

sao: Neisseria gonorrhoeae, Enterococcus spp., Staphylococcus aureus e Enterobacterales.

(8)

A. Exame Cultural

A colheita do esperma é realizada em frasco estéril. A sementeira de quatro quadrantes é
realizada nos meios Gelose sangue, gelose chocolate e VCAT. Quando solicitada a cultura
para fungos, essa é semeada em Sabouraud. A gelose sangue e chocolate sao incubados a
37°C em atmosfera enriquecida em CO,. A gelose sabouraud é incubada a 37°C em
aerobiose. As culturas sdo examinadas apos 48 horas de incubacio. Apos a leitura de todas

as placas, as estirpes valorizadas seguem para a sua identificagdo e antibiograma. (33)
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4.1.2.4 Pesquisa de Streptococcus do Grupo B

Apods as multiplas pesquisas relacionadas a saude gestacional, a pesquisa da presenca
do Streptococcus agalactiae ou Streptococcus do grupo B apresenta-se como uma ferramenta
particularmente importante para a saude do recém-nascido. A presenca desse patdgeno é
geralmente assintomatica para a gestante, mas pode contaminar o recém-nascido no

momento do parto, o que pode gerar quadros de meningite e septicemia bacteriana (34).

Por este motivo, o rastreio em gestantes no final do periodo gestacional é necessario,

mais especificamente entre a trigésima quinta e trigésima sétima semanas. (34)

Na realidade do laboratério, a pesquisa por Streptococcus agalactiae € comumente feita

através da cultura do exsudado vaginal e retal. (34)

A. Exame Cultural

Com o objetivo de identificar Streptococcus do grupo B, é realizada a cultura do exsudado
vaginal e retal. O processo de cultura consiste em inocular as zaragatoas vaginais e retais em
um caldo de enriquecimento seletivo para Streptococcus do grupo B (GBS): o Caldo Todd
Hewitt. A composigao do caldo favorece o crescimento do Streptococcus agalactiae numa
flora polimicrobiana devido aos antibiéticos presentes no meio: acido nalidixico e colistina. O
Caldo é incubado a 37°C, em aerobiose, em estufa, durante 24 horas. No dia seguinte, o caldo
€ repassado por sementeira de quatro quadrantes em gelose Strepto B, que é o meio
cromogénio seletivo para GBS. Esse meio consiste em uma base nutritiva que combina
diferentes peptonas, trés substratos cromogénios e antibidticos. A gelose Strepto B é
incubada a 37°C, em aerobiose, em estufa, durante 24 a 48 horas. Se houver crescimento de
colonias rosa-palido a vermelhas, indicativas de Streptococcus agalactiae, seguirdo entéo
para a identificagao. (34,35,36)

4.1.3 Exsudado conjuntival/oftalmico

A colheita do exsudado conjutival/oftalmico € importante para o diagnédstico e tratamentos
de infegbes por patégenos nessa regido. Os agentes patogénicos mais frequentes séo:
Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Haemophilus influenzae, S. aureus e
Moraxella catarrhalis. Para a pesquisa desses patdégenos sdo realizados o exame direto e a
cultura. (37)
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A. Exame Direto

Para a pesquisa de patdgenos no exsudado conjutival/oftalmico, inicialmente é realizado
o exame direto. Para a realizagdo do exame direto, sdo preparados dois esfregagos e estes
devem ser posteriormente corados por coloracdo de Gram e analisados microscopicamente.

O exame direto € utilizado para auxiliar a interpretagao da cultura.

B. Exame Cultural

O exame cultural para a pesquisa de patdogenos no exsudado conjutival/oftalmico é
realizado com a colheita de uma zaragatoa em meio Amies liquido. A zaragatoa é semeada
em quatro quadrantes nos meios: gelose sangue, gelose chocolate, gelose MacConkey e em
Caldo Soja. Quando é solicitada a cultura para fungos, € semeada também em Sabouraud.
Quando solicitada cultura direcionada para Neisseria gonorrhoeae em recém-nascidos, a

zaragatoa é semeada também em VCAT. (37)

A Gelose MacConkey € um meio seletivo devido a sua composigéo de sais biliares e cristal
violeta, favorecendo o crescimento de bactérias de Gram negativo. E um meio diferencial que
distingue bactérias fermentadoras de bactérias ndo-fermentadoras. Isso se da, pois, o cristal
violeta em sua composi¢cdo evidencia a fermentagao da lactose através da viragem do
vermelho neutro, apresentando assim colonias de coloragdo rosa a vermelho para as
bactérias fermentadoras e coldnias incolores, ou coradas de bege, para bactérias nao-

fermentadoras. (38)

Sobre o caldo de soja, este € usado para cultura e isolamento de microrganismos
exigentes e ndo-exigentes. E composto de duas peptonas que permitem o crescimento de

uma variedade de germes exigentes e nao-exigentes. (39)

Apbs a sementeira, a Gelose sangue, gelose chocolate e VCAT sao incubadas em
atmosfera com 5% de CO; a 35-37°C com leitura a 48 horas e a gelose MacConkey,
Sabouraud e o caldo Soja sédo incubados em aerobiose a 35-37°C por 24 horas. A subcultura
do caldo Soja é feita apds 24h de incubagao para Gelose chocolate e incubada em atmosfera
com 5% CO; a 35-37°C com leitura apds as 48 horas. Apds as leituras de todas as placas, as

estirpes valorizadas seguem para a sua identificagéo e antibiograma. (37)
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4.1.4 Tracto Respiratério Superior

No tracto respiratério superior existe uma microflora comensal constituida por variados
microrganismos: Streptococcus mitis, Streptococcus sanguinis, Streptococcus salivaris,

espécies comensais de Neisseria, Moraxella catarrhalis e Staphylococcus spp.

coagulase negativa, dentre outros. As infegdes da laringe, nasofaringe, orofaringe, nariz, seios
paranasais e ouvido médio sao consideradas infe¢des de vias aéreas superiores e geralmente

sao causadas pelo desequilibrio entre as bactérias comensais. (8)

Para a realizagdo da pesquisa de patégenos no trato respiratorio superior € realizado

0 exame direto e cultura ou teste rapido.

A. Exame Direto

Para a realizagdo do exame direto, séo preparados dois esfregagos e estes devem ser
posteriormente corados por coloragdo de Gram para visualizagdo no microscopio. A

microscopia ira auxiliar na interpretacao da cultura.

4.1.4.1 Exsudado Orofaringeo/ amigdalino

O exsudado orofaringeo/amigdalino € util no diagnéstico e tratamento de patdgenos
nessa regido. O microrganismo classico da faringite € o Streptococcus pyogenes
(Streptococcus do grupo A). Para a pesquisa desse patdégeno é realizado o exame direto e

cultura ou o teste rapido. (8)

A. Exame Cultural

A colheita da zaragatoa para a cultura do exsudado orofaringeo/amigdalino é realizada
em meio Amies liquido. A zaragatoa é semeada em sementeira de quatro quadrantes no meio
CNA. Quando é solicitada a cultura para fungos, € semeada também em Sabouraud. Quando
solicitada cultura direcionada para Neisseria gonorrhoeae, a zaragatoa € semeada também

em gelose chocolate e VCAT.

A gelose CNA é um meio seletivo para bactérias de Gram positivo e permite a detegao de
hemdlise. Tem uma composi¢ao nutritiva composto por uma variedade de peptona que

viabiliza o crescimento de bactérias fastidiosas. (42)

A gelose chocolate, CNA e VCAT sé&o incubadas em concentracao de 5% de CO,, a 35-

37°C, com leitura apds 48h. Ja a gelose Sabouraud é incubada em atmosfera de aerobiose,
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a 35-37°C, por 48 a 72 horas. Ap6s a leitura de todas as placas, as estirpes valorizadas

seguem para a sua identificagéo e antibiograma.

B. Prova de Bacitracina

Quando a cultura do exsudado orofaringeo/amigdalino é solicitada somente para cultura
de Streptococcus pyogenes, é realizada a prova de bacitracina. Tal prova consiste em semear
em quatro quadrantes o exsudado da orofaringe em gelose de sangue e adicionar um disco
de bacitracina. A gelose de sangue € incubada por 24 a 48 horas com 5% de concentragéo
de CO,, a 35-37°C. Apos isso, é verificado o crescimento na placa com o intuito de visualizar
colénias com R-hemodlise, caracteristica do Streptococcus pyogenes, e a sensibilidade a
bacitracina. Caso seja visualizada a [3-hemdlise e a sensibilidade a bacitracina, a estirpe

valorizada segue para a sua identificagédo e antibiograma. (43)

C. Pesquisa de Strepto A

A pesquisa de Streptococcus pyogenes em amostras de orofaringe pode ser realizada
ainda pelo método de teste rapido. O teste rapido Strep A € um imunoensaio cromatografico
para a detecdo qualitativa de antigenos de estreptococos do grupo A através de anticorpos

especificos. (44)

4.1.4.2 Exsudado Nasal/ Nasofaringeo

A pesquisa de patdgenos no exsudado nasal e nasofaringeo € importante para o

diagnostico e tratamento de doengas. Principalmente causadas por bactérias e virus. (8)

A pesquisa de bactérias no exsudado nasal é frequentemente requisitada no ambito
da medicina do trabalho para a detegcdo de portadores de Staphylococcus aureus e de
Neisseria meningitidis nos trabalhadores em ambientes alimentares no intuito de prevengéo a

intoxicacao alimentar em cantinas e restaurantes.

Também é realizada no ambito hospitalar para detegdo de Staphylococcus aureus

resistente a Meticilina (MRSA) por ser causador de infegées nosocomiais. (8)

As pesquisas de virus no exsudado nasofaringeo sao frequentemente solicitadas para
a elucidacao de doencas do tracto respiratorio. Essas sdo causadas principalmente pelo virus
Influenza, o virus sincicial respiratorio (RSV) e os adenovirus, que possuem 49 sorotipos,

sendo mais comum as infegdes dos tipos 2, 3, 5 e 7. (40)

A pesquisa de patdgenos no exsudado nasal e nasofaringeo é realizada através do

exame direto e da cultura ou através de testes rapidos.
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A. Exame Cultural

O exame cultural para a pesquisa de bactérias no nariz é realizado através da colheita da
zaragatoa nasal em meio Amies liquido. A zaragatoa € semeada em quatro quadrantes nos
meios gelose sangue e gelose chocolate. Quando é solicitada a cultura para fungos, &
semeada também em Sabouraud. A gelose sangue e chocolate séo incubadas a 37°C em
atmosfera enriquecida em CO.. Ja a gelose sabouraud é incubada a 37°C em aerobiose. As
culturas sdo examinadas apoés 48 horas de incubagao. Apos a leituras de todas as placas as

estirpes valorizadas seguem para a sua identificagao e antibiograma.

B. Pesquisa de MRSA

A pesquisa de Staphylococcus aureus resistente a Meticilina é realizada através da
colheita da zaragatoa nasal em meio Amies liquido. A zaragatoa € semeada em quatro
quadrantes no meio cromogénio MRSA e incubado a 37°C em aerobiose. A placa é

examinada apo6s 24 a 48 horas de incubacéo.

Sobre o meio cromogénio MRSA, esse possui uma base rica de nutrientes que combina
diferentes peptonas. Contém ainda um substrato cromogénio de a-glucosidase e uma
combinagéo de varios antibioticos, incluindo a cefoxitina, que favorecem o crescimento do
Staphylococcus aureus resistente a Meticilina. O crescimento de coldnias azuis no meio
sugere a presenca de MRSA, sendo entado enviadas para a sua identificagéo e antibiograma.
(45)

C. Pesquisa de Influenza

A pesquisa do virus Influenza no exsudado nasofaringeo é frequentemente solicitada para

o diagnostico e tratamento de doengas do tracto respiratério. (40)

A pesquisa do virus Influenza é realizada através de teste rapido Influ A+B K-SeT. Para a
execugao desse teste, é realizada a colheita da zaragatoa nasofaringea em meio Amies

liquido.

O teste rapido Influ A+B K-SeT baseia-se no sistema de membrana homogénea com
particulas de ouro coloidal para a detegéo de antigénios das nucleoproteinas do influenza A
ou B através dos anticorpos monoclonais. A solugdo composta do conjugado e amostra entra
em contacto com a tira e migra por difusdo passiva até entrar em contacto com o anticorpo

dirigido contra as proteinas especificas de cada parte do teste. (46)
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D. Pesquisa de RSV

Dentro das pesquisas realizadas com o exsudado nasofaringeo, a pesquisa pelo virus
sincicial respiratério (RSV) é ferramenta importante para o diagndstico e tratamento de

doencas do tracto respiratorio. (40)

A pesquisa pelo RSV é realizada através de teste rapido RSV K-Set. A colheita para o

teste é feita com zaragatoa nasofaringea em meio Amies liquido

O meio de funcionamento do teste confia na reagéo entre um anticorpo monoclonal dirigido
contra um epitopo da proteina F do RSV e um outro anticorpo monoclonal dirigido contra um
segundo epitopo da proteina F conjugado com particulas de ouro coloidal. Quando o
conjugado e o material de amostra entram em contacto com o anticorpo anti-RSV, em caso
de presenga do virus, o complexo conjugado-RSV mantem-se ligado ao anticorpo anti-RSV

adsorvido na nitrocelulose formando uma linha que aparece na tira. (47)

E. Pesquisa de Adenovirus

As pesquisas pelo adenovirus no exsudado nasofaringeo sao solicitadas para o
diagnéstico e tratamento de doencas do tracto respiratério. A pesquisa € realizada através de

teste rapido Adeno Respi K-SeT. A colheita é feita com zaragatoa em meio Amies liquido.

O teste rapido Adeno Respi K-SeT baseia-se na tecnologia de membranas com
nanoparticulas de ouro coloidal. O conjugado e o material de amostra migram em tira por
difusédo passiva e entram em contacto com o anticorpo anti-Adenovirus adsorvido na tira de
nitrocelulose. Se a amostra contiver Adenovirus, o complexo conjugado-Adenovirus
permanece ligado ao anticorpo anti-Adenovirus formando uma linha que aparece na tira. A
especificidade do teste deve-se a um anticorpo monoclonal dirigido contra antigénios de

hexona especificos. (40)

4.1.4.3 Exsudado do Ouvido/ Auricular

O exame bacterioldgico do exsudado auricular € solicitado para identificacédo de
patégenos em casos de doengas infeciosas. Os agentes patogénicos mais frequentes que
geram essas infecbes sdo: Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes,
Haemophilus influenzae, S. aureus e Pseudomonas aeruginosa. (41) A pesquisa de

patdégenos no ouvido é realizada através do exame direto e da cultura.
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A. Exame Cultural

O exsudado auricular é colhido com zaragatoa em meio Amies liquido. A zaragatoa é
semeada em quatro quadrantes em gelose chocolate, gelose sangue e gelose CLED. Quando
€ solicitada a cultura para fungo, essa € semeada também em Sabouraud. As geloses
chocolate e gelose sangue sao incubadas em 5% de CO;, a 35-37°C, com leitura apds 48h.
As geloses CLED e Sabouraud sao incubadas em atmosfera de aerobiose, a 35-37°C, por
24h a 48h. Apds a leituras de todas as placas, as estirpes valorizadas seguem para a sua

identificacdo e antibiograma. (41)

4.1.5 Tracto Respiratério Inferior

As principais amostras do trato respiratério inferior recebidas no laboratério de
microbiologia sdo: expetoragdes, aspirados brénquicos e lavados bronquicos. As amostras
sdo colhidas com o intuito de auxiliar no diagnostico e tratamento de doengas do tracto
respiratorio geralmente causadas pela infegdo pelos seguintes patégenos: Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Mycobacterium spp., Mycoplasma pneumoniae e Pseudomonas

aeruginosa. (8)

As pesquisas de patdgenos em amostras do tracto respiratorio inferior sdo realizadas

através do exame direto e cultura.

A. Exame Direto

A pesquisa de patdégenos em amostras do tracto respiratério inferior é realizada
inicialmente com o exame direto. Para a realizacdo do exame direto, sao preparados dois
esfregacgos pela técnica de estiramento, devendo ser posteriormente coradas pelo método de
Gram para a microscopia. A microscopia € muito importante para avaliar a qualidade da
amostra, considerando principalmente a presenca de leucécitos, células epiteliais e o

predominio das bactérias.

Quando solicitada a pesquisa de micobactérias, sdo realizados adicionalmente mais

quatro esfregagos, corados por Auramina.

Antes da realizagdo dos esfregagos, é realizada uma descontaminagéo e concentragéao
da amostra com o kit Mycoprosafe-Salubris, seguindo o mesmo procedimento para a pesquisa
de micobactérias nas amostras de urina. No caso das amostras do trato respiratério inferior,
o kit € usado ndo somente para concentracdo ou descontaminagdo das amostras, mas

também como agente de redugéo da viscosidade da expetoragao pela presenga de NALC,
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uma substéncia redutora, que reduz as ligagdes de dissulfato das proteinas do muco. Com
isso, as amostras liquefazem-se, facilitando a sedimentagdo dos bacilos durante a

centrifugagao. (18)

B. Exame Cultural

O exame cultural para a pesquisa de patégenos em amostras do tracto respiratério inferior
é realizado através da colheita da amostra em frasco estéril. A amostra € semeada em quatro
quadrantes nos meios gelose sangue, gelose MacConkey e gelose chocolate. Quando
solicitado a cultura de micobactérias, a amostra € semeada em Lowenstein-Jensen. Quando

solicitada a pesquisa por fungos, a amostra também e semeada em gelose sabouraud.

A geloses sangue e chocolate s&o incubadas a 37°C, em atmosfera enriquecida em CO.,
A gelose MacConkey e a gelose sabouraud € incubada a 37°C, em aerobiose. As culturas sao
examinadas apos 48 horas de incubagao. Ja o meio Lowenstein-Jensen € incubado a 37 °C,
em posic¢ao inclinada, com a tampa do meio semi-enroscada, até a evaporacado do liquido.
Ap06s a evaporacédo do liquido, o tubo é novamente enroscado e permanece incubado durante
8 semanas. Os tubos sdo examinados uma a duas vezes por semana. Quando detectado
macroscopicamente o crescimento de coldnias na superficie do meio, séo feitas laminas para
a pesquisa de BAAR. Apos a leituras de todas as placas, as estirpes valorizadas seguem para

a sua identificagéo e antibiograma. (22)

4.1.6 Pele, Tecidos moles e Ossos

A pesquisa de agentes patolégicos em amostras como pele, tecidos e 0ssos visa detetar
patégenos que geram doengas infeciosas nesses tecidos. Os agentes patogénicos mais
frequentemente  encontrados s&o: Enterobacterales, @ Pseudomonas aeruginosa,

Streptococcus spp., Streptococcus pyogenes (Grupo A) e Staphylococcus aureus. (48)

Para a realizagédo da pesquisa de patégenos em amostras como pele, tecidos e ossos é

realizado o exame direto e cultura das amostras.

A. Exame Direto

Para a pesquisa de patdbgenos em amostras como pele, tecidos e 0ssos, € inicialmente
realizado o exame direto. O exame direto é preparado a partir de dois esfregagos da amostra

que sdo posteriormente corados por coloracdo de Gram.
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4.1.6.1 Feridas Superficiais

As infegdes superficiais tendem a ser mais frequentes em decorréncia da exposicao da
pele aos agentes ambientais, 0 que aumenta o risco de trauma nessas areas e facilita a
colonizagdo por agentes patogénicos. Nessas andlises, os patdégenos comumente
encontrados sao: Enterobacterales, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus spp.,

Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus e Candida spp.

A. Exame Cultural

A pesquisa de patdgenos em feridas superficiais é realizada através da cultura. A colheita
do exsudado de ferida é feita com zaragatoa em meio Amies liquido. A zaragatoa € semeada
em quatro quadrantes nos meios gelose sangue, gelose chocolate, gelose MacConkey e
gelose Chapman. Quando solicitada a cultura para fungos, a zaragatoa é também semeada

em gelose Sabouraud. (48)

A respeito da gelose Chapman, € um meio seletivo para estafilococos devido ao alto teor
de cloreto de sddio. E um meio diferencial, pois os microrganismos que fermentam o manitol

geram colonias amarelas, como é o caso do Staphylococcus aureus. (49)

A gelose sangue e a gelose chocolate sao incubadas em atmosfera com concentragao de
5% de COy, a 35-37°C, por 24 a 48 horas, e as geloses MacConkey, Chapman e Sabouraud
em atmosfera em aerobiose, a 35-37°C, por 24 a 48 horas. As leituras de todas as placas sao
feitas apos 24 a 48 horas e as estirpes valorizadas seguem para a sua identificagdo e

antibiograma. (48)

4.1.6.2 Feridas Profundas

Os tecidos moles e ossos sao mais resistentes a infegéo e s6 sdo acometidos quando
ocorre quebra das barreiras naturais como trauma ou situagio pds-operatoéria. Os principais
agentes patogénicos comumente encontrados nesses tecidos sdo: Bactérias anaerobias,
Enterobacterales, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus spp., Streptococcus pyogenes,

Staphylococcus aureus e Propionibacterium spp. (8)

A. Exame Cultural

A pesquisa de patégenos em feridas profundas é realizada através da cultura. Inicialmente
é realizada a colheita do exsudado de ferida em zaragatoa em meio Amies liquido ou em

frascos estéreis. Algumas amostras necessitam de tratamento inicial antes da realizagéo das

sementeiras por conta da natureza do material, como € o caso de alguns tecidos mais duros
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OuU 0ss0s que passam por um sistema de desbridamento com esferas no equipamento Ultra

Turrax IKA para facilitar assim a sementeira. (48,50)

A zaragatoa da ferida ou material € semeado em quatro quadrantes nos meios gelose
sangue, gelose chocolate, gelose MacConkey e colocado no caldo de soja. Quando solicitada
cultura para fungos, o material € semeado em Sabouraud. A Gelose sangue e a gelose
chocolate sdo incubadas em atmosfera com 5% de concentragdo de CO,, a 35-37°C, com
leituras apos 48 horas; e a gelose MacConkey, Sabouraud e o caldo soja sao incubados em
atmosfera em aerobiose, a 35-37°C, por 24 a 48 horas. A subcultura do caldo é feita apds 24
horas de incubagéao para a gelose sangue e incubada em atmosfera com 5% de concentragéo
de CO,, a 35-37°C, com leitura apos 48 horas. (48)

Para a cultura dos anaerdébios, a amostra € semeada em duas placas de Columbia hemina
a 5%. Uma das placas de Columbia hemina é incubada a 35-37°C em aerobiose. A outra
placa de Columbia hemina é inoculada com dois discos de antibidticos, Netilmicina e
Penicilina, para facilitar a interpretagdo. Essa placa é incubada em anaerobiose, a 35-37°C,
e, para isso, é utilizado o gerador de atmosfera GENbag anaer- BioMérieux. As leituras de
todas as placas séo feitas apos 24 a 48 horas e as estirpes valorizadas seguem para a sua

identificacdo e antibiograma. (51,52)

4.1.7 Sangue

A cultura de sangue é realizada com o intuito de diagnosticar septicemia e detetar a
presenga de bactérias (bacteremia) ou fungos (fungemia) na corrente sanguinea. O sangue &
um liquido originalmente estéril e completamente livre da presenga de microrganismos. Por
esse motivo, qualquer bacteremia ou fungemia € considerada patoldgica, desde que a colheita
tenha sido realizada assepticamente. Entretanto, ha a excecdo de bacteremias transitorias
que tendem a se resolver espontaneamente com a fagocitose das bactérias no figado ou
baco. Essas ocorrem em situagbes de cirurgias de membrana mucosa contaminada,

tratamentos odontolodgicos, broncoscopia ou cateterizagao uretral. (53)

A septicemia causa respostas inflamatdrias e metabdlicas de diversos graus. Os sinais
clinicos mais frequentes incluem febre, calafrios, indisposicdo, toxicidade, toxicidade e
choque. (53)

Os principais agentes causadores de septicemia sédo: S. aureus, S. pneumoniae,
Enterobacterales, P. aeruginosa e Candida albicans. Bactérias como Microccus spp.,
corineformes, Propionibacterium spp. e Bacillus spp., quando isoladas em somente uma das

amostras, sdo sugestivas de contaminagao. (53)
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Hemoculturas positivas devem ser considerado um valor critico e devem ser
imediatamente comunicados ao médico responsavel. Primeiramente o resultado do Gram, e

posteriormente a identificagdo acompanhada do antibiograma.

A fim de diferenciar a presenga de um real patdgeno ou uma possivel contaminagéo
de colheita, € muito importante a colheita de, ao menos, duas amostras de hemocultura (sendo
cada amostra constituida por uma garrafa de aerobiose e uma garrafa de anaerobiose) e a

colheita da ponta do cateter. (53)

4.1.7.1 Hemoculturas

As garrafas de hemocultura colhidas para a pesquisa de patdgenos no sangue devem
ser enviadas ao laboratério o quanto antes para serem introduzidas no equipamento
BacT/ALERT® (figura 8). Quando ha a presenga de microrganismos na garrafa, estes
produzem diéxido de carbono devido a metabolizagdo dos substratos existentes no meio. O
equipamento BacT/ALERT® monitora as hemoculturas e seus niveis de CO,, mudando a cor

do sensor no fundo da garrafa quando a amostra é positiva. (53,54)

Figura 8 — Equipamento BacT/ALERT® [Silvana Agra; 2023]

Se o nivel de CO2 ndo mudar significativamente ao fim de cinco dias, a amostra é
considerada negativa para bactérias, apds sete dias, € considerada negativa para fungos

leveduriformes e, apos trinta dias, negativa para fungos filamentosos. (53,54)

Apos ser considerado positivo, é realizado o exame direto e a cultura do sangue para o

isolamento do microrganismo.
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A. Exame Direto

Para o exame direto da hemocultura séo realizados dois esfregagos e estes devem ser
posteriormente corados por coloragdo de Gram para a microscopia. Inicialmente, a tampa do
frasco de hemocultura é desinfetada com alcool 70% e, em seguida, com uma agulha, retira-

se uma gota de sangue para realizar o esfregago nas laminas.

B. Exame Cultural

Para a realizacdo do exame cultural da hemocultura, a tampa da hemocultura é
desinfetada e, com uma agulha, é colocada uma gota de sangue no meio de cultura. E
realizada a sementeira de quatro quadrantes em gelose sangue se for uma hemocultura em
aerobiose. Se for uma hemocultura em anaerobiose, sdo semeadas duas placas de Columbia
hemina 5%. Uma das placas de Columbia hemina é incubada a 35-37°C em aerobiose, ja a
outra é inoculada com dois discos de antibidticos (Netilmicina e Penicilina) para facilitar a
interpretacdo. Essa placa é incubada em anaerobiose a 35-37°C, sendo, para isso, necessario
utilizar o gerador de atmosfera GENbag anaer. As leituras de todas as placas sao feitas apos

24 a 48 horas e as estirpes valorizadas seguem para a sua identificacdo e antibiograma. (51)

4.1.7.2 Ponta de cateter

Quando se deseja esclarecer se a fonte de contaminagéo do sangue é a ponta de
cateter, colhe-se a ponta de cateter juntamente com a hemocultura, para a realizacdo da
cultura. (53)

A. Exame Cultural

A colheita da ponta de cateter é realizada em frasco estéril. A sementeira é realizada pelo
método de Maki, que consiste no método de rolamento da ponta do cateter para frente em
gelose sangue. A gelose é incubada a 37°C em atmosfera enriquecida em CO.. A cultura é
examinada nas primeiras 24 horas de incubacéo e, se ndo houver crescimento, é reincubada
por mais 24 horas. Apés a leitura da placa e sua contagem, as estirpes seguem para a sua

identificagdo e antibiograma. (55)

4.1.8 Liquidos das cavidades naturais

Sao considerados liquidos cavitarios: liquido peritoneal/ascitico, liquido pleural, liquido

pericardico, liquido sinovial e liquido cefalorraquidiano (LCR).
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Os agentes microbianos mais frequentes isolados na peritonite sao: as Enterobacterales;
S. pneumoniae; Enterococos spp.; e anaerébios. No LCR, ha incidéncia de: Pneumococos;

Meningococo; Haemophilus; anaerdbios; e Cryptococcus spp. (8)

No liquido Pleural, sdo mais frequentes: Streptococcus pneumoniae; Haemophilus
influenzae; Escherichia coli; Pseudomonas aeruginosa; Klebsiella pneumoniae;

Staphylococcus aureus; e bactérias anaerobias. (56)

A pesquisa de patdégenos nos liquidos cavitarios € realizada através do exame direto e da
cultura. Também sao realizados testes para pesquisa direta no caso da pesquisa para

Cryptococcus spp. no LCR.

A. Exame Direto

O exame direto para a pesquisa de patdgenos nos liquidos cavitarios é realizado através
da colheita do liquido em frasco estéril. Sao feitos dois esfregagos do material para serem
corados por coloracdo de Gram e visualizados microscopicamente. No caso do LCR o

resultado do Gram é considerado urgente e deve ser comunicado o mais rapido possivel. (57)

B. Pesquisa de Cryptococcus neoformans

Particularmente no caso do LCR, é realizada a pesquisa de Cryptococcus neoformans
pelo método da tinta da china. O método consiste na visualizagdo da amostra em microscépio,
com a adigdo de uma gota de tinta da china, no intuito de visualizar leveduras encapsuladas

compativeis com Cryptococcus neoformans. (57)

C. Exame cultural

O exame cultural para a pesquisa de patégenos nos liquidos cavitarios € realizado através
da colheita do liquido em frasco estéril ou em garrafa de hemocultura. Quando colhido em

garrafa de hemocultura, a amostra é processa conforme ja descrito no exame de hemocultura.

Quando o liquido é colhido em frasco estéril, o liquido € semeado em quatro quadrantes
nas geloses: sangue, chocolate e MacConkey. Quando solicitada a cultura para fungos, é
também semeado em Sabouraud. O liquido € ainda inoculado no Caldo de soja. A gelose
sangue e gelose chocolate sdo incubadas em atmosfera com 5% de concentracao de CO, a
35-37°C, com leituras apds 48 horas. Ja a gelose MacConkey, o Sabouraud e o caldo soja

sdo incubados em atmosfera em aerobiose, a 35 a 37°C, por 24 a 48 horas. A subcultura do
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caldo soja é feita apds 24h de incubagdo em gelose sangue e incubada em atmosfera

com 5% de concentracdo de CO., a 35-37°C, com leitura apos as 48 horas. (40)

Para cultura dos anaerdbios, a amostra € semeada em quatro quadrantes em duas placas
de Columbia hemina 5%. Uma das placas de Columbia hemina é incubada a 35-37°C em
aerobiose. Ja a outra placa de Columbia hemina é inoculada com dois discos de antibiéticos
(Netilmicina e Penicilina) para facilitar a interpretagao. Essa placa é incubada em anaerobiose,
a 35-37°C, sendo, para isso, necessario utilizar o gerador de atmosfera GENbag anaer. da
bioMérieux. As leituras de todas as placas sao feitas ap6és 24 a 48 horas e as estirpes

valorizadas seguem para a sua identificagédo e antibiograma. (51)

41.9 Fezes

A flora bacteriana intestinal normal forma uma barreira natural contra o
desenvolvimento de organismos patogénicos. O desaparecimento desta protegéo associado
a terapia antibiotica pode conduzir a proliferagdo de microrganismos patogénicos, endégenos

ou adquiridos por via nosocomial. (58)

Para a pesquisa em laboratdrio, os microrganismos de interesse em amostra de fezes
sao principalmente: parasitas, Salmonella spp., Shigella spp., Yersinia spp, Campylobacter
spp, Helicobacter pylori, Clostridioides difficile, Adenovirus, Norovirus, Astrovirus e Rotavirus.
Quando ha um pedido médico mais alargado, a pesquisa pode ser direcionada para o

microrganismo solicitado como é o caso de Staphylococcus aureus, e E. coli O157:H7. (58)

A pesquisa destes patdgenos é realizada através de pesquisas diretas, cultura e testes

rapidos.

A. Exame Cultural

A pesquisa de patdgenos em amostras de fezes é realizada através da cultura. A colheita
das fezes é realizada em frasco estéril e semeada em quatro quadrantes nos meios:
MacConkey, XLD e Campylosel. A amostra também ¢é inoculada em caldo Rappaport. Caso
haja solicitagdo de exame micolédgico, também é feita sementeira em Sabouraud e, caso haja

pedido direto para pesquisa de Staphylococcus aureus, é feita a sementeira em Chapman.

Sobre os meios utilizados especificamente para a coprocultura, o XLD é um meio
diferencial para Salmonella e Shigella. Este é também um meio diferencial, pois os
microrganismos que possuem uma descarboxilase produzem coldnias vermelhas por

descarboxilagao da lisina, enquanto as bactérias produtoras de H,S formam colénias com
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centro preto. As espécies que fermentam um dos trés agucares do meio formam colonias
amareladas ou alaranjadas. As bactérias de Gram positivo sao inibidos devido a presenga de

desoxicolato de sodio. (59)

O meio Campylosel € um meio seletivo para Campylobacter spp., principalmente C. jejuni
e C. coli, devido a presenga de sangue ovino. A fertilidade € aumentada pelo uso de agentes
redutores, e os contaminantes bacterianos e fungicos sao inibidos com antibidticos e

antifungicos. (60)

O caldo Rappaport é utilizado para o enriquecimento de Salmonella em uma flora
polimicrobiana como as fezes. O caldo tem na sua composi¢cao peptona de caseina, extrato
de levedura, cloreto de sédio, fosfato monopotassico, fosfato dissddico, cloreto de magnésio

e verde malaquita. (61)

As placas de MacConkey, XLD, Sabouraud e o caldo Rappaport sao incubadas em
atmosfera de aerobiose, a 35-37°C, por 24 a 48 horas. O Campylosel é incubado em
atmosfera de microaerofilia, através do uso de GENbag microaer. da BioMérieux, por 48
horas, a 42°C. Apds 12 a 24 horas é realizada a subcultura do caldo Rappaport para XLD e
incuba-se em atmosfera de aerobiose a 35-37°C, por 24h a 48h. As leituras de todas as placas
sao feitas apds 48 horas e as estirpes valorizadas seguem para a sua identificagdo e
antibiograma. (58,62)

B. Pesquisa de Parasitas

Para a pesquisa de parasitas nas fezes, é realizado o exame parasitologico de fezes.
Idealmente, na colheita, tém-se trés amostras colhidas em dias ndo consecutivos, em
decorréncia da possivel ndo eliminacao de certos parasitas em uma unica amostra, pois esta

pode ser intermitente. As amostras sido colhidas em frasco estéril.

O exame parasitoldgico é realizado utilizando o método de concentragao de parasitas, o
ParasiTrap System, antes da microscopia. O método visa concentrar os parasitas em um
sedimento utilizando, para isso, técnica difasica, com uma solugdo de menor gravidade
especifica, formalina e acetato de etilo. A preparacio do fresco é realizada entre |amina e
lamela e visualizada no microscopio. Nas objetivas de 10x e 40x é possivel visualizar e

identificar ovos, cistos e larvas de helmintos. (63,64)

C. Pesquisa de Salmonella

A pesquisa direta da bactéria Salmonella spp. nas fezes é realizada através de teste

rapido. O Teste Certest Salmonella € um ensaio imunocromatografico para a detegéo
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qualitativa de Salmonella em amostras de fezes. O teste consiste em uma membrana de
nitrocelulose pré-revestida com anticorpos policlonais contra Salmonella. Se a amostra for
positiva, os antigénios da amostra diluida reagem com o complexo conjugado de cor vermelha
e os anticorpos capturam o conjugado colorido, deixando assim uma linha vermelha visivel na
linha teste. (65)

D. Pesquisa de Clostridioides difficile

Afirma-se que C. difficile € o principal agente etioldgico das colites pseudomembranosas
(CPM) associadas a administragdo de antibioticos. As estirpes toxigénicas produzem uma
enterotoxina (a toxina A), sendo esta um bom marcador da presenga desta bactéria. (66)

A patogénese do C. difficile esta relacionada com a sua capacidade de formar esporos e
libertar a toxina A (enterotoxina) e toxina B (citotoxina). A produgéo das toxinas estimula a
producado de fator de necrose tumoral e 0 aumento da permeabilidade vascular. O intenso
processo inflamatério resulta na destruigcdo da lamina prépria intestinal, impedindo a absorgéo
de nutrientes. (66,67)

O C. difficile produz, em quantidade muito superior as outras toxinas, a GDH, uma enzima
da parede celular. (68)
Para a pesquisa da enzima e das toxinas do C. difficile, é utilizado um teste rapido. O teste

usado no laboratério € o teste Toxin/GDH Eco teste (figura 9).

Figura 9 — Pesquisa de C. difficile [Silvana Agra; 2023]

E um teste imunocromatografico em membrana que utiliza anticorpos monoclonais
especificos do glutamato desidrogenase (GDH) e das toxinas A e B do C. difficile para a

detecado do antigénio e das toxinas. (68)
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E. Pesquisa de Crypto e Giardia

O Cryptosporidium e a Giardia sao parasitas encontrados na agua que causam doenga
intestinal, sendo a diarreia o principal sintoma. O Cryptosporidium parvum causa diarreia
aquosa, codlicas, perda de peso, nausea e febre. A Giardia intestinalis, também conhecida
como Giardia lamblia ou Giardia duodenalis, causa diarreia, fezes moles e aquosas, cdlica

estomacal e dores de estdbmago. (69)

Para o diagndstico presuntivo de criptosporidiose, e/ou giardiase, é utilizado o teste
CerTest Cryptot+Giardia. O imunoensaio cromatografico deteta qualitativamente o
Cryptosporidium e Giardia em amostras de fezes, de forma simulténea. Faz isso devido aos
anticorpos monoclonais de camundongo anti- Cryptosporidium conjugado com latex de
poliestireno vermelho na tira de diagnéstico Crypto, e na tira designada para Giardia ha
anticorpos monoclonais de camundongo anti-Giardia conjugado com latex de poliestireno
vermelho. A amostra flui através da membrana por agao capilar e, se a amostra for positiva
para os pesquisados, os antigenos da amostra diluida v&ao reagir com o complexo conjugado

de cor vermelha apresentando uma linha vermelha de positividade para o item. (69)

F. Pesquisa de Helicobacter pylori

Helicobacter pylori € uma bactéria em forma de espiral encontrada na camada mucosa
gastrica, ou aderida ao revestimento epitelial do estdmago. Seu diagndstico € importante nas

doencas gastrointestinais como a: gastrite, Ulcera péptica e carcinoma gastrico. (70)

A pesquisa do Helicobacter pylori é realizada através de teste rapido. O CerTest H.pylori é
um ensaio imunocromatografico qualitativo para a determinagdo de Helicobacter pylori em
amostras de fezes. Quando a amostra é positiva, os antigenos da amostra diluida reagem
com o complexo conjugado de cor vermelha na tira teste, constituida de anticorpos
monoclonais (anti-Helicobacter pylori) e microesferas de poliestireno vermelho. Formando a

linha vermelha no teste, que indica o resultado positivo. (70)

G. Pesquisa de Rotavirus

O Rotavirus é o principal agente causador da gastroenterite grave em bebés, criangas
pequenas e adultos. Os principais sintomas da gastroenterite viral sdo: diarreia aquosa,

vomitos, dor de cabeca, febre e dor de estbmago. Os sintomas duram em torno de 3 dias. (71)

A pesquisa de Rotavirus nas fezes é realizada através de teste rapido. O CerTest Rotavirus

€ um ensaio imunocromatografico qualitativo para a determinagao de Rotavirus em amostra
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de fezes. Quando a amostra é positiva, os antigenos da amostra diluida reagem com o
complexo conjugado de cor vermelha na tira teste, constituida de anticorpos monoclonais (o
anti-Rotavirus) e microesferas de poliestireno vermelho. Essa reagéo forma a linha vermelha

na tira que indica estar positivo. (71)

H. Pesquisa de Adenovirus

O Adenovirus é um dos principais virus causadores de gastroenterite grave em bebés,
criangas pequenas e adultos. Os principais sintomas da gastroenterite viral sao: diarreia
aquosa, vomitos, dor de cabeca, febre e dor de estbmago. Os sintomas duram em torno de 5
a 8 dias. (72)

A pesquisa de Adenovirus nas fezes é realizada através de teste rapido. O CerTest
Adenovirus € um ensaio imunocromatografico qualitativo para a determinagao de Adenovirus
em amostra de fezes. Quando a amostra é positiva, os antigenos da amostra diluida reagem
com o complexo conjugado de cor vermelha na tira teste, constituida de anticorpos
monoclonais (o anti- Adenovirus) e microesferas de poliestireno vermelho. Essa reagao forma

a linha vermelha na tira que indica estar positivo. (72)

I. Pesquisa de Astrovirus

O Astrovirus é outro virus causador de gastroenterite grave em bebés, criangas pequenas
e adultos. Os principais sintomas da gastroenterite viral sdo: diarréia aquosa, vomitos, dor de

cabeca, febre e dor de estémago. Os sintomas duram em torno de 3 dias. (73)

A pesquisa por Astrovirus nas fezes é realizada através de teste rapido. O CerTest
Astrovirus € um ensaio imunocromatografico qualitativo para a determinagdo de Astrovirus
em amostra de fezes. Quando a amostra é positiva, os antigenos da amostra diluida reagem
com o complexo conjugado de cor vermelha na tira teste, constituida de anticorpos
monoclonais, o anti- Astrovirus e microesferas de poliestireno vermelho. Formando a linha

vermelha no teste, que indica a positividade. (73)

J. Pesquisa de Norovirus

O diagnéstico do Norovirus € importante devido a sua etiologia da gastroenterite epidémica
em alguns paises, incluindo surtos de origem alimentar. Os norovirus pertencem a familia
Caliciviridae e podem ser agrupados em cinco genogrupos (Gl a GV), que sao divididos em

pelo menos 34 gendtipos. Gendtipos Gl, Gll e GIV infetam humanos, causando gastroenterite,
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enquanto Glll e GV normalmente infetam animais. Os principais sintomas no ser humano sao

vomitos, diarreia aquosa e célicas abdominais. (74)

A pesquisa de Norovirus nas fezes é realizada através de teste rapido. O CerTest Norovirus
€ um imunoensaio cromatografico colorido para a detegao qualitativa do genogrupo | e Il do
Norovirus em amostras de fezes. Quando a amostra € positiva, os antigenos da amostra
diluida reagem com o complexo conjugado de cor vermelha na tira teste constituida de
anticorpos monoclonais (o anti-Norovirus, genogrupo | e Il) e microesferas de poliestireno

vermelho. Formando a linha vermelha no teste, que indica a positividade. (74)

4.1.10 Zaragatoa retal

A colheita de zaragatoa retal é importante para o diagnéstico e tratamento de bactérias
multirresistentes que podem ser responsaveis por infecbes nosocomiais, principalmente as
Enterobacterales produtoras de ESBL (B-lactamase de espectro alargado) e as

Carbapenemases.

As ESBL, beta-lactamase de espectro estendido, sdo um grupo de enzimas de
codificagao plasmidial, derivadas das B-lactamases classicas (TEM e SHV). Essas séo
capazes de hidrolisar as amino e openicilinas, cefalosporinas (exceto as cefamicinas) e os
monobactans. Entretanto, ndo hidrolisam os carbapenens, pois a ag¢ao hidrolitica destas
enzimas é bloqueada pelos inibidores de B-lactamase (acido clavuléanico, sulbactam e
tazobactam). (75)

Carbapenemases sao, por definicdo, beta-lactamases com capacidade de hidrolisar

antibidticos carbapenémicos, como o imipenem ou meropenem. (76)

A detecao de portadores de Enterobacterales produtoras de ESBL e Carbapenemases
sdo particularmente importantes para a prevencdo e monitorizagdo epidemiolégica destas
infegdes no ambiente hospitalar, fazendo-se necessaria a triagem dos pacientes na admisséo

e readmissao hospitalar, alargado para todos aqueles identificados com fatores de risco. (77)

A pesquisa das bactérias multirresistentes em zaragatoa retal € realizada através da

pesquisa de ESBL e a pesquisa de Carbapenemases.

A. Pesquisa de ESBL

A pesquisa de ESBL é realizada através da colheita da zaragatoa retal em meio liquido

Amies. A zaragatoa € semeada em CHROMID ESBL por sementeira de quatro quadrantes e
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incubada em atmosfera em aerobiose, a 35-37°C, por 24 a 48 horas. Apds a leitura da placa,

a estirpe valorizada segue para a sua identificagéo e antibiograma.

Sobre o CHROMID ESBL, é um meio cromogénio seletivo para a triagem de
Enterobacterales produtoras de B—lactamases de espectro estendido. Possui uma base
nutritiva rica composta de varias peptonas e antibiéticos que tornam o meio seletivo. Dois
substratos cromogénicos e um substrato natural permitem a identificagdo direta das
Enterobacterales produtoras de ESBL. A Escherichia coli apresenta uma coloracdo rosa a
bordd; as Enterobacterales, Klebsiella, Enterobacter, Serratia e Citrobacter coloragéo
espontanea verde, verde acastanhado ou azul; e o Proteus e a Morganella coloragao castanha

escura a castanha claro. (78)

B. Pesquisa de Carbapenemases

A pesquisa de Carbapenemases € realizada através da colheita da zaragatoa retal em
meio liquido Amies. A zaragatoa € semeada em CHROMID Carba por sementeira de quatro
quadrantes e incubada em atmosfera em aerobiose, a 35-37°C, por 24 horas. Apds a leitura

da placa, a estirpe valorizada segue para a sua identificagéo e antibiograma.

Sobre o CHROMID Carba, € um meio cromogénio seletivo e diferencial para a
identificagdo presuntiva de Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae, produtoras de
carbapenemases. Possui uma base nutritiva rica composta de varias peptonas e antibiéticos
que tornam o meio seletivo. As espécies sdo distinguidas pela cor da coldnia, sendo que as
colénias presumiveis de E. coli produtoras de carbapenemases aparecem de rosa a bordd e
as de K. pneumoniae produtoras de carbapenemases (KPC) aparecem azul-esverdeadas ou

azul-acinzentadas. (76)

4.1.11 Pele, cabelo e unhas

As micoses superficiais sdo infegbes produzidas por fungos que podem afetar as
unhas, pele e cabelo. Os agentes etiolégicos mais frequentemente isolados dos tecidos
queratinosos cabelo, pele e unhas sdo os dermatofitos, um grupo de fungos ao qual

pertencem os géneros Epidermophyton spp., Microsporum spp. e Trichophyton spp. (79)

A pesquisa de fungos dermatoéfitos em amostras de pele, unha e cabelo é realizada

através do exame direto e da cultura.

Para a realizacdo do exame direto, a depender da consisténcia das amostras, pode
ser necessario tratamento prévio. As amostras espessas, queratinizadas, viscosas ou opacas

requerem a digestdo com KOH a 20% de concentragao, proporcionando indice de refragéo

67



otimo para evidenciar o fungo na microscopia. Os componentes proteicos das células
hospedeiras sédo digeridos parcialmente, deixando a célula fungica intacta e mais visivel.
Hifas, leveduras e parasitas resistem a digestao do KOH e podem ser observadas nitidamente

contra um fundo homogéneo. (80)

A identificagédo de fungos é facilitada pelo uso de coloragdes especiais. As coloragdes
de Gram e Giemsa sao utilizadas para evidenciar o fungo, que aparece corados, ou
parcialmente corado, em roxo. O corante Azul de algodao é composto de lactofenol, em que
o fenol atua como fluido de montagem, agindo com efeito citotdxico, precipitando proteinas
celulares e inativando sistemas enzimaticos essenciais. O acido latico preserva as estruturas
fungicas impedindo que ocorra plasmodlise e o azul de algoddao atua como um corante

diferencial para quitina e celulose. (80)

A. Exame Direto

A pesquisa de fungos dermatdfitos inicia-se com o exame direto. Para o exame direto sédo

realizados dois esfregagos e estes devem ser posteriormente corados por coloragao de Gram.

Para a realizagdo do exame direto, € necessario transferir o0 material raspado para uma
lamina de microscopia, acrescentar de uma a duas gotas de KOH 20% e cobrir com uma
lamela. Apds isso, deve-se passar suavemente a lamina na chama para facilitar a clarificagéo
e aguardar por vinte minutos. Nesse ponto, é feita inspegdo em microscopio em busca de

estruturas fungicas, com objetivas de 10 e 40x em baixa luminosidade. (80)

Em fungos ja cultivados: em fungos leveduriformes retira-se uma porgao da colénia com
ansa e, em caso das estruturas macroscépicas de fungos filamentosos, retira-se uma parte
da colénia de bolor, de preferéncia da periferia da coldnia. Coloca-se 1 gota de lactofenol
entre lamina e lamela e observa-se em microscopio com o intuito de visualizar caracteristicas
microscopias especificas que ajudem na identificagdo, juntamente com as caracteristicas

macroscopicas das colonias. (80)

B. Exame cultural

O exame cultural de amostras como unhas, escamas de pele ou cabelo é realizado através
da sementeira nos meios de cultura Sabouraud e Mycoline. O Mycoline € um meio seletivo
dos fungos dermatdfitos a partir de colheitas polimicrobianas. (81)

O Sabouraud é incubado em atmosfera de aerobiose, de 35 a 37°C, por 48 a 72 horas, e
o Mycoline é incubado em atmosfera de aerobiose, de 25 a 27°C, por 30 dias. Quando ha

crescimento, as colonias seguem para identificacao e possivel antifungigrama. (81,82)

68



4.1.12 Identificagcao de Microrganismos

Ap06s o processamento dos diferentes tipos de amostras, é realizada a valorizagao dos
resultados obtidos através da analise do crescimento das placas, juntamente com a
microscopia dos frescos e das laminas. Os microrganismos de interesse isolados seguem

para a identificagao.

A identificagéo é realizada no Microflex LT - Bruker (figura 10) que consiste em um
sistema de identificagdo microbiana que utiliza a tecnologia de espectrometria de massa de
tempo de voo de ionizagado por dessorcdo a laser assistida por matriz, MALDI-TOF MS. O
isolamento é feito direto da gelose, onde uma pequena porgéo da coldénia é colocada num
“biotarget’ (uma placa alvo de ago) e é aplicada uma solugdo matriz de acido-ciano-4-
hidroxicinamico (CHCA) ao in6culo. Apds a secagem completa ao ar, a placa é carregada no
equipamento. No interior do espectrometro de massa, a amostra € sujeita a multiplos disparos
de laser, a matriz absorve a luz do laser e, juntamente com a amostra, fragmenta-se,
adquirindo carga elétrica neste processo (ionizagéo). Os campos elétricos vao guiar ides para
o tubo de vacuo, fazendo a sua separacao por peso e tempo de voo, processo em que as

moléculas menores vao se deslocar mais rapidamente que as maiores. (83,84)

Figura 10 — Equipamento Microflex - Bruker. [Silvana Agra; 2023]
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Os resultados sao exibidos sob a forma de uma série de linhas ou picos (os espectros),
os quais vao corresponder aos diferentes fragmentos que se separaram das moléculas
originais da amostra. Ao analisar os padrées de fragmentos, € possivel deduzir a estrutura
das moléculas. Os espectros da amostra sdo comparados com a base de dados de espectros
de uma biblioteca de referéncia, usando um algoritmo bioestatistico, dando origem a uma
pontuagéao entre 0,000 e 3,000. Quanto maior a pontuagao, maior o grau de semelhanga entre
o padrao da lista de picos desconhecidos e a lista de picos do banco de dados da biblioteca

de referéncia. (84)

As identificagbes também podem ser realizadas no Vitek 2 - Biomerieux (figura 11),
quando necessita-se confirmar alguma identificagdo, ou quando ndo se consegue obter a
identificagdo no Microflex. A identificagdo € realizada através da leitura continua do
crescimento microbiano na presenga de certas substancias. O aparelho deteta a atividade
metabdlica e enzimatica dos microrganismos dentro dos pogos das cartas. As leituras séo
realizadas por dois métodos oticos diferentes: fluorescéncia 6tica e a transmitancia otica.
(85,86)

Figura 11 — Equipamento Vitek 2 — Biomerieux. [Silvana Agra; 2023]

A identificacdo no Vitek inicia-se com a preparagao de uma suspensdo. Essa suspensio
€ preparada adicionando uma pequena quantidade do microrganismo de interesse a 3,0mL
de solucdo salina estéril. Posteriormente, é verificada no subcomponente do Vitek, chamado
DensiCHEK 2, se a turvacdo da suspensao esta dentro da escala de McFarland necessaria.

Para uma suspensao bacteriana, é necessaria uma escala de 0,5 a 0,625 McFarland e, para
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uma suspensao de fungos, 1,8 - 2,2 McFarland. Depois, a suspensao € colocada na cassete
de outro componente do Vitek: a Smart Carrier Station, onde a suspensao sera associada a
respetiva carta de identificagdo de acordo com a classe do microrganismo. As cartas utilizadas
sdo: as cartas para bactérias de Gram negativo (Carta GN); cartas para identificagdo de
bactérias de Gram positivo (Carta GP); cartas para identificagdo de microrganismos
fastidiosos, como Neisseria spp., € Haemophilus spp. (Carta NH); cartas para bactérias

anaerobias (Carta ANC); e carta para identificagdo de leveduras (Carta YST). (86)

4.1.13 Teste de Suscetibilidade Antimicrobiana

Ap6s a identificagao dos microrganismos, os mesmos seguem para a realizagao do teste
de suscetibilidade antimicrobiana (TSA). O TSA é muito importante no tratamento dos

processos infeciosos, pois determina a antibioticoterapia que devera ser utilizada.

O TSA determina a CMI (concentragcdo minima inibitéria), indicando se o microrganismo
€ suscetivel, suscetivel com aumento de exposicéo ou resistente a cada um dos antibiéticos
testados, baseando se nas normas EUCAST. E possivel também, identificar padrées de
resisténcia bacteriana como MRSA, ESBL ou KPC. A CMI é obtida através de um teste de
diluigdo, podendo indicar ao médico a real concentragdo de um agente antimicrobiano

necessaria para inibir o organismo infetante. (86)

Os TSA sao realizados de forma automatizada no aparelho MicroScan WalkAway -
Beckman Coulter (Figura 12), através de painéis de microtitulagdo impregnados com
substratos e antibidticos desidratados. Com o uso de um leitor fotométrico, o aparelho realiza

leituras colorimétricas/turbidimétricas.
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Figura 12 - Equipamento MicroScan WalkAway - Beckman Coulter. [Silvana Agra;
2023]

A preparagao do painel de microtitulagéo para o MicroScan WalkAway se inicia com a
preparacdo da suspensao microbiana. Essa é feita com um inoculador, em que se toma uma
ou duas colonias de cultura prévia e se introduz no diluidor. Apds isso, mistura-se
delicadamente e despeja-se o conteudo do diluidor na placa de in6culo sem fazer bolhas, até
que cubra toda a placa. Depois utiliza-se o Dispensador MicroScan para transferir o indculo

para o painel que entrara no aparelho. No aparelho, o painel é incubado a 35°C.

Existem dois tipos de painel e sdo utilizados de acordo com o tipo de isolado, para
bactérias de Gram positivo, utiliza-se o painel POS MIC 33, e para bactérias de Gram
negativo, utiliza-se o painel NEG MDR MIC 1. Apés finalizados, os painéis sao retirados do
WalkAway e é realizada a leitura das sensibilidades de cada pogo pelo especialista. Os painéis
também podem ser lidos no MicroScan autoScan 4 que é utilizado para uma leitura
automatizada, sendo este um leitor mais sensivel. Este é utilizado principalmente nos casos
onde se apresentam bolhas, ou possuem indculo insuficiente para ser processado no
WalkAway. (87,88)

Os antibiogramas também podem ser realizados no VITEK. Sao realizados no VITEK
os antibiogramas que nao foram possiveis de serem realizados no MicroScan WalkAway, ou
como forma de confirmagao de resultados obtidos no mesmo. O principio do antibiograma do

VITEK, se baseia na determinagéo da concentragdo minima inibitéria (CMI) através de uma
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escala de diluigdes crescentes. A interpretacdo da CMI em categorias de sensibilidade é

realizada seguindo os critérios dos comités internacionais.

Para realizar o antibiograma no VITEK, prepara-se uma suspensao bacteriana com
uma densidade de 0,5 a 0,625 Macfarland. Coloca-se o tubo na cassete, com ou sem carta
de identificagao, e, na posigéo adjacente, um outro tubo vazio com a carta de antibiograma.
Neste tubo, o VITEK preparara automaticamente o in6culo por diluicdo a partir da suspenséao

inicial. E, por fim, a cassete é introduzida no VITEK. (86)

As cartas utilizadas pelo laboratério sdo: AST-N426 para Enterobacterales isoladas
de urinas; AST-N373 para Enterobacterales isoladas de outros produtos; AST-P648 para
cocos de Gram positivo (Staphylococcus spp.); AST-STO3 para Strepotococcus pneumoniae;
Streptococcus beta hemoliticos e Streptococcus viridans.; e AST-P586 para cocos de Gram
positivo (Enterococcus spp.). (89,90.91,92,93)

Em alguns casos, quando nao é possivel obter resultados no MicroScan WalkAway ou
no VITEK 2, pois alguns microrganismos sao fastidiosos, padronizou-se a realizagdo manual
de alguns antibiogramas. Os antibiogramas manuais sao realizados pelo método de difusao

em disco, ou meétodo de Kirby-Bauer.

Para esse método, inicialmente é realizada, com a bactéria de interesse, uma solucéo
com concentracao de 0,5 na escala de McFarland. A solucéo é posteriormente semeada em
meio gelose Mueller Hinton de forma uniforme, quatro vezes em sentidos diferentes com uma
zaragatoa. Coloca-se os discos de antibidticos, ou tira de ETEST, de acordo com o que é
preconizado para aquela bactéria pelos critérios do EUCAST. Incuba-se a placa a 37 °C,
durante 24 horas. Depois é realizada a leitura dos halos e atribuida a sensibilidade a aquele
antibiotico.

O ETEST € uma tira impregnada com um gradiente de antibiético, o que torna possivel
determinar a CMI pela linha de intersecgdo do crescimento bacteriano com a escala na

respetiva tira.

Sobre o meio de cultura utilizado para testes de suscetibilidade antimicrobiana, o Agar
Mueller Hinton é o meio utilizado por sua composicéo possibilitar o crescimento de bactérias
nao exigentes. Garantindo assim uma minima interferéncia dos constituintes da formula no
resultado da suscetibilidade antimicrobiana. A concentracdo de ides divalentes na gelose
garante a determinacdo ideal da sensibilidade dos antibiéticos que possuem atividade
dependente de catides. A baixa concentragdo de timina-timidina (inibidores sulfonamidas)
restringe o crescimento ao redor dos discos, permitindo uma medi¢gdo mais precisa das zonas
de inibigdo. (94)
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Sao exemplos de TSA realizados manualmente: para Stenotrophomonas maltophilia,

Acinetobacter spp., bacilos de Gram negativo nao fermentadores e Burkholderia cepacea.

Alguns TSA necessitam utilizar outros meios de cultura, em substituicio ao Agar
Mueller Hinton, para a sua realiza¢do, de acordo com a necessidade do microrganismo. Para
o TSA das Neisseria gonorrhoeae e Neisseria meningitidis, faz-se a substituicdo do Agar
Mueller Hinton por gelose Chocolate. Para bactérias fastidiosas, faz-se a substituicao do Agar
Mueller Hinton por “Mueller Hinton agar + 5% horse blood + 20 mg/l 3-NAD”, principalmente
utilizado para Campylobacter jejuni e Campylobacter coli, Moraxella catarrhalis, Streptococcus

pneumoniae, Corynebacterium spp., Aerococcus urinae € Haemophilus spp.

Sobre o “Mueller Hinton agar + 5% horse blood + 20 mg/l B-NAD”, este possui uma
composigdo que permite o crescimento de bactérias fastidiosas e garante a minima
interferéncia dos constituintes da férmula no resultado de suscetibilidade antimicrobiana.
Possui em sua composi¢cao peptona de caseina, extrato de carne, amido de batata, sangue
de cavalo e 3-NAD. (95)

Além da realizagédo dos testes de suscetibilidade antimicrobiana, que determinam a
sensibilidade das bactérias aos antibiéticos, também é realizado o antifungigrama para a

determinacéo da suscetibilidade dos fungos aos antifungicos.

O antifungigrama é realizado com o kit Fungitest da Bio-Rad, em que se avalia o
crescimento dos fungos leveduriformes diante de seis agentes antifungicos: Flucitosina,
Anfotericina B, Fluconazol, Itraconazol, Cetoconazol e Miconazol. A determinagcdo do
crescimento se baseia na reducdo do indicador de coloragédo, que modifica 0 meio de azul
para rosa. Azul quando ndo ha crescimento (levedura sensivel ao antifungico) e rosa quando

ha crescimento (levedura resistente ao antifungico). (96)

A realizagdo do antifungigrama consiste na preparagdo de uma suspenséo da
levedura. Sao suspensas duas colénias da levedura em estudo em 3mL de agua destilada
estéril, visando alcangar uma concentragédo de 1 na escala McFarland. Feito isso, dilui-se 100
ML deste in6culo em 1.9 mL de agua destilada estéril. Retira-se dai 20 yL dessa solug¢ao para
se introduzir no meio de suspensao fornecido com o kit. Apds isso, distribui-se 100 yL desta

suspensao em cada poc¢o da microplaca e cobre-se a com a pelicula adesiva.

A incubagao para as leveduras é feita a 37°C durante 48h e para C. neoformans a

32°C durante 72h. Apds esse periodo é possivel realizar a leitura para obter o resultado.

Quando o pogo possui a coloragao azul significa que nao ha crescimento, logo a estirpe
é inibida pelo agente antifungico in vitro. Quando se obtém a cor rosa/azul é porque existe um
crescimento reduzido, logo a estirpe € intermédia. Ja quando o pogo esta rosa significa que

houve crescimento, logo a estirpe n&o é inibida pelo agente antifungico in vitro. (97)
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4.2 Setor de Bioquimica

O presente capitulo descreve as principais determinagbes analiticas da area de
bioquimica. Essa area realiza o estudo das fungbes do nosso organismo e as suas

alteragdes, auxiliando na prevencgao, diagnostico e tratamento de diversas patologias.

O setor de bioquimica do laboratério UNILABS possui os principais doseamentos
realizados no setor Core, e algumas outras analises mais complexas sao realizadas no

setor de técnicas especiais.

Inicialmente, na triagem, as amostras do setor de bioquimica passam por um pré-
tratamento, onde sdo novamente centrifugadas quando oriundas de postos. Além disso,
as amostras sdo analisadas visualmente para a detegdo de algum tipo de critério de
rejeicao ou outro fator que influencie nos parametros bioquimicos, como: amostras

hemolisadas, com fibrina ou pouco volume.

Apoés isso, as amostras sao distribuidas automaticamente pelo equipamento
AUTOMATE 2550- Beckman Coulter (figura 13), onde as amostras sdo colocadas em
suportes distintos de acordo com o equipamento em que vao ser realizadas as analises.
A distribuigao é feita de acordo com o tipo de amostra: soro, urina, ou conforme a urgéncia

da analise.

Figura 13 - Equipamento AutoMate 2550 - Beckman Coulter. [Silvana Agra; 2023]
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4.2.1 Atellica Solution

No setor Core, grande parte das analises sao realizadas no equipamento Atellica
Solution Siemens (Figura 14), que é composto pelos médulos Atellica Magline Transport,
Atellica Sample Handler (SH); Atellica Chemistry Analyzer (CH) 930; e Atellica

Immunoassay Analyzer (IM) 1600.

Figura 14 - Equipamento Atellica Solution 1600(Siemens Healthineers) [Silvana Agra;
2023]
O Core Laboratorial € composto por trés linhas de processamento de amostras, e cada
uma das linhas de processamento esta acoplado um Atellica Sample Handler, que faz a
gestado das amostras, das calibragdes e controlos. Conta com um Interface primario do

utilizador, que é o ponto de controlo do sistema. (56)
A seguir descrevo os equipamentos que compdem essas linhas:

O Atellica Magline Transport é o responsavel pelo transporte das amostras entre o
Sample Handler e os analisadores. Apesar das transportadoras moverem um tubo por
vez, elas sdo dotadas de duas posi¢coes para tubos, o que permite um transporte
bidirecional para aumentar a eficiéncia do processo. Assim, um brago robético pode
colocar um novo tubo em transporte ao mesmo tempo em que move o tubo que completou

a aspiragao. (98)

O Atellica® Sample Handler (SH) faz a gest&o das amostras e a gestéo das calibragdes
e controlos, o que permite fazer os controlos de qualidade e as calibragdes automaticas.
Utiliza um brago robético que é capaz de pegar num tubo de amostra da gaveta e coloca-

lo na transportadora do Atellica Magline Transport. Quando a aspiragéo € concluida pelo

76



modulo de analise, o tubo retorna para a gaveta do Sample Handler. A gaveta possui uma
série de oito cAmaras iluminadas que sédo capazes de fotografar a gaveta para determinar
as caracteristicas da rack e do recipiente da amostra. Com isso, verifica a presenga ou
auséncia de tampa nos recipientes, o ponto central dos recipientes de amostra, bem

como, a sua altura e didmetro.

As informagdes obtidas pelas camaras da gaveta do Sample Handler sao confirmadas
através do sistema de caracterizacdo dos tubos, dotado de trés outras camaras. Com
elas, o sistema é capaz de ler os codigos de barras das amostras no momento em que o
brago robodtico do Atellica Magline Transport coloca as amostras na transportadora. O
Sample Handler possui ainda uma area de armazenamento mantida entre 2 a 8°C onde

os calibradores e controlos sdo armazenados. (98)

O CentraLink é um sistema de gestao de dados clinicos que faz a interface entre os

resultados do controlo de qualidade e das amostras. (98)

O Atellica Chemistry Analyzer (CH) 930 é um analisador de quimica clinica que usa
testes fotométricos e testes de potenciometria para alcancar seus resultados. Os testes
fotométricos usam uma fonte de luz e um conjunto de detegéo, enquanto os testes de
potenciometria usam uma tecnologia multisensor integrada (IMT) para testes de
eletrdlitos. (99)

A respeito da fotometria do Atellica Chemistry Analyzer, o equipamento possui um
fotdbmetro que consiste de uma fonte de luz e um conjunto de dete¢ao montados no anel
de reagao. Este fotdmetro mede a absorbancia da luz das amostras a medida que elas

passam entre a fonte de luz e o conjunto de detegéo.

As absorbancias sdo entdo convertidas em resultados que séo relatados no sistema.
Quanto maior a quantidade da substancia analisada na amostra, que é atravessada pela
luz emitida, maior sera a quantidade de luz absorvida. Sendo assim, a quantidade de luz
absorvida esta diretamente relacionada com a concentragdo da substancia, sendo

possivel de prever de acordo com a Lei de Lambert-Beer. (100)

A respeito da potenciometria do Atellica Chemistry Analyzer, o sistema de Tecnologia
de Multisensor Integrada (IMT) usa potenciometria indireta através do multisensor
integrado A-LYTE para determinar a concentragdo dos ides de sédio, potassio e cloreto
na amostra do paciente. O multisensor é composto por quatro elétrodos: trés elétrodos

seletivos de I6es (ISE) para sédio, cloreto e potassio, e um elétrodo de referéncia. (101)

Uma amostra diluida é posicionada no sensor e os ides Na+, K+ e Cl- estabelecem
um equilibrio com a superficie do elétrodo. E gerado um potencial proporcional ao

logaritmo da atividade do analito na amostra. O potencial elétrico gerado numa amostra
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€ comparado ao potencial elétrico gerado numa solugdo padrdo, sendo que a

concentragao dos ides pretendidos é calculada através da equagéo de Nernst (101)

O sistema usa um algoritmo para converter as diferengas de potencial em

concentragdes de ides e, assim, reportar o valor. (99)

O Atellica Immunoassay Analyzer (IM) 1600 é um sistema automatizado de
imunoensaio que mede a quantidade de luz emitida durante a reagdo quimioluminescente
desencadeada pela alteracédo de pH. Essa alteracdo da-se em decorréncia da adicdo de

um acido e uma base no final da reagao. (102,103)

O IM utiliza a tecnologia avangada de éster de acridinio (AE). A molécula de AE é
composta por trés partes: um sistema de anel triciclico de acridinio, um éster
dimetilfendlico e um N- éster hidroxisuccinimidil (NHS). O anel de acridinio, com seu
nitrogénio quaternario, é responsavel pela reagdo de quimioluminescéncia. A conjugagao
é efectuada através do éster NHS. Os dois grupos metila que flanqueiam o éster fendlico
fornecem protecdo estérica melhorando assim a estabilidade quimioluminescente.
(102,103)

Os analisadores sdo capazes de realizar o doseamento em diferentes tipos de
amostras como: soro, plasma, liquidos bioldgicos e urinas. Tais doseamentos permitem
o estudo das fungdes de determinados 6rgéos através de marcadores especificos,

auxiliando o diagndstico de diversas patologias. (99)

4.2.1.1 Metabolismo dos Glicidos

Os glucidos, as proteinas e os lipidos sao as principais formas de obtengédo de energia
pelo organismo, através da oxidagdo dessas moléculas organicas complexas. Sendo os

glucidos a principal fonte para o cérebro, eritrécitos e retina. (104)

A. Glicose

A glicose é um hidrato de carbono e a principal fonte de energia celular. A determinagéo
da glucose é feita para o diagndstico e tratamento de disturbios do metabolismo de hidratos
de carbono como: diabetes mellitus, hipoglicemia neonatal, hipoglicemia idiopatica e

sobredosagem de insulina. (105)

O teste é realizado no Atellica Chemistry Analyzer e sao utilizados como amostra: soro,
liquido cefalorraquidiano, plasma (heparina de litio, EDTA com potassio, fluoreto de

sodio/oxalato de potassio) e urina. O teste baseia-se no ensaio de Slein, através da reagao
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enzimatica da hexoquinase e glicose-6-fosfato desidrogenase. A glicose é fosforilada por
trifosfato de adenosina (ATP) na presenga de hexoquinase. A glicose-6-fosfato formada é
oxidada na presengca de glicose-6-fosfato desidrogenase, causando a redugdo de
nicotinamida-adenina-dinucleétido oxidado (NAD) para nicotinamida-adenina-dinucleétido
reduzido (NADH). A absorbancia de NADH é medida como uma reagéo de ponto final a 340
a 410nm. (105)

O valor de referéncia, em adultos, no soro/plasma € de 74 a 106 mg/dL, na urina é <0,5

g/dia e no liquido cefalorraquidiano de 40 a 70 mg/dL. (105)

B. Prova de tolerancia oral a glicose- PTGO
Além da determinagédo da glicose em jejum, existem provas de tolerancia a glicose que
avaliam a depuragdo da glicose em circulagdo apés uma sobrecarga. E uma ferramenta
importante no diagnostico de doentes com inexplicavel nefropatia, neuropatia ou retinopatia,
e na avaliacao de tolerancia diminuida a glicose, com valores de glicémia em jejum menores
que 140mg/dL. (104)

Para realizagédo da prova, o utente deve estar em jejum e manter-se em jejum até o
final da prova. Inicialmente, deve-se realizar a glicose capilar e essa nao deve ser superior a

160mg/dL. Colhe-se a glicose em jejum e o paciente ingere a solugéo de glicose. (106)

A solucdo deve ser preparada de acordo com o peso do utente, quando se tratar de
criangas de até 12 anos: peso do paciente (Kg) x 1,75g glicose (até ao maximo de 75g
glicose). Quando se tratar de adultos, ou criangcas com idade superior a 12 anos: 75g glicose

dissolvidos em 175 mL de agua. (106)

Apos a ingestdo da solugéo de glicose, regista-se a hora e séo feitas colheitas de
sangue apos 120 minutos. No caso de gravidas, faz-se também uma colheita apds 60 minutos

e outra apés 120 minutos. (106)

O valor de referéncia em adultos, apos duas horas pds-prandial € < 120 mg/dL. (107)

C. Insulina

A insulina € uma hormona produzida pelas células B dos ilhéus de Langherhans do
pancreas. Sao essas as células que detetam o aumento da glucose no organismo e libertam
insulina para que ocorra o aumento da entrada da glucose na ceélula para seu metabolismo.
(104)
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A determinagdo da insulina é realizada no diagnostico e tratamento de diabetes

mellitus e hipoglicemia. (108)

O teste para a detegcado da insulina é realizado no Atellica Immunoassay Analyzer,
utilizando como amostra o soro. E um imunoensaio do tipo sanduiche efetuado em dois locais,
que recorre a tecnologia da quimiluminescéncia direta. Utiliza quantidades constantes de dois
anticorpos, sendo o primeiro anticorpo o reagente Lite, que € um anticorpo anti-insulina
monoclonal de rato marcado com éster de acridina, e o segundo anticorpo, na fase sélida, um
anticorpo anti-insulina monoclonal de rato ligado por covaléncia a particulas paramagnéticas.
Obtém-se os valores da insulina devido a relagéo direta da quantidade de luz relativa detetada

pelo sistema e quantidade de insulina presente na amostra. (108)

O valor de referéncia em adultos no soro é de 3,0 a 25,0 mU/L. (108)

D. Péptido C

O péptido C é uma hormona produzida pelas células 8 dos ilhéus de Langherhans do

pancreas. E proveniente da proinsulina, que se divide em insulina e o péptido C. (109)

A determinagao do péptido C é realizada a fim de auxiliar no diagndstico e tratamento

de doentes com secreg¢ao anormal de insulina, incluindo diabetes mellitus.

O teste para a detegéo do péptido C é realizado no Atellica Immunoassay Analyzer,
utilizando como amostra o soro e urina. E um imunoensaio do tipo sanduiche efetuado em
dois locais, que recorre a tecnologia da quimiluminescéncia direta. Utiliza quantidades
constantes de dois anticorpos: o primeiro anticorpo € o reagente Lite, um anticorpo antipéptido
C monoclonal de rato marcado com éster de acridina; e o segundo anticorpo, na fase solida,
um anticorpo antipéptido C monoclonal de rato ligado por covaléncia a particulas
paramagnéticas. Obtém-se os valores do péptido C devido a relagao direta da quantidade de

luz relativa detetada pelo sistema e quantidade de insulina presente na amostra. (109)

O valor de referéncia em adultos no soro é de 0,81 a 3,85 ng/mL e na urina <156,46
Mg em 24 horas. (109)

E. Interpretacao

Nos individuos saudaveis, situa¢cdes de hiperglicemia provocam um aumento da
secregao de insulina, permitindo assim a entrada de glucose nas células do figado, musculo
e tecido adiposo. Numa situagéo patoldgica, essa glucose néo é aproveitada, o que pode ser

devido a uma deficiéncia relativa ou absoluta de insulina, causando assim a diabetes mellitus.
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A doenga pode progredir e causar complicagdes especificas como retinopatia, faléncia renal,

neuropatia e aterosclerose. (104)

A diabetes é classificada em quatro tipos clinicos e etiologicamente distintos. A
diabetes do tipo 1, causada pelo défice absoluto de insulina devido a destruicao das células
B do pancreas. Tipo 2, devido a um defeito progressivo na secregédo de insulina. Diabetes
gestacional, que é um grau de intolerancia a glucose que ocorre pela primeira vez na gravidez.
E outros tipos especificos de diabetes, como as diabetes por endocrinopatias, como na
doencga de Cushing ou devido a medicamentos ou indugdo quimica, como nos casos pos-
transplante. (104,110)

Podem ainda ocorrer casos de hiperglicemia intermédia, que podem apresentar um
risco aumentado ao desencadeamento de diabetes e doencga cardiovascular. Sao esses
casos, a anomalia da glicémia em jejum (glicose em jejum com valor = 110 e < 126 mg/dL), e
a tolerancia diminuida a glucose apds uma sobrecarga de glucose (com glicose pos-prandial
2140 e < 200 mg/dL). (104,110)

O diagnostico de diabetes é realizado com os resultados obtidos de uma glicose em
jejum =126mg/dL, além de sintomas classicos acrescidos de glicemia ocasional 2200mg/dL,
glicose pds-prandial na prova de tolerancia a glicose oral 2200 mg/dL e hemoglobina glicada
A1c 26,5%. (110)

O doseamento do péptido C auxilia no diagndstico dos doentes com diabetes mellitus,
pois permite uma avaliagdo das reservas secretoras de insulina endogena e é considerado

um indicador mais fiavel da secregao da insulina do que a prépria insulina. (109)

O diagndstico da diabetes gestacional é realizado com os resultados de glicose em
jejum obtidos na primeira consulta de gravidez (= 92mg/dL e <126mg/dL). Se a glicose em
jejum for <92 mg/dL, realiza-se a PTGO nas 24 a 28 semanas de gestagado. Confirma-se a
diabetes gestacional se obter um dos valores: glicose em jejum = 92mg/dL, a 1 horas a

glicemia 2180 mg/dL e as 2 horas a glicemia = 153 mg/dL. (110)

Situagbes de hipoglicemia podem ser devido a uma menor produgédo de glucose por
parte do figado, ou uma maior utilizagdo desta proveniente de jejum prolongado, exercicio
fisico exacerbado, excesso de insulina exdgena ou enddégena, tumor das células B e inibigao
da neoglucogénese pelo alcool. Os valores de glicose para hipoglicemia sdo <45 a 60 mg/dL,
sendo que valores menores que estes podem comprometer a funcédo cerebral e causar

disfungéo severa no sistema nervoso central. (104)
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4.2.1.2 Metabolismo dos lipidos

Os lipidos sao compostos organicos com pouca solubilidade em solugdo aquosa e
soluveis em solventes organicos. Possuem diversas fungdes importantes e sdo parte de
elementos estruturais e funcionais das membranas celulares. Atuam como hormonas ou como
seus precursores, auxiliam na digestao, sdo fonte de armazenamento de energia, permitem a
conduc¢ao nervosa do sistema nervoso central e atuam como isolante contra a perda de calor
corporal e protegem os 6rgaos de lesdes. Sao clinicamente importantes os acidos gordos,

colesterol, triacilglicerois e fosfolipidos. (111)

A. Colesterol Total

O Colesterol € um esteroide encontrado nas membranas celulares e transportado no
plasma sanguineo. E indispensavel como precursor dos &cidos biliares, na sintese das
hormonas esteroides e na sintese da vitamina D. O colesterol presente no nosso organismo
€ obtido por ingestao, a partir de alimentos de origem animal, e produzido de forma enddgena
principalmente no figado e intestino. Apds a sua sintese, o colesterol é transportado no
sangue, 2/3 sob a forma de éster e 1/3 na forma livre, pelas lipoproteinas: Q (quilomicrons),
VLDL (lipoproteinas de muito baixa densidade), IDL (lipoproteina de densidade intermédia),
LDL (lipoproteina de baixa densidade), HDL (lipoproteina de alta densidade) e Lpa
(lipoproteina a). (112)

O doseamento do Colesterol total € util no diagndstico de disturbios do metabolismo de

lipidos e lipoproteinas. (113)

O teste é realizado no Atellica CH, utilizando como amostra soro e plasma (heparina de
litio). O teste baseia-se no método enzimatico que utiliza a converséo colesterol-esterase e
colesterol-oxidase seguida de um ponto final Trinder. A enzima colesterol-esterase hidrolisa
os esteres de colesterol em colesterol e acidos gordos livres. O colesterol é convertido em
colest-4-en-3-ona pela colesterol-oxidase na presenga de oxigénio para formar peroxido de
hidrogénio. E formado um composto colorido a partir do peréxido de hidrogénio, da 4-
aminoantipirina e do fenol mediante a influéncia catalitica de peroxidase. A absorbancia do

composto € medida como uma reagao de ponto final a 505 a 694 nm. (113)

O valor de referéncia em adultos é <200 mg/dL. (107)

B. Colesterol LDL

O colesterol é insoluvel no sangue, mas passivel de ser transportado pelo sistema

circulatério sob a forma de complexos macromoleculares chamados lipoproteinas. A
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lipoproteina de baixa densidade (LDL) conduz o colesterol as células periféricas, onde este é

necessario. (114)
O doseamento do Colesterol LDL é util no diagndstico e tratamento de aterosclerose. (114)

O teste para a detecdo do Colesterol LDL é realizado no Atellica CH, utilizando como
amostra o soro e plasma (EDTA, heparina de litio e heparina sédio). O ensaio esta num
formato de dois reagentes. O detergente 1 liberta o colesterol nao-LDL que é consumido pela
colesterol-esterase e pela colesterol-oxidase numa reacdo ndo formadora de cor. O
detergente 2 solubiliza as restantes particulas de LDL. O LDL soluvel é oxidado pela agao da
colesterol-esterase e da colesterol-oxidase, formando colestenona e peroxido de hidrogénio
(H202). A agdo enzimatica da peroxidase em HO; produz cor na presenga de N,N-bis(4-
sulfobutil)-m-toluidina, sal dissédico (DSBmT) e 4-aminoantipirina (4-AA), que é medida
utilizando uma técnica bicromatica de ponto final no comprimento de onda de 545 a 694 nm.
A cor produzida é diretamente proporcional a quantidade de colesterol LDL presente na

amostra. (114)
O valor de referéncia em adultos é < 160 mg/dL. (107)

As concentragdes dos Colesteréis LDL e VLDL também podem ser obtidas de forma
indireta, através da utilizacdo da equacao de Friedewald, que é exata para amostras cujas
concentragdes de triglicéridos nao ultrapassem 400 mg/dl e ndo pertengam a pacientes

portadores de lipoproteinemia do Tipo Ill. (112)
Equacgao de Friedewald:
Colesterol VLDL = Triglicéridos / 5

Colesterol LDL = Colesterol Total - (HDL + VLDL)

C. Colesterol HDL

A lipoproteina de alta densidade (HDL) conduz o colesterol da rede sanguinea ao figado,

onde este é reciclado ou eliminado do organismo. (115)

O doseamento do Colesterol HDL € util no diagndstico e tratamento de aterosclerose.
(115)

O teste para a detegado do Colesterol HDL é realizado no Atellica® CH, utilizando como
amostra o soro e plasma (EDTA, heparina de litio e heparina sodio). O método possui um
formato em dois reagentes e depende da metodologia Acelerador-Detergente Seletivo. Este

método baseia-se na aceleragdo da reagéo da colesterol-oxidase (CO) com colesterol ndo-
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HDL nao esterificado, e na dissolugéo seletiva de HDL utilizando um detergente especifico.
(115)

No primeiro reagente, o colesterol nao-HDL n&o esterificado é sujeito a uma reagao
enzimatica, e a peroxidase gerada é consumida por uma reagao de peroxidase com DSBmT,
produzindo um produto incolor. O segundo reagente € composto por um detergente capaz de
solubilizar especificamente o HDL, a colesterol-esterase (CE) e o acoplador cromogénico para

desenvolver cor para a determinacédo quantitativa de colesterol HDL. (115)

O valor de referéncia em adultos é de 30 a 70 mg/dL. (107)

D. Triglicéridos

Os triglicéridos séo lipidos hidrossoluveis compostos por trés acidos gordos ligados a uma
molécula de glicerol. Através da agao das lipases pancreaticas e intestinais, e na presenca
de acidos biliares, os triglicéridos sao hidrolisados em glicerol, monoglicerol e acidos gordos.
Sao absorvidos por tecidos adiposos para armazenamento ou por outros tecidos como fonte

de energia. (112)

O doseamento dos triglicéridos € util no diagndstico e tratamento de pacientes com
diabetes mellitus, nefrose, obstrugdo hepatica e outras doencas relacionadas ao metabolismo
dos lipidos. (116)

O teste para a detegédo dos ftriglicéridos é realizado no Atellica CH, utilizando como
amostra soro e plasma (EDTA potassico, heparina de litio e heparina sédio). O ensaio &
baseado no procedimento enzimatico onde a amostra é incubada com reagente de enzima
lipoproteina lipase que converte os triglicéridos em glicerol livre e acidos gordos. A glicerol
quinase catalisa a fosforilagéo do glicerol pelo adenosina-5-trifosfato (ATP) e converte-a em
glicerol-3-fosfato. A glicerol-3-fosfato-oxidase oxida o glicerol-3-fosfato e converte-o em
fosfato de di-hidroxiacetona e peréxido de hidrogénio (H20-). A agéo catalisadora do peréxido
forma quinoneimina a partir do perdxido de hidrogénio, aminoantipirina e 4-clorofenol. A
formacdo de quinoneimina causa alteracao na absorbancia que é diretamente proporcional a
quantidade total de glicerol e dos seus precursores na amostra e é medida através de uma

técnica biocromatica de ponto final no comprimento de onda de 505 a 694 nm. (116)

O valor de referéncia em adultos é de 35 a 160 mg/dL. (107)
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E. Interpretacao

As dislipidemias sao alteracbes metabdlicas das lipoproteinas devido a perturbacoes
funcionais no metabolismo dos lipidos. Essas alteragdes acarretam na elevagdo nos niveis
séricos dos lipidos, devido a uma excessiva producdo ou devido a deficiéncia de lipoproteina.
Sendo assim, esses disturbios podem, por si s6, provocarem o desenvolvimento de

aterosclerose e interagirem com outros fatores de riscos cardiovasculares. (112)

O diagnodstico das dislipidemias é realizado com o doseamento dos parametros de
Colesterol total, Colesterol LDL, Colesterol HDL e dos triglicéridos. Em casos mais complexos,
sao realizados os doseamentos das apolipoproteinas A (ApoA), apolipoproteinas B (Apo B) e

lipoproteinas A (Lpa). (117)

Os pacientes devem, ndo somente, ser classificados de acordo com os niveis de lipidos
plasmaticos, mas também de acordo com o risco cardiovascular global. Para a avaliacdo do
risco cardiovascular, pode se calcular as relagcdes entre o colesterol total e o colesterol HDL,
e a relagdo entre o colesterol LDL e o colesterol HDL. Os resultados do valor do colesterol
total dividido pelo valor do colesterol HDL devem ser menores do que cinco. E o valor do

colesterol LDL dividido pelo valor do colesterol HDL deve ser menor que trés. (112,117)

A utilizagdo do colesterol total é recomendada para estimativa de risco cardiovascular
global através do sistema SCORE (Systemic Coronary Risk Estimation). Em Portugal adotam-
se as tabelas SCORE para populagbes europeias de baixo risco. Valores aumentados de
colesterol sdo encontrados na nefrose, hipotireoidismo, doengas colestaticas do figado e nas
hiperlipoproteinemias dos tipos lla, Ilb e Ill. Niveis diminuidos s&o encontrados no

hipertireoidismo e desnutrigao crénica. (112,117)

Existe uma comprovada correlacdo entre os niveis do colesterol sérico, mais
especificamente o colesterol LDL, e a prevaléncia de doencgas cardiovasculares. Ao passo

que o colesterol HDL tem efeito protetor. (112)

As quilomicra e as VLDL, contribuem significativamente para os niveis dos triglicéridos no
sangue e nao parecem ser aterogénicos, mas concentragdes elevadas destas lipoproteinas e

de triglicéridos sdo um fator de risco para a pancreatite.

Sao causas de elevagéao dos triglicéridos, as varias doengas chamadas hiperlipidemias ou
hiperlipoproteinémias. Nestas, sejam de causas primarias ou secundarias, ocorre elevagéo

dos triglicéridos nos tipos I, llb, Ill, IV e V. (112)

As hiperlipidemias ocorrem secundariamente no diabetes, pancreatite, doenca do
armazenamento de glicogénio, sindrome nefrética, insuficiéncia renal cronica,

hipotireoidismo, gravidez e mieloma multiplo. Varias mulheres em uso de estrogénios ou
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contraceptivos orais apresentam aumento nas concentragbes de triglicéridos. A
hipertrigliceridemia também se encontra associada ao uso de bloqueadores beta-
adrenérgicos, corticosteroides, diuréticos tiazidicos e retindides. Niveis baixos podem ser
encontrados na Abetalipoproteinemia, hipobetalipoproteinemia, ma absorcéo, desnutricio e

hipertireoidismo. (112)

4.2.1.3 Metabolismo das Proteinas

As proteinas plasmaticas originarias da dieta sao sintetizadas sobretudo no figado. Sao
uma das moléculas biologicas mais importantes devido as suas varias fungdes como:
transporte, armazenamento, imunidade, manutencao da pressao oncética e como tampéo. O
organismo conserva as proteinas e os seus constituintes, e s6 uma pequena parte é excretada

na urina e nas fezes. (118)

A. Proteinas Totais - Soro

As proteinas totais sdo um parametro analitico que avalia, no seu conjunto, as proteinas
no plasma ou noutros fluidos bioldgicos. Refletindo a sintese, as perdas e as alteragbes de

volémia. (118)

O doseamento das proteinas totais € util no diagnéstico e tratamento de pacientes de

varias doencas que envolvem o figado, os rins ou a medula 6ssea. (119)

O teste para a detecdo das proteinas totais é realizado no Atellica CH, utilizando como
amostra soro e plasma (heparina de litio). O ensaio é baseado no método de Weichselbaum
utilizando o reagente de biureto e sulfato cuprico numa solugéo alcalina, onde as ligagdes
peptidicas de proteinas interagem com os ides cupricos para formar o complexo roxo que &

medido como uma reagao de ponto final no comprimento de onda de 545nm. (119)

O valor de referéncia em adultos é de 6,0 a 7,8 g/dL. (107)

B. Proteinas Totais — Outros fluidos biolégicos

As proteinas totais sdo um parametro analitico que avalia no seu conjunto as proteinas

noutros fluidos biolégicos, como na urina e no LCR. (118)

O doseamento das proteinas totais na urina € util no diagndstico e tratamento de doengas
renais. O doseamento das proteinas totais no LCR é importante no diagnéstico de doengas

do sistema nervoso central (SNC). (120)
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O teste para a detecdo das proteinas totais é realizado no Atellica CH, utilizando como
amostra urina e LCR. O ensaio é uma adaptacdo do método colorimétrico vermelho de
pirogalol, em que o vermelho de pirogalol combina-se com o molibdato de sédio para formar
complexo vermelho com absorbancia maxima de 470nm. A proteina da amostra reage com
este complexo em solugdo acida para formar o complexo de cor roxo-azulado que é absorvido
a 600nm. (120)

O valor de referéncia na urina € de 1 a 14 mg/dL, e de 15 a 45 mg/dL no LCR. (120)

C. Albumina

A albumina é a proteina mais abundante nos fluidos extra vasculares e tem como
principais fungdes a manutengao da pressao oncética e a ligagao e transporte de um grande

namero de compostos. (118)

O doseamento da albumina € util no diagndstico e tratamento de doengas inflamatérias

cronicas, disfungdes de colagénio e disfun¢des hepaticas e renais. (121)

O teste para a detegao da albumina é realizado no Atellica CH, utiliza como amostra o
soro e plasma (heparina de litio). O ensaio € baseado no método de Doumas, Watson e Biggs
que utiliza a solugéo verde de bromocresol (BCG) como corante de fixagdo que se liga a
albumina para formar um complexo de albumina-BCG, que € medido como uma reagao de
ponto final a 596 a 694 nm. (121)

O valor de referéncia em adultos é de 3,5 a 5,5 g/dL. (107)

D. Proteina C reativa

A proteina C reativa (PCR) é uma das primeiras proteinas de fase aguda a se elevar
durante a resposta geral e nao especifica a infegdes e a processos inflamatérios nao

infeciosos. (122)

O doseamento da PCR ¢é util na detegao e avaliagdo de infecdes, lesdes de tecido e

disturbios inflamatorios. (122)

O teste para a detegéo da PCR é realizado no Atellica CH, utiliza como amostra o soro
e plasma (heparina de litio). O ensaio € baseado na técnica de imunoensaio turbidimétrico
melhorado por particulas. Essas particulas sdo sintéticas, revestidas com anticorpos contra a
PCR, que se agregam na presenca de PCR na amostra. A turbidez é medida a 340nm, sendo

a turbidez proporcional a concentragao de PCR na amostra. (122)

O valor de referéncia em adultos idealmente € < 10 mg/dL. (107)
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E. Interpretacao

A hiperproteinémia ocorre nos casos de desidratacao, suores abundantes, vémitos ou

diarreias. Ocorre também devido ao aumento de sintese de proteinas. (118)

A hipoproteinémia ocorre por sintese hepatica diminuida devido a fatores genéticos,
por incapacidade de sintese, ou por falta de matéria prima. Pode ocorrer devido a excregéo
aumentada na urina em decorréncia de lesédo renal. Ocorre ainda devido a um aumento de
volémia devido a hemodiluicdo por intoxicagdo com &gua, ou solugdes parentéricas

continuadas. Ou ainda, pode ser fisioldégica, como ocorre na gravidez. (118)

O aumento da excregao das proteinas totais na urina pode ser considerado patoldgico
quando esta acima de 150 mg/dL em urina de 24 horas em adultos; e acima de 300 mg/dL
em urina de 24 horas em criangas, adolescentes e gravidas. Essa proteinuria pode ser uma
proteinuria transitéria, como nos casos que sao devido a febre, exercicio fisico intenso, frio,
gravidez, convulsdes e infe¢cdes. Pode também ser uma proteinuria intermitente ou postural
que geralmente ocorre em adolescentes e em ortostatismo prolongado. Ou ainda, proteinuria

persistente quando associada a pressao arterial aumentada. (118)

A etiologia da proteinuria pode ser glomerular ou tubular. Quando glomerular € devido
ao aumento de permeabilidade glomerular, é seletiva como em casos de formas transitorias
ou nao seletiva como em casos das glomerulonefrites. Quando tubular é por diminui¢cdo de
reabsorcao tubular, como nos casos de Doenca de Wilson; cistinose; e nefrite tubulo-
intersticial, ou devido ao aumento de filtragdo causado por perfusdo de albumina, mielomas e
linfomas. (118)

As proteinas totais encontram-se elevadas no LCR devido ao aumento da
permeabilidade e devido a sintese intratecal. O aumento da permeabilidade pode ocorrer
devido a um aumento de pressao intracraniana, por hemorragia, por dano traumatico, ou por
inflamagbes como as meningites ou encefalites. O aumento da sintese intratecal ocorre devido

o aumento de 1gG, desmielinizacdo do sistema nervoso central e na esclerose multipla. (118)

A hiperalbuminémia ocorre devido a desidratacdo aguda. Enquanto a hipoalbuminémia
ocorre devido a sintese diminuida, devido a excre¢cdo aumentada e devido a fatores genéticos.
A Analbuminémia € um exemplo de uma condigdo genéticas, onde o valor de albumina pode
chegar a < 1mg/mL. A sintese diminuida pode ocorrer devido a doengas hepaticas, ma
absorg¢ao e ma nutricdo. Ja a excregao aumentada pode ser fisioldgica devido ao aumento de

permeabilidade capilar por pratica de exercicio fisico, por febre, ou na gravidez. (118,123)

O aumento da PCR ocorre apos enfarte, stress, trauma, infegao, inflamagao, cirurgia

ou proliferagbes neoplasicas. (118)
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4.2.1.4 Avaliacao da Funcgao Hepatica

O figado é um 6rgéao funcionalmente complexo que possui fungdes essenciais a vida. Esta
envolvido no metabolismo das proteinas, glucidos e lipidos. Recebe, processa e armazena
substancias absorvidas a partir do trato gastrointestinal. Além disso, é responsavel pelo

processamento e excrecao de substancias enddgenas e exdgenas na bilis e na urina. (124)

A. Bilirrubina Total, Direta e indireta

A bilirrubina é um pigmento proveniente da destruicdo da hemoglobina no citoplasma dos
macrofagos; da eritropoiese ineficaz; e catabolismo de outras proteinas que contem grupos

heme, como: a mioglobina, citocromos e peroxidase. (124,125)

A sua formagéo ocorre nas células do sistema reticuloendotelial principalmente no bago.
A bilirrubina formada por estas células (bilirrubina ndo conjugada ou bilirrubina indireta) é
insoluvel em agua, necessitando assim, de se ligar reversivelmente a albumina para ser

transportada no plasma até o figado. (124)

No hepatdcito, a bilirrubina liga-se, em parte, a uma proteina citoplasmatica, a
ligandina, que garante que a bilirrubina indireta n&o retorne para o plasma. Em seguida, a
bilirrubina é direcionada para o reticulo endoplasmatico, onde é convertida, pela acdo da
enzima UDP-glicuronosil transferase, num composto soltvel em agua (bilirrubina conjugada

ou direta). A bilirrubina total representa a soma das duas fragbes, a direta e a indireta. (124)

O doseamento da bilirrubina total € util no diagndstico e tratamento de doencgas
hepaticas, hemoliticas, hematoldgicas e metabdlicas, como: hepatites e doenga da vesicula
biliar. O doseamento da bilirrubina direta € Gtil no rastreio de disfungdes hepaticas e no
diagnostico de ictericia hepatica. O doseamento da bilirrubina indireta € util no diagndstico de

ictericia pré-hepatica e anemias hemoliticas. (126,127)

O teste para a detecao da bilirrubina total é realizado no Atellica CH, utilizando como
amostra o soro e plasma (heparina de litio). O ensaio € baseado no método de oxidagao
quimica, utilizando o vanadato com pH 2,9 para oxidar a bilirrubina direta e indireta para
produzir biliverdina. A reacdo de oxidagcdo provoca a reducdo na densidade ética da cor
amarela, o que é especifico da bilirrubina. Sendo a redugéo na densidade 6tica a 451 - 545nm

proporcional a concentragéo de bilirrubina total na amostra. (126)

O teste para a detecédo da bilirrubina direta € semelhante ao descrito para a bilirrubina
total. Entretanto, € utilizado o vanadato com pH 3 que oxida apenas a bilirrubina conjugada.
(127)
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Para se obter o valor da bilirrubina indireta, € utilizado o resultado dos doseamentos
da bilirrubina total e da bilirrubina direta. Dado que a diferenca entre o valor das duas equivale

ao resultado do valor da bilirrubina indireta. (124)

O valor de referéncia da bilirrubina total em adultos é de 0,1 a 1,0 mg/dL; da bilirrubina
direta de 0,0 a 0,3 mg/dL; e da bilirrubina indireta é de 0,3 a 1,0 mg/dL. (107,125)

B. Fosfatase Alcalina

As fosfatases alcalinas sao monoesterases que hidrolisam os ésteres fosforicos organicos
em pH alcalino, sendo o pH 8,5 considerado 6timo. Composta por um conjunto de, pelo
menos, cinco isoenzimas, as fosfatases alcalinas estdo presentes em quase todo o
organismo, como, por exemplo, no figado, ossos, intestino, rins, pulmodes, globos vermelhos
e placenta. Entretanto, cerca de 80% da atividade fosfatidica circulante é representada por

isoenzimas com origem hepatica e 6ssea. (125)

O doseamento da fosfatase alcalina (FAL) ou das suas isoenzimas é util no diagnostico

e tratamento de doengas hepaticas, 6sseas, paratiroideas e intestinais. (128)

O teste para a detecdo da fosfatase alcalina é realizado no Atellica CH, utiliza como
amostra o soro e plasma (heparina de litio). O ensaio é baseado no procedimento de Bowers
e McComb. A fosfatase alcalina catalisa a transfosforilagao do p-nitrofenilfosfato (p-NPP) para
p-nitrofenol (p-NP) na presenga do tampao de transfosforilagdo 2-amino-2-metil-1-propanol
(AMP). A variagéo do p-NP é medida utilizando uma técnica de velocidade bicromatica no

comprimento de onda de 410 a 478nm. (128)

O valor de referéncia em homens é de 30 a 100 U/L, e em mulheres é de 45 a 115
U/L. (107)

C. Gama-Glutamil Transferase

A Gama-Glutamil transferase (GGT) € uma glicoproteina membranar que catalisa a
transferéncia de residuos gama-glutamil do glutatido para receptores peptidicos. Esta

presente no figado, rins, pancreas, bago, intestino, cérebro e coragao. (124,125)

O doseamento da GGT é util no diagnéstico e tratamento de doengas hepatobiliares e

na avaliagéo de pacientes com problemas de alcoolismo. (129)

O teste para a detecdo da GGT é realizado no Atellica CH, utiliza como amostra o soro
e plasma (heparina de litio). O ensaio baseia-se no procedimento descrito por L.M. Shaw. Em

que na reagédo com o substrato sintético (L-y-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida), a glicilglicina
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atua como um recetor de residuo de y-glutamil e, com isso, € libertado 5-amino-2-
nitrobenzoato (ANB). O produto libertado tem um maximo de absor¢céo de aproximadamente
400nm. A velocidade da formacdo é medida fotometricamente de 410 a 478nm como um

ensaio cinético de ordem zero. (129)

O valor de referéncia no adulto é de 8 a 78U/L. (107)

D. Transaminases

As transaminases ou aminotransferases sdo enzimas que catalisam a transferéncia do
grupo amina de um a-aminoacido para um cetoacido. A alanina-aminotransferase (ALT/TGP)
esta presente essencialmente no figado e a aspartato-aminotransferase (AST/TGO) esta

presente em maior quantidade no coragdo e em menor quantidade no figado. (124,125)

O doseamento das transaminases € util no diagndstico e tratamento de doencgas

hepaticas e cardiacas. (130,131)

O teste para a detecdo das transaminases é realizado no Atellica CH, utiliza como
amostra o soro e plasma (heparina de litio). O ensaio da ALT baseia-se no procedimento
descrito por Wroblewski e LaDue, e o ensaio da AST baseia-se no trabalho de Karmen. A
reagao € iniciada pela adicao de a-Quetoglutarato como segundo reagente. A concentragéo
de nicotinamida-adenina-dinucleétido (NADH) reduzido € medida pela absorbancia de 340 a
410nm, sendo a velocidade de reducao da absorbancia proporcional a atividade da ALT e da
AST. (130,131)

O valor de referéncia no adulto da ALT é de 10 a 40 U/L e da AST de 15 a 40 U/L.
(107)

E. Interpretacao

Inflamacgdes das células hepaticas resultam em elevagao na ALT, AST e na bilirrubina,
enquanto a inflamacgao da célula do trato biliar resulta na elevacao de FAL, GGT e bilirrubina.
(124)

Em casos de obstrugcdo aguda da via biliar principal € observada a elevacédo da ALT, FAL
e GGT. (125)

Uma elevagédo da AST maior que vinte vezes o limite superior de referéncia, associado a
outros sintomas e sinais de hepatopatia, sugere a presenca de hepatite viral aguda. As
etiologias menos comuns incluem: congestao hepatica passiva grave, cirrose ativa, lesao

hepatica induzida por abuso de drogas, obstrucdo intra-hepatica atipica e precoce do trato
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biliar. Se o nivel de ALT estiver consideravelmente menos elevado do que o nivel de AST é

sugestivo de uma causa nao relacionada a hepatite viral. (132)

A GGT encontra-se moderadamente elevada nos casos de hepatite viral e na cirrose
hepatica. Encontra-se ligeiramente elevada (superior a duas vezes o limite superior do valor

de referéncia) em casos de alcoolismo. (125)

Casos de obstrucao extra-hepatica do trato biliar costumam apresentar uma elevagao de
FAL superior a quatro vezes o limite superior do valor de referéncia; uma elevagéo da GGT
superior a dez vezes o limite superior do valor de referéncia; e uma elevagdo da AST menor
que dez vezes o limite superior. Espera-se ainda, nesses casos, um nivel de bilirrubina sérica
superior a 5 mg/100mL. Outras possiveis causas para niveis como este estédo relacionadas a
ictericias colestaticas por abuso de drogas, lesdes hepaticas de carater invasivo, cirrose biliar
primaria ou colangite esclerosante primaria, além de casos de obstrugdo intra-hepatica de

varias etiologias. (125,132)

Uma elevagao do nivel de FAL inferior a trés vezes o limite superior do valor de referéncia,
e uma elevacdo da AST inferior a dez vezes o limite superior € comum em pacientes com
hepatopatia, podendo ainda estar relacionado a casos de hepatite viral em remissdo, hepatite
croénica, mononucleose infeciosa, cirrose ativa, lesdo ou disfuncdo hepatica induzida por
alcool ou drogas, colecistite aguda, figado gorduroso grave, cirrose biliar primaria, infegao e
lesdes hepaticas invasivas. Se os niveis de AST ou ALT permanecerem significativamente
elevados por mais de seis meses, deve-se considerar a possibilidade de hepatite viral cronica.
(132)

Uma elevagéo da FAL sem aumento da AST, excluindo-se as causas O0sseas e nao-
hepaticas, esta relacionada a uma lesao invasiva no figado. Pode ainda estar relacionado a

cirrose biliar primaria e fase de cura de hepatopatia anteriormente ativa. (132)

4.2.1.5 Avaliacao da Fungao Renal

Os rins sao os principais reguladores dos fluidos no organismo. Possuem fungdes
importantes como: a manutengdo da homeostasia (através da regulagéo do equilibrio dos
fluidos e eletrolitos do organismo); excregédo dos produtos de degradagao do metabolismo; e

secregao de hormonas. (133)
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A. Ureia

A ureia é o principal produto do metabolismo das proteinas. Forma-se no figado, onde as
proteinas sdo degradadas a aminoacidos, que, por sua vez, sofrem reagdes de desaminagao,
formando amoénia. A amoénia & convertida em ureia para evitar toxicidade, e é excretada no
rim. (133)

O doseamento da ureia € util no diagnoéstico e tratamento de: doenga renal; obstrugéo do

trato urinario; e insuficiéncia renal aguda e cronica. (134)

O teste para a detegao da ureia é realizado no Atellica CH, utiliza como amostra o soro,
plasma (heparina de litio) e urina. O ensaio baseia-se na reagao enzimatica de Rosh-Ramel,
que utiliza urease e glutamato desidrogenase. Inicialmente, a ureia é hidrolisada na presenca
de agua e urease para produzir amonia e diéxido de carbono. Depois, a amédnia reage com 2-
oxoglutarato na presenca de glutamato desidrogenase e nicotinamida-adenina-dinucleétido
reduzido (NADH). A oxidagao de NADH em nicotinamida-adenina-dinucleétido (NAD) oxidado

€ medida como uma reagéo inversa a 340 a 410nm. (134)

O valor de referéncia no adulto da ureia é de 7 a 18 mg/dL. (107)

B. Creatinina

A creatinina é sintetizada no figado, rins e pancreas a partir de trés aminoacidos: a
arginina, glicina e metionina. E eliminada preferencialmente por filtragdo glomerular, apesar
de uma pequena parte ser eliminada por secregao tubular. A sua retencéo é, portanto, um

indice de insuficiéncia glomerular. (133)

O doseamento da creatinina é util no diagnoéstico e tratamento de doengas renais e na

monitorizagao da dialise renal. (135)

O teste para a detecao da creatinina é realizado no Atellica CH, utiliza como amostra o
soro, plasma (heparina de litio) e urina. O ensaio baseia-se na reagéo de acido picrico com
creatinina num meio alcalino, conforme descrito no procedimento original de Jaffe.
Inicialmente, a creatinina reage com acido picrico num meio alcalino para produzir um
complexo de creatinina picrato avermelhado. A velocidade da formagdo do complexo é

proporcional a concentragéo de creatinina, medida de 505 a 571 nm. (135)

O valor de referéncia no adulto da creatinina é de 0,6 a 1,2 mg/dL. (107)
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C. Clearance da Creatinina

O doseamento da creatinina no sangue, junto ao doseamento da creatinina em urina de
24 horas, permite calcular a clearance da creatinina (Cs), que mede o volume de filtrado
glomerular formado por minuto. A medigéo da clearance da creatinina permite avaliar o grau
de insuficiéncia renal. (136)

Para efectuar o célculo da clearance da creatinina é utilizada a seguinte férmula:

Cs = (Usx V)
Ps

Onde o Us é o valor do doseamento da creatinina na urina de 24 horas, V é o fluxo urinario

em mL/min e o Ps é o valor do doseamento da creatinina no sangue. (136)

O valor de referéncia no adulto da clearance de creatinina em homens é de 97 a
137mL/min, e na mulher de 88 a 128mL/min. (107)

D. Acido Urico

O 4&cido Urico é um produto do catabolismo das purinas adenosina e guanosina. E
transportado através do plasma até os rins. Possui um processo de filtragdo complexo em que
ha filtragéo de quase todo o acido urico pelo glomérulo, e este é reabsorvido quase totalmente
no tubulo proximal. Porém ha ainda uma secreg¢ao subsequente no limen da porcéao distal do

tubulo distal, seguida de reabsor¢do no tubulo distal. Uma pequena quantidade final é

excretada na urina. (133)

O doseamento do acido urico é util no diagnéstico e tratamento de insuficiéncia renal,

gota e eclampsia. (137)

O teste para a detegéo do acido urico é realizado no Atellica CH, utiliza como amostra o
soro, plasma (heparina de litio) e urina. O ensaio baseia-se na reagéo enzimatica de Fossati.
Nessa reacgao, inicialmente, a auricase converte o acido urico em alantoina e peroxido de
hidrogénio. Com isso, é formado um composto colorido a partir do peréxido de hidrogénio, 4-
aminofenazona e TOOS [N-etil-N-(2- hidroxi-3-sulfopropil)-3-metilanilina] mediante a
influéncia catalitica de peroxidase. A absorbancia do composto € medida como uma reacgéo
de ponto final a 545 a 694nm. O nivel do composto resultante é diretamente proporcional ao

nivel de acido urico presente na amostra. (137)

O valor de referéncia no adulto do acido urico é de 3,0 a 8,2 mg/dL. (107)
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E. Microalbuminuria

A albumina é uma proteina plasmatica que é excretada na urina em apenas pequenas
quantidades. Esta pequena quantidade na urina € denominada de microalbuminuria e, quando
se encontra elevada, indica um possivel dano na capacidade de filtragdo glomerular do rim.
(138)

O doseamento da microalbuminuria € util para a detegao da fungao renal de pacientes

em risco de desenvolver doenga renal. (138)

O teste para a detegdo da microalbuminuria é realizado no Atellica CH, utilizando como
amostra a urina. O ensaio baseia-se no trabalho de Fielding e Hellsing. O ensaio € um método
de imunoturbidimetria, em que, através da construgcdo de uma curva padrdo a partir das
absorbancias de padrdes, determina-se a concentracéo de albumina da amostra. Inicialmente,
a amostra é diluida e depois reage com um antissoro especifico para formar um precipitado

que pode ser medido de forma turbidimétrica no comprimento de onda de 340 a 596nm. (138)

O valor de referéncia no adulto da microalbuminuria € <30 mg/dia. (138)

F. Interpretacao

A microalbuminuria € um parédmetro muito utilizado no controlo dos doentes com
diabetes mellitus, pois estes apresentam um risco elevado de desenvolver nefropatia que, se

nao tratado, pode evoluir para faléncia renal. (136)

Em pacientes com glomerulonefrite aguda & possivel observar um aumento sérico de

ureia e creatina, e uma diminuigéo rapida da capacidade de filtragéo glomerular. (136)

Nos casos de doenga tubular, ocorre a diminuicdo da capacidade de reabsorgao de
compostos especificos, como o acido urico, causando assim a hipouricemia. A diminuicao da
sintese do acido urico devido a insuficiéncia hepatica e tratamentos medicamentosos (como

o uso de alopurinol), também sao causas de hipouricemia. (125,136)

No caso de doencgas hereditarias do metabolismo das purinas, como a Sindroma de
Lesh-Nyhan, ocorre o aumento da concentragcao de acido urico devido a um défice genético
em hipoxantina-guanina-fosforribosil-transferase. Também ocorre o aumento do acido urico
nos casos de gota, uma doenga causada devido a sobreproducdo de acido urico em
decorréncia de dietas ricas em purinas ou com consumo excessivo de alcool. O metabolismo
aumentado dos acidos nucleicos também pode ocorrer nos doentes em quimioterapia.
(125,136)
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Na insuficiéncia renal aguda, ocorre um aumento dos valores séricos de creatinina em

50% sobre o valor basal, ou uma diminuigéo de 50% na depuragao da creatinina. (136)

Os niveis de filtragdo glomerular auxiliam na classificagédo dos estagios da doenga
renal cronica. Valores superiores a 90 mL/min sdo considerados normais, classificados como
estagio 1. Quando o valor do filtrado glomerular esta entre 60 a 89 é considerada uma lesao
renal ligeira, classificada como estagio 2. Quando o valor do filtrado glomerular esta entre 30
a 50 mL/min é considerada uma diminuigdo moderada do filtrado glomerular, classificada
como estagio 3. Valores entre 15 a 29 mL/min sdo considerados uma diminui¢cdo severa do
filtrado glomerular, classificadas como estagio 4. E quando os resultados s&o inferiores a
15mL/min é considerado uma falha renal, classificada como estagio 5 de doenga renal

cronica. (136)

4.2.1.6 Avaliagio do Equilibrio Acido Base
A. Eletrdlitos

O doseamento dos eletrélitos fornece informagdes importantes acerca do estado osmético
e de hidratagdo do organismo. O sddio é o catido mais abundante no meio extracelular e
desempenha um papel fundamental na normal distribuigdo da agua e na manutengdo da
pressdo osmotica. O potassio é o catido mais abundante no meio intracelular e desempenha
um papel importante no metabolismo celular e no funcionamento celular nervoso e muscular.
O cloro é o anido mais abundante no meio extracelular e participa da manutencao da pressao

osmotica, da distribuigéo hidrica e do equilibrio acido-base. (139)

O doseamento do sodio € usado no diagndstico e tratamento de aldosteronismo, diabetes
insipida, hipertensdo de causa suprarrenal, doenca de Addison, desidratacdo e secrecao
inadequada de hormonas antidiuréticas. O doseamento do potassio € usado no diagnoéstico e
tratamento de disturbios metabdlicos e insuficiéncia renal. O doseamento do cloreto é usado
no diagndstico e tratamento de disturbios metabdlicos, fibrose cistica e cetoacidose diabética.
(139,140)

O teste para a detecdo dos eletrélitos é realizado no Atellica IMT, utiliza como amostra
soro, plasma (heparina de litio) e urina. O ensaio utiliza quatro elétrodos para a medigéao dos

eletrdlitos, conforme ja descrito anteriormente. (140)

O valor de referéncia no adulto do sédio é de 135 a 146 mEqg/L, do potassio é de 3,5
a 5,0 mEqg/L e do cloreto é de 95 a 105 mEq/L. (107)
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B. Interpretacao

Hipernatrémias podem ser encontradas em doentes com sindrome de Cushing, em casos
de desidratacdo grave, ou quando ha ingestdo elevada de sal sem ingestdo adequada de
agua. Niveis de soédios superiores a 150mmol/L podem gerar sintomas neuroldgicos,

tremores, irritabilidade, ataxia, confusao e coma. (139)

Hiponatrémias podem indicar o uso excessivo de diuréticos, vomitos prolongados,
ingestéo insuficiente de sodio ou acidose metabdlica. Pode-se observar em utentes com
niveis de sodio inferiores a 120mmol/L uma fraqueza generalizada e confusdo mental. Niveis
de sdédio inferiores a 90mmol/L sdo considerados valores criticos e podem causar danos

cerebrais severos. (125,139)

A hipercaliema pode ser causada devido a uma baixa excreg¢ao renal por conta de
insuficiéncia renal; devido a farmacos inibidores da aldosterona; ou devido a uma
transferéncia de potassio celular para o plasma, por conta de uma acidose metabdlica ou

destruigcao celular maciga. (125,139)

A hipocaliema pode ser causada por: diminuicdo da ingestdo de potassio na dieta;
deplecado potassica por conta de perdas digestivas ou urinarias; alteracées da distribuicdo
intracelular e extracelular por conta de uma alcalose metabdlica; terapéuticas com insulina
que causam uma mobilizagdo do potassio juntamente com a glucose para dentro das células.
(125,139)

A hipercloremia ocorre nos casos de alcalose respiratoria e acidoses metabdlicas. A
hipocloremia ocorre nos casos de acidose respiratéria e acidose metabdlica. E possivel
observar que a cloremia aumenta ou diminui proporcionalmente a natremia, concentracao do

sodio no sangue. (125)

4.2.1.7 Avaliacao da Fung¢ao Pancreatica

O pancreas € a principal fonte de enzimas digestivas. O 6érgdo possui uma porgao
enddcrina e uma porgao exocrina. A porcao enddécrina é composta pelos ilhéus pancreaticos,
que sao os produtores das hormonas insulina, glucagina e somatostatina. A por¢ao exdécrina
€ constituida por acinos produtores das enzimas digestivas pancreaticas: a-amilase,

triacilglicerol lipase e diversas proteases. (141)
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A. Amilase pancreatica

As amilases sao um conjunto de enzimas digestivas capazes de hidrolisar as ligagbes nédo
terminais de polissacaridos de glucose (1,4). Podem ser encontradas no pancreas, glandulas
salivares, intestino delgado, rim, ovarios, prostata e pulmdes. Para a avaliagao da fungéo

pancreatica, € necessario o doseamento da isoenzima pancreatica. (141)

O doseamento da amilase pancreatica € util no diagnodstico e tratamento de disturbios

pancreaticos. (142)

O teste para a detecdo da amilase pancreatica é realizado no Atellica CH, utiliza como
amostra o soro. O ensaio mede a atividade da amilase pancreatica através de isoformas nao
pancreaticas bloqueadas por anticorpos. Inicialmente, a amilase salivar € inibida através da
incubagao desta com dois anticorpos monoclonais. Este método utiliza etilideno-p-nitrofenil-
malto-heptosido como substrato. A amilase pancreatica presente na amostra divide o
substrato para produzir oligossacarideos e pNP-G2, pNP-G3 e pNP-G4. E adicionada
glucosidase como a enzima indicadora para libertar o p-nitrofenol (p-NP). O resultado final da
hidrolise por amilase e glucosidase é p-NP livre, o qual é detetado pela respetiva absorbancia
de 410 a 694nm. (142)

O valor de referéncia no adulto da amilase pancreatica é de 13 a 53U/L. (142)

B. Lipase

Lipase é uma enzima produzida essencialmente pelo pancreas, mas também no figado e
estdbmago. Possui um papel importante na digestdo das gorduras, pois catalisa a hidrélise de

triglicéridos em diglicéridos e acidos gordos. (141)

O doseamento da lipase é utilizado no diagndstico e tratamento de doengas do pancreas,

como a pancreatite aguda e a obstrugéo do ducto pancreatico. (143)

O teste para a detegao da lipase é realizado no Atellica CH, utiliza como amostra o soro
e o plasma (heparina de litio). O ensaio mede a atividade da enzima lipase através da reagao
enzimatica da lipase, produzindo a metilresorufina, que € medida espectrofotometricamente.
Inicialmente, o substrato cromogénico da lipase é clivado para formar 1,2-o-dilauril-rac-glicerol
e um éster de acido glutarico. Este decompde-se espontaneamente numa solucdo alcalina
para formar acido glutarico e metilresorufina. A metilresorufina € determinada nos

comprimentos de onda de 571 a 694nm. (143)

O valor de referéncia no adulto da lipase € de 12 a 53U/L. (143)
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C. Interpretacao

A hiperamilasemia € um excelente marcador de pancreatite aguda, apresentando um
aumento cinco vezes superior ao valor superior da referéncia. Ataques agudos de pancreatite
cronica, falsos quistos e os cancros do pancreas provocam também elevagbes, mas menos
pronunciadas. Ocorre também um aumento transicional da amilase apos

colangiopancreatografia retrograda endoscoépica. (125)

A amilase encontra-se aumentada em duas vezes o valor superior da referéncia em casos

de insuficiéncia renal. (125)

O aumento da amilasuria ocorre paralelamente ao da amilasemia, mas com um atraso de
8 a 10 horas e com uma duragdo mais prolongada. O que permite reconhecer as

hiperamilasemias transitorias. (125)

A lipase encontra-se elevada nos casos de pancreatite aguda, sendo uma elevagéo

paralela a da amilase, porém mais duravel. (125)

4.2.1.8 Marcadores de Lesao Muscular

Quando ocorre uma leséo em algum tecido, enzimas intercelulares séo levadas a corrente
sanguinea. A detegdo da presenga de enzimas como a creatina-fosfoquinase, lactato
desidrogenase e aspartato transferase € um método para a analise de dano estrutural

causado ao tecido musculo esquelético. (144)

A. Creatina-cinase

A creatina-cinase (CK) catalisa no musculo a transferéncia de um grupo fosfato da
creatina-fosfato para ADP, o que permite a reconstituicdo das reservas de ATP. A CK é uma
enzima dimérica, cujas subunidades M (musculo) e B (cérebro) estdao na origem de trés
isoenzimas: CK-MM (musculo esquelético), CK-BB (cérebro) e CK-MB (miocardio). (125)

O doseamento da CK é utilizado no diagndstico de doengas musculares. (145)

O teste para a detegdo da CK é realizado no Atellica CH, utiliza como amostra o soro e
plasma (heparina de litio). O ensaio baseia-se no procedimento modificado de Szasz.
Inicialmente, a creatinina quinase reage com creatina fosfato e ADP para formar ATP, que é

ligado a reagao de hexoquinase-G6PD, gerando NADPH. A concentragdo de NADPH é

medida pelo aumento de absorbancia de 340 a 596nm. (145)

O valor de referéncia da CK, em adultos, € de 25 a 90 U/L nos homens e de 10 a 70 U/L

nas mulheres. (107)
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B. Lactato Desidrogenase

A Lactato desidrogenase (LDH) catalisa a conversao reversivel de lactato em piruvato. E
um passo essencial nos processos metabdlicos, pois produz energia sob a forma de ATP. A
LDH é um tetramero formado por duas subunidades de dois tipos: H (Heart) e M (Muscle). As
subunidades H sdo abundantes nos tecidos que consomem lactato, como o coragéo e o

cérebro; e as subunidades M nos 6rgéos que produzem lactato, como os musculos. (125)

O doseamento da LDH é utilizado no diagndstico e tratamento do enfarte do miocardio e

enfarte pulmonar. (146)

O teste para a detegédo da LDH é realizado no Atellica CH, utiliza como amostra o soro e
plasma (heparina de litio). O ensaio baseia-se no ensaio de Amador, Dorfman e Wacker.
Inicialmente, o lactato desidrogenase catalisa a conversdo de L-lactato em piruvato na
presenca de NAD. A atividade enzimatica do LDH é proporcional a velocidade de produgao
de NADH, que é determinada pela medicdo do aumento na absorbancia de 340 a 410nm.
(146)

O valor de referéncia da LDH, em adultos, € de 45 a 90 U/L. (107)

C. Interpretacao

Os niveis de CK encontram-se elevados nos traumatismos musculares; na miosite; na
distrofia muscular; apds cirurgia; puerpério; apos exercicios intenso; e em convulsdées. O
doseamento de CK também é utilizado no auxilio do diagndstico precoce de doencgas
congénitas do musculo esquelético, como: distrofia muscular de Duchenne, e distrofia
muscular de Becker. Nesses casos, os niveis de CK encontram-se elevados em dez vezes
em relagao ao superior do nivel normal em fases iniciais. Fases estas em que ainda nao se

manifestaram sintomas especificos dessas doengas. (144)

A hemodlise e a citolise hepatica libertam grandes quantidades de LDH. Portanto, os
niveis de LDH estardo elevados em anemias hemoliticas intravasculares e nas hepatites. A
LDH também se encontra elevada no decurso de linfomas e nos cancros de mama, prostata
e do tubo digestivo. (125)

4.2.1.9 Avaliacao da Fungao Cardiaca

O enfarte do miocardio € uma das principais causas de morbidade e mortalidade em
adultos. O enfarte € um processo em que ha necrose como resultado de uma isquémia.

Geralmente, sdo decorrentes de uma aterosclerose, que é um processo inflamatério que
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ocorre dentro da parede arterial, na forma de placas de ateroma. Isso leva ao estreitamento

do lumen arterial, resultando na redugéo da perfuséo coronaria. (147)

O doseamento das enzimas cardiacas é de suma importancia para a confirmacgao
laboratorial do enfarte agudo do miocardio, principalmente quando os sintomas séo atipicos

ou minimos. (144)

A. CK-MB

A CK-MB é um marcador sensivel e especifico do enfarte agudo do miocardio. Apresenta
um inicio de elevagao entre duas a oito horas apds o evento e regressa aos valores normais
apo6s 24 a 48 horas. (147)

O teste para a detegdo da CK-MB é realizado no Atellica IM, utiliza como amostra o soro
e plasma (heparina de litio). O ensaio € um imunoensaio do tipo sanduiche que recorre a
tecnologia quimioluminescente direta, que utiliza quantidades constantes de dois anticorpos:
um anticorpo anti-CK-MB, e um anticorpo anti-CK-BB. A quantidade de CK-MB presente na
amostra do doente é proporcional a quantidade de unidades de RLU detetadas pelo sistema.
(148)

O valor de referéncia no adulto da CK-MB ¢ inferior a 5,0ng/mL. (148)

B. Troponina l

A troponina é um complexo de proteina contratil, constituido das subunidades C, Te l. A
subunidade C esta presente no tecido musculo esquelético; T esta presente nas fibras

musculares esqueléticas e cardiacas; e | esta presente somente no miocardio. (147)

O doseamento da troponina | € utilizado no diagndstico de enfarte agudo do miocardio.
(149)

O teste para a detegéo da troponina | é realizado no Atellica IM, utiliza como amostra o
soro e plasma (heparina de litio). O ensaio € um imunoensaio em sanduiche, em que o
reagente na fase sdlida € constituido por particulas magnéticas de latex (conjugadas com
estreptavidina) e dois anticorpos monoclonais, cada um reconhecendo um unico epitopo da
troponina I. A quantidade de troponina | presente na amostra do doente é proporcional a

quantidade de unidades de luz relativa (RLU) detetadas pelo sistema. (149)

O valor de referéncia da troponina | em adultos é de 0 a 2 ng/mL. (107)
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C. Mioglobina

A mioglobina € uma hemoproteina intracelular ligada ao oxigénio que pode ser encontrada
nos musculos cardiacos e esquelético. Possui uma rapida libertagdo para a circulagdo em

casos de lesdao em tecidos. (150)

O doseamento da mioglobina é utilizado no diagndstico de doengas da musculatura

esquelética, insuficiéncia renal e miocardite. (150)

O teste para a detegédo da mioglobina é realizado no Atellica IM, utiliza como amostra o
soro e plasma (heparina de litio). O ensaio € um imunoensaio do tipo sanduiche, utilizando a
tecnologia da quimioluminescente direta, a qual utiliza quantidades constantes de dois
anticorpos. O primeiro anticorpo € um anticorpo antimioglobina policlonal e o segundo
anticorpo € um anticorpo antimioglobina monoclonal. A quantidade de mioglobina presente na

amostra do doente € proporcional a quantidade de RLU detetadas pelo sistema. (150)

O valor de referéncia da mioglobina em adultos é inferior a 110ng/mL. (150)

D. Interpretacao

No enfarte agudo do miocardio, a CK-MB tem o seu inicio de elevagéo entre 2 e 8 horas
apo6s o aparecimento da dor toracica. Apresenta o seu pico de concentragao depois de 12 a
24 horas e regressa aos valores normais apos 24 a 48 horas. Outras causas que podem
ocasionar a elevagao da CK-MB incluem cirurgia cardiaca de bypass coronario; substituicado
de valvula ou reparagdo de dano congénitos; traumatismo do musculo esquelético;
dermatomiosite; distrofia muscular de Duchenne; sindrome de Reye; rabdomidlise; overdose

de drogas; e intoxicagao alcodlica cronica. (144, 148)

A troponina | € um indicador mais especifico do enfarte, torna-se elevada dentro de cerca
de quatro a seis horas apo6s o inicio do evento, atinge valores maximos dentro de onze horas
e retorna aos valores normais em quatro dias. O acompanhamento de valores seriados de
troponina é importante na diferenciacdo do enfarte agudo do miocardio e outras possiveis
condicbes como: insuficiéncia renal, arritmias, embolia pulmonar, doenca renal croénica,

miocardite e cardiotoxicidade. (144,149)

A mioglobina € libertada na circulacdo de 2 a 4 horas apos o dano celular, atinge o seu
pico entre 9 e 12 horas e retorna aos seus valores normais dentro de 24 a 36 horas. Além de
traumatismos e doencgas isquémicas, outras condicbes estdo associadas a elevacido da
mioglobina como: disturbios metabdlicos, esforgos musculares, inflamagéo néo infeciosa,

infecdes, febre, certos medicamentos e insuficiéncia renal. (144, 150)
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42110 Metabolismo do Ferro

O ferro circulante no sangue é um equilibrio entre as reservas do organismo, a absorgao
alimentar e a hemodlise fisiologica. Na alimentacdo de um adulto, uma média de 10mg/dia de
ferro sao ingeridos, dos quais 10% sao absorvidos. As perdas diarias no homem sao em torno

de 1mg/dia e nas mulheres o dobro disso. (151)

A. Ferro

O ferro no estado férrico, ingerido na dieta, € convertido para a forma ferrosa apés ingestao

e é absorvido no duodeno e no jejuno. (151)

O doseamento do ferro € utilizado no diagndstico e tratamento de anemias por deficiéncia

de ferro e hemocromatose. (152)

O teste para a detecao do ferro é realizado no Atellica CH, utiliza como amostra o soro e
plasma (heparina de litio). O ensaio inicia-se com a desagregacao do ferro férrico da
transferrina, e, num meio acido, é reduzido a forma ferrosa. O ferro ferroso é assim
complexado com ferrozina para produzir um croméforo colorido, que absorve de 571 a 658nm.
(152)

O valor de referéncia de ferro em adultos € de 50 a 170 pg/dL. (107)

B. Transferrina

O ferro circula no sangue acoplado a uma beta-globulina, a transferrina. Essa molécula
capta o ferro das reservas e liberta-o nos eritroblastos. A sintese da transferrina pelos

hepatdcitos € inversamente proporcional a quantidade de ferro intracelular. (151)

O doseamento da transferrina € utilizado no diagnéstico de subnutrigéo, infegéo crénica,

hepatite aguda, policitemia, anemia perniciosa e anemia por deficiéncia de ferro. (152)

O teste para a detecao da transferrina é realizado no Atellica CH, utiliza como amostra o
soro e plasma (heparina de litio e EDTA com potassio). O ensaio € um ensaio
imunoturbidimétrico, reforgado por polietilenoglicol. Inicialmente, a amostra é diluida e, em
seguida, reage com um antissoro especifico para formar um precipitado, que pode ser medido
de forma turbidimétrica de 340 a 596nm. (153)

O valor de referéncia da transferrina, em adultos, é de 215 a 365 mg/dL para homens, e
de 250 a 380 mg/dL para mulheres. (153)
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C. Capacidade total de fixagao do ferro

A capacidade total de fixagdo do ferro sérico (TIBC) representa uma estimativa

aproximada da transferrina sérica, ou uma forma indireta de doseamento da transferrina. (151)

O doseamento da capacidade total de fixagdo do ferro é utilizado no diagnéstico e

tratamento da anemia. (154)

O teste para a detecdo da capacidade total de fixag&do do ferro é realizado no Atellica CH,
utiliza como amostra o soro. No ensaio, inicialmente a amostra é adicionada a um reagente
acido contendo ferro e um corante fixador de ferro. O ferro fixado € libertado, e um segundo
reagente neutro é adicionado. A variagdo no pH permite que o ferro ligue e sature a
transferrina da amostra. A redugao na absorbancia é diretamente proporcional a capacidade

de ligagao do ferro da amostra. (154)

O valor de referéncia da capacidade total de fixagcdo do ferro no adulto é de 250 a
425ug/dL. (154)

D. Ferritina

O ferro restante, que nao é utilizado pelos precursores eritréides na medula éssea, é
armazenado no interior das células reticulares na medula dssea, figado e bago, sob a forma

de ferritina. A ferritina permanece nos tecidos até ser necessaria para a eritropoiese. (151,155)

O doseamento da ferritina € utilizado no diagnostico da anemia por deficiéncia de ferro e

sobrecarga de ferro. (155)

O teste para a detegéo da ferritina é realizado no Atellica IM, utiliza como amostra o soro
e plasma (heparina de litio e EDTA). O ensaio € um imunoensaio do tipo sanduiche, efetuado
em dois locais, que recorre a tecnologia quimioluminométrica direta, que utiliza quantidades
constantes de dois anticorpos antiferritina. O primeiro € um anticorpo antiferritina policlonal
marcado com éster de acridina, e o segundo é um anticorpo antiferritina monoclonal ligado
por covaléncia a particulas paramagnéticas. A quantidade de RLU detetada no sistema é

proporcional a quantidade de ferritina na amostra. (155)

O valor de referéncia da ferritina em adultos é de 15 a 200ng/mL nos homens, e de 12 a

150ng/mL nas mulheres (107)
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E. Interpretacao

A deficiéncia do ferro pode ser produzida de trés maneiras: por ingestao insuficiente de
ferro; ferro ndo disponivel para a eritropoiese, apesar de estar em quantidade adequada; e

perda aumentada de ferro. (151)

O ferro encontra-se diminuido nos casos de deficiéncia de ferro; nas anemias ferroprivas;
e has anemias associadas a doencas cronicas graves, como as doengas reumatoides do
colageno, neoplasia maligna extensa, uremia, cirrose e infecao cronica grave. Encontra-se
diminuido também em casos de stress grave, como nos casos de cirurgia, infe¢gao, enfarte do

miocardio ou cerebral e no tratamento de anemia megaloblastica. (151)

O ferro encontra-se aumentado no caso de anemia hemolitica, nos casos de sobrecarga
de ferro, na estrogenoterapia e na hepatite aguda. Pode ainda estar normal ou aumentado na

talassemia menor. (151)

Na gravidez, ocorre um ligeiro aumento de ferro no primeiro trimestre devido ao aumento
da transferrina ocasionado pelo aumento do estrogénio. Entretanto, no terceiro trimestre,
ocorre uma queda dos niveis de ferro devido a baixa do estrogénio e devido ao aumento de

utilizagéo do ferro. (151)

A transferrina € uma proteina de fase aguda negativa, por isso, diminui nos casos de
doengas agudas e cronicas graves. A redugdo dos niveis de transferrina acarreta na
diminuicdo da capacidade total de ligagéo do ferro. Também se encontram diminuidos nos
casos de sobrecarga de ferro e hipoproteinemia. A transferrina e a TIBC encontram-se

elevadas nos casos de estrogenioterapia, gravidez, alcoolismo e hepatite aguda. (151)

A ferritina, por ser uma proteina de fase aguda positiva, encontra-se elevada em resposta
a inflamagdo aguda, infegdo e traumatismo. Também se encontra elevada em pacientes
submetidos a transfusao de sangue, na anemia megaloblastica, na anemia hemolitica e na

hepatite crénica. A ferritina encontra-se diminuida nos casos de deficiéncia de ferro. (151)

4.2.1.11 Metabolismo Mineral e Osseo

O tecido 6sseo € uma forma especializada de tecido conjuntivo constituido por células e
por matriz extracelular. A matriz 6ssea é um 6timo reservatorio de ides minerais do organismo,

principalmente calcio e fésforo. (156)

Existe um mecanismo homeostatico para a manutencao das concentragdes do calcio e do

fésforo, em que o osso é responsavel pelo armazenamento e mobilizagdo; o intestino é
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responsavel pela absorgdo; o rim € responsavel pela eliminagdo; e hormonas séao

responsaveis pela regulagéo. (156)

A. Calcio

No organismo, o calcio apresenta-se de duas formas: na sua forma de stock presente nos
0Ss0s; e no plasma sanguineo, onde pode se encontrar livre na sua forma biologicamente

ativa, ou ligado a albumina. (157)

O doseamento do caélcio € utilizado no diagnéstico e tratamento da doenga paratiroide,

doencas Osseas, insuficiéncia renal cronica e tetania. (158)

O teste para a detecao do calcio é realizado no Atellica CH, utiliza como amostra o soro,
plasma (heparina de litio) e urina. O ensaio baseia-se no uso da o-cresolftaleina-complexona
sem desproteinizacdo, em que os ldes de calcio formam um composto violeta com o-

cresolftaleina-complexona num meio alcalino, e a reagao é medida de 545 a 658nm. (158)

O valor de referéncia de calcio, em adultos, é de 8,4 a 10,2mg/dL. (107)

B. Paratormona

A hormona paratiredidea ou paratormona (PTH) é secretado pelas glandulas paratireoides
em resposta a baixas concentracdes plasmaticas de calcio livre. Promove a reabsorgao 6ssea

e a reabsorgao de calcio nos tubulos renais, o que previne a sua perda pela urina. (157)

O doseamento da paratormona ¢é utilizado no diagnostico diferencial de

hiperparatiroidismo ou hipoparatiroidismo. (159)

O teste para a detecao da paratormona é realizado no Atellica IM, utiliza como amostra o
soro, plasma com EDTA, plasma heparina de litio e plasma com heparina de sédio. O ensaio
€ um imunoensaio do tipo sanduiche efetuado em dois locais, que utiliza a tecnologia
quimioluminométrica direta, utilizando quantidades constantes de dois anticorpos anti-
humanos da PTH. Sendo, o primeiro, um anticorpo (N-terminal) anti-humano da PTH marcado
com éster de acridina, e o segundo um anticorpo (C-terminal) anti-humano da PTH ligado a
particulas paramagnéticas de latex revestidas por estreptavidina na fase sélida. A quantidade
de unidades de luz relativa detetadas pelo sistema é proporcional a quantidade de PTH na

amostra. (159)

O valor de referéncia da paratormona no soro do adulto é de 18,5 a 88,0 pg/mL, e no
plasma de 18,4 a 80,1 pg/mL. (159)
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C. Vitamina D

A vitamina D é importante na absorcéo intestinal do calcio e na regulagcdo da homeostase

do célcio. E ainda essencial para a formagdo e manutencéo de ossos fortes e saudaveis. (160)

A vitamina D é proveniente de duas fontes: da alimentacdo e de uma reacdo com raios
UV na pele. Pela alimentagao, esta presente, dentre outros, em peixes gordos e ovos. Quando
sintetizada na pele, é feita a partir do 7-dihidrocolesterol que, através dos raios UV, se torna
a pré-vitamina D3, que depois de transforma lentamente em vitamina D3. A pré-vitamina D3,
apos uma primeira hidroxilagéo hepatica, forma a 25(OH)D e, na segunda hidroxilagao renal,
forma o seu metabolito ativo a 1,25(OH)D. (156)

Os niveis da forma ativa da vitamina D (a 1,25(OH)D), ndo fornecem informagdes
fidedignas sobre os niveis de vitamina D. Isso se da, porque quando ocorre o défice da
vitamina D, a PTH eleva os seus niveis de produgao e secrecdo, aumentando assim a
atividade renal da 1a-hidroxilase, o que promove a converséo da 25(OH)D em 1,25(OH)D.
Como a 25(0OH)D existe em maior concentragao do que a 1,25(OH)D, com o esse aumento
da converséo, os niveis de 1,25(0OH)D podem ser normais, mesmo em situagdes de défice de
vitamina D. (156)

O doseamento da vitamina D é utilizado para determinar a suficiéncia dos niveis de
vitamina D. (160)

O teste para a detecdo da vitamina D é realizado no Atellica IM, utiliza como amostra o
soro, plasma com EDTA, plasma heparina de litio e plasma com heparina de sédio. O ensaio
€ um imunoensaio competitivo que utiliza: um anticorpo antifluoresceina monoclonal de rato
ligado por covaléncia a particulas paramagnéticas; um anticorpo anti-25(OH)vitamina D
monoclonal de rato marcado com éster de acridina; e um analogo de vitamina D marcado com
fluoresceina. A quantidade de unidades de luz relativa detetadas pelo sistema é inversamente

proporcional a quantidade de vitamina D na amostra. (160)

O valor de referéncia da vitamina D, em adultos, € entre 30 a 100 ng/mL. (160)

D. Foésforo

O fosforo € um importante anido celular e extracelular. Dentro da célula, tem um papel
estrutural nos acidos nucleicos e nos fosfolipidos. Faz parte de estruturas de transferéncia de
energia como ATP e de co-fatores como NAD e NADP. E também um componente integral
no metabolismo intermédio dos hidratos de carbono, lipidos e proteinas. Participa ainda na

concentracdo muscular e transporte eletrolitico. Fora da célula, é relevante para a
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mineralizacio 6ssea, dado que as alteragdes de sua concentracdo acompanham a deposi¢cao

do célcio e a reabsorgéo 6ssea. (156, 161)

O doseamento do fésforo é utilizado para diagnostico e tratamento de doengas renais,

disfuncdes da glandula paratiroide e deficiéncia de vitamina D. (162)

O teste para a detegédo do fosforo inorganico é realizado no Atellica CH, utiliza como
amostra o soro, plasma (heparina de litio) e urina. O ensaio baseia-se na reagao do fésforo
inorganico com o molibdato de amonio na presenga de acido sulfurico para formar um
composto de fosfomolibdato n&o reduzido, que € medido como uma reagao de ponto final de
340 a 658nm. (162)

O valor de referéncia do fosforo, para adultos, é entre 3,0 a 4,5 mg/dL. (107)

E. Magnésio

O iao magnésio é o segundo catido intracelular mais abundante no nosso organismo e
desempenha um papel importante na ativacdo de inUmeros complexos enzimaticos. Participa
ainda de numerosas etapas da bioquimica intracelular como: glicélise, metabolismo oxidativo

e transporte transmembrana do calcio e potassio. (161)

O doseamento do magnésio € utilizado para diagnoéstico e tratamento de hipomagnesemia

e hipermagnesemia. (163)

O teste para a detegdo do magnésio € realizado no Atellica CH, utiliza como amostra o
soro, plasma (heparina de litio) e urina. O ensaio baseia-se na reagao dos ides de magnésio
com o azul de xilidil num meio alcalino para formar um composto roxo-avermelhado soluvel
em agua. O aumento da absorbancia é proporcional a concentragao de magnésio na amostra
e € medido de 505 a 694nm. (163)

O valor de referéncia do magnésio, em adultos, é entre 1,5 a 2,0 mEq/L. (107)

F. Interpretacao

O calcio encontra-se diminuido nos casos de: hipoparatireoidismo; pseudo-
hipoparatireoidismo; na deficiéncia de vitamina D; na deficiéncia de magnésio; na doenga
renal; na sindrome do osso faminto; e em causas mais raras como: cancro; rabdomidlise

aguda; pancreatite aguda; intoxicagao por etilenoglicol e transplante de medula éssea. (157)

O célcio encontra-se elevado nos casos de hiperparatireoidismo e cancro. Causas raras
como doenga renal, doengas granulomatosas, tirotoxicose e terapia com calcio também

podem ser causa de hipercalcemia. (164)
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A PTH encontra-se diminuida nos casos de hipoparatiroidismo, e encontra-se elevada nos
casos de hiperparatireoidismo. Encontra-se ainda normal ou elevada nos casos de pseudo-

hipoparatiroidismo. (125)

A vitamina D encontra-se diminuida nos casos de baixa exposi¢do ao sol, alimentacao
inadequada, reducao de absorg¢ao, metabolismo anormal, resisténcia a vitamina D, cancro,
hipertensao arterial, osteoporose e doencas autoimunes. Quando a vitamina D esta baixa, a
absorgao do calcio é comprometida, o que resulta em uma hipocalcemia. Isso estimula a

secregao da PTH que faz baixar a fosforemia. (156)

O foésforo encontra-se baixo nos casos de: hiperparatireoidismo; tratamento de
cetoacidose diabética; alcalose; sindrome de realimentagao; hipofosfatemia oncogénica;
sindrome do osso faminto; e defeito congénito na reabsorgao tubular de fésforo. Encontra-se
elevado nos casos de insuficiéncia renal, hipoparatireoidismo, acidose e pseudo-

hipoparatireoidismo. (161)

O magnésio encontra-se diminuido nos casos de: dieta insuficiente; ma absorgéo; vomitos;
diarreia; diurese osmdtica; succdo nasogastrica prolongada; e tratamento com drogas
imunossupressoras, como a ciclosporina. Encontra-se elevado nos casos de insuficiéncia
renal. (161)

4.2.2 Rapid-Point 500
4.2.2.1 Gasimetria

A gasimetria arterial € um paradmetro importante para a avaliagdo dos gases presentes
Nno sangue, como 0 oxigénio e 0 gas carbonico. Os principais parametros analisados sao: o
potencial hidrogenionico (pH), a saturagao de oxigénio (SatO;), didxido de carbono (CO,),
pressao parcial (pO-), pressao parcial do gas carboénico (pCO.), bicarbonato (HCOs), anion
gap (AG) e lactatos. (165)

O pH é definido como o log negativo da concentragéo do iao de hidrogénio. Os ides
de hidrogénio s&do produzidos no corpo através da oxidacdo dos aminoacidos que contém

enxofre. Esses aminoacidos séo oriundos das proteinas consumidas na dieta. (165)

A concentragdo de hidrogénio (H*) no sangue é mantida dentro de limites estreitos.
Existem trés mecanismos que funcionam em conjunto para compensar pequenos

desequilibrios, sdo eles: sistema tampao, o pulmao e o rim.

O tampdo é uma substancia capaz de se ligar ao H*, capta temporariamente os

excessos de H*, e posteriormente o organismo elimina-os por excregdo renal. As principais
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substancias que atuam como tampdes sdo as proteinas plasmaticas, a hemoglobina, os

fosfatos e o sistema de bicarbonato-acido carbénico. (165,166,167)

O sistema respiratério regula os excessos de H* através da libertagdo ou retencao de
COs.. A desregulagao do sistema respiratorio origina: uma acidose respiratoria devido a uma
hipoventilagdo e uma acumulagdo de CO2; ou uma alcalose respiratéria devido a

hiperventilagao e deplegdo de CO,. (165)

O sistema renal possui uma fungdo semelhante a fungéo de regulagédo do H*, pois os
dois sistemas nao séo independentes, mas compensatoérios. O sistema renal regula a
concentragdo do H" através da eliminagdo renal de H* ou HCO3. A acidose metabdlica ocorre
devido a reduzida secregdo de H" e reduzida reabsorgdo de HCOs. Por outro lado, a alcalose

metabolica ocorre devido a elevada secregdo de H* e elevada reabsorgdo de HCOs. (165)

A saturagéo de oxigénio (SatO.) € medida para avaliar a percentagem de oxigénio
transportado pela hemoglobina em relagdo a quantidade total de oxigénio que a hemoglobina

pode transportar. (125)

O diéxido de carbono (CO3) é produzido pela respiragéo celular e é transportado pelo
sangue para ser excretado pelos pulmbes. O CO, € um gas que forma um acido fraco quando
em solucdo, e tem o potencial de afetar o balanco acido-base em condigcbes anormais da

funcgéao respiratéria. (165)

A pressao parcial (pOz) corresponde a pressao exercida pelo oxigénio dissolvido no

sangue. (168)

A presséao parcial do diéxido de carbono (pCO-) refere-se a presséo parcial do gas
CO; no plasma. E uma 6tima medida da ventilagéo alveolar, pois o CO; se difunde pelas
membranas alveolares mais eficientemente do que o oxigénio. Quando a ventilagdo esta

alterada a pCO- estara elevada. (168)

O bicarbonato (HCO3) é extremamente util na sua fungdo de tamponamento, pois
remove o H* em excesso no organismo. E tdo fundamental para o tamponamento que pode
ser usado como medigao do estado acido-base do organismo, quando avaliado o sistema de

bicarbonato do plasma. (165)

O intervalo anidnico, ou anion gap (AG), é avaliado de acordo com os resultados dos
eletrélitos. E dado pelo calculo da diferenca entre: a soma dos catides sodio e potassio, e a
soma dos anides, cloreto e bicarbonato. Esse intervalo € uma ferramenta bioquimica utilizada

na avaliagéo de problemas acido-base, entretanto, nao representa um intervalo real. (169)
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O lactato é o ultimo produto de degradagéo anaerdbia da glicose, proveniente da
reducao do piruvato pela desidrogenase lactica. Ocorre principalmente nos musculos e nas

hemacias. O seu doseamento é importante nas hipoxias severas. (125)

Para a realizagédo da gasimetria, é feita uma colheita arterial com seringa heparinizada
ou colheita venosa. No laboratério, é utilizado o equipamento RapidPoint 500 - Siemens
(figura 15) para a realizagdo das gasimetrias e para doseamentos isolados, como: o
doseamento de pH em liquidos biolégicos; o doseamento de calcio ionizado; e o doseamento

de lactato.

Figura 15 - Equipamento de gasimetria RapidPoint 500 (Siemens) [Silvana Agra; 2023]

O RapidPoint é um analisador Point-of care que realiza dete¢des através de um
modulo de medigdo. O médulo contém sensores planares como um componente Unico e
integrado. O sistema faz uso de eletroquimica, potenciometria, amperometria e condutividade
para as medigbes. Parametros como pH, pCO2, pO., eletrdlitos, glicose e lactatos sdo

medidos, ao passo que outros sdo calculados. (170)

A respeito das medicdes:

e as medigdes de pCO2, pO2 e pH séao utilizadas no diagndstico e tratamento de
disturbios de acido-base;

e as medi¢cdes de eletrdlitos sdo usadas no diagnostico e tratamento de
desequilibrios eletroliticos;

e amedicdo de célcio ionizado ¢é utilizada no diagnéstico e tratamento de doenca
da paratireoide, osteopatias e doencga renal cronica;

e o0 doseamento de lactato auxilia na avaliagdo do estado acido-base, gestao de
acidose, choque e sépsis. (171)
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Os principais valores de referéncia de gasimetria em sangue arterial sdo: pO- (75 a
105 mm Hg), pCO2 (33 a 45 mm Hg), pH (7,35 a 7,45) e lactato (4,5 a 14,4 mg/dL). (107)

4.2.3 Premier Hb9210
4.2.3.1 Hemoglobina glicada

A medigéo da hemoglobina glicada (HbA1c) € importante na monitorizagéo de diabetes por
esta refletir a média glicémica a cerca dos ultimos quatro meses. A hemoglobina é constituida
por hemoglobina A, Az e F. Os percentuais dessa composi¢ao sédo: 97 a 98% de hemoglobina

A; 2,5% de hemoglobina A, e apenas 0,5% de hemoglobina F.

A respeito do processo de glicosilagdo da hemoglobina, podemos descrever que, quando
os eritrécitos sdo expostos a glicose plasmatica, ocorre um fenédmeno chamado glicosilagéao.
Esse processo consiste na fixagdo de uma molécula de glicose ao aminoacido terminal valina
da cadeia beta da hemoglobina. Apds glicada, a hemoglobina A passa a ser denominada
hemoglobina A1. Esta hemoglobina A1 é constituida por trés variantes: HbA1a, HbA1b e
HbA1c. A HbA1c é a mais importante dessas variantes, representando cerca de 80% da
hemoglobina A1 total, enquanto as outras duas (HbA1a e HbA1b) juntas compdem menos de
20% da hemoglobina glicada. (172)

Para o doseamento de HbA1c, o laboratdrio utiliza o Premier Hb9210 (Figura 16). Este é
um equipamento de HPLC (cromatografia liquida de alta eficiéncia) de afinidade com
boronato. (173)

Figura 16 - Equipamento Premier Hb9210 - Menarini Diagnostics. [Silvana Agra; 2023]
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A separagao por afinidade baseia-se na ligagéo especifica e reversivel dos grupos cis-
didis (compostos que apresentam duas hidroxilas no mesmo lado) da molécula de glicose da
hemoglobina glicada ao acido m-aminofenilborénico, na forma de gel, presente na coluna. A
hemoglobina glicada liga-se a coluna, enquanto a hemoglobina nao glicada (HbAQ) é eluida.
Um contra-ligante é ent&o utilizado para competir com os locais de ligagdo, permitindo que a
hemoglobina glicada seja eluida da coluna. As fragdes de hemoglobina s&o identificadas por

um detector de fotodiodo LED com um comprimento de onda unico de 413 + 2 nm. (173)

O valor de referéncia no adulto é desejavel inferior ou igual a 6%. (107)

4.2.4 Capillarys 2
4.2.4.1 Eletroforese de proteinas

A eletroforese de proteinas auxilia na triagem de anormalidades das proteinas séricas.
O laboratério utiliza o Capillarys Sebia 2 (figura 17) para este fim. Este equipamento utiliza o
principio da eletroforese capilar em solugéo livre, em que as moléculas com carga séo
separadas através da sua mobilidade eletroforética a um nivel de pH especifico e num tampao
alcalino. (175)

Figura 17 - Equipamento Capillarys Sebia 2 [Silvana Agra; 2023]

A eletroforese das proteinas séricas € um método simples, que permite separar
proteinas do plasma humano em seis fragdes principais: albumina, alfa-1-globulina, alfa-2-
globulina, beta-1-globulina, beta-2-globulina e gamaglobulina. Além disso, expde os niveis de

concentracdo dessas proteinas. (174)
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Sobre a fracdo da albumina, é possivel identificar a diminuicdo da concentragéo de

albumina nos casos de desnutricdo, gravidez, cirrose hepatica, sindrome nefrética e em

consequéncia de hemorragias e queimaduras. O aumento da albumina ocorre no caso de
desidratacao. (174)

A fragao alfa-1-globulina inclui a proteina alfa-1-antitripsina, alfa-1-glicoproteina acida,

alfa-fetoproteina e outras proteinas transportadoras. Sobre elas:

a alfa-1-antitripsina apresenta-se elevada nos casos de inflamagbes e apos
administracdo de estrogénio, e encontra-se diminuida nos casos de doenca
hepatica, doenga pulmonar e doenga genética recessiva;

a alfa-1-glicoproteina acida encontra-se elevada nos casos de inflamagéo,
administracao de glucocorticoides e corticosteroides, e encontra-se diminuida
nos casos de lesbes hepaticas, lesdes renais e apdés administracdo de
estrogénios.

a alfa-fetoproteina encontra-se elevada nos casos de tumor nos ovarios, tumor
nos testiculos, nos casos de carcinoma hépato celular e do pancreas. (174)

A fragdo alfa-2-globulina inclui a haptoglobina, a alfa-2-macroglobulina e a

ceruloplasmina. Sobre elas:

a haptoglobina esta elevada nos casos de inflamagéo, administragédo de
corticosteroides e androgénios, e encontra-se diminuida nos casos de
hemolise intravascular, lesdo hepatica, lesédo renal, na malaria e na gravidez.
a alfa-2-macroglobulina esté elevada nos casos de lesdo renal e apds a
administragao de estrogénio, e encontra-se diminuida nos casos de inflamagéao
e carcinoma da préstata.

a ceruloplasmina encontra-se elevada na inflamacgéo e apds a administragao
de estrogénio, e encontra-se diminuida nos casos de ma nutricdo, lesédo
hepatica e doenca de Wilson. (174)

A fragéo beta-globulina inclui a transferrina, beta-lipoproteinas e varios componentes

do complemento. Sobre elas:

a transferrina encontra-se elevada na gravidez, apdés a administragdo de
estrogénio e nas anemias ferropénicas, e encontra-se diminuida nos casos de
leséo hepatica, leséo renal, ma nutricao e inflamagao.

as beta-lipoproteinas estdo elevadas nos casos de inflamacgao, neoplasia do
linfocito B e em rejeicao de transplante, e esta diminuida nos casos de lesdes
renais.

os complementos C3 e C4 encontram-se elevados nas infegbes e nas
neoplasias, e estdo diminuidos nos casos de lesdo renal, administracdo de
imunossupressores, doenga genética e em criangas. (174)

A fracdo das gamaglobulinas é constituida predominantemente do anticorpo IgG

enquanto os anticorpos IgA, IgM, IgD e IgE sdo apresentados na area de jungao beta-gama

(entre a fragdo das betaglobulinas e a fragdo das gamaglobulinas). A concentragao das

gamaglobulinas esta diminuida na presenca de hipogamaglobulinemia e agamaglobulinemia,

e encontra-se elevada nos casos de infegdes, inflamagdes, neoplasias, mieloma multiplo e

desordens linfoproliferativas. (174)
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4.2.5 Spectrum Two

4.2.5.1 Analise de Cristais

A litiase urinaria € uma doencga cuja prevaléncia e incidéncia tem aumentado ao longo
dos anos e esta associada a patologias como hipertensao arterial, diabetes, obesidade e
sindrome metabdlica. Ocorre devido a formacgao sélida de substancias que normalmente sédo
filtradas do sangue e excretadas na urina. Essas formagdes solidas aglomeram-se e
depositam-se no interior dos rins, e com isso, transformam-se em calculos dificeis de serem

dissolvidos e expelidos. (176)

A identificagdo da composi¢cao quimica do calculo auxilia no diagnéstico da litiase
renal. Para este fim, o laboratério utiliza o Spectrum Two (figura 18), que é um espectrometro
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). O que permite analisar materiais através
de técnica nao destrutiva. Parte da radiacao infravermelha emitida é absorvida pela amostra

e parte dela é transmitida, formando uma impressao molecular unica. (177)

Figura 18 -Equipamento Spectrum Two — PerkinElmer. [Silvana Agra; 2023]

Com os resultados é possivel obter a cor, o tipo de corte, a forma, as dimensdes e a
composigao quimica do calculo. A composig¢ao dos calculos mais comuns vistos no laboratorio

durante o estagio foram os calculos de calcio e acido urico.

4.2.6 PlasmaQuant MS
4.2.6.1 Analise de Metais

No nosso organismo existem metais que s&o considerados essenciais para a

manutengao de varias fungdes fisioldgicas. Entretanto, alguns destes podem se tornar nocivos
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quando atingem certas concentra¢des limites, enquanto outros que n&do desempenham
quaisquer fungdes no organismo podem ser considerados toxicos devido a sua capacidade

de doar um ou mais electrdes, podendo assim reagir com os sistemas biolégicos. (178)

O equipamento PlasmaQuant (figura 19) é utilizado para a detegdo de metais em
diferentes matrizes bioldgicas pelo método ICP-MS, espectrometria de massa por plasma
individualmente acoplado. A amostra é injetada em um fluxo de plasma, que quebra as
ligagbes quimicas e ioniza atomos livres. O feixe de ides é centralizado e enviado para o
espectrometro de massa onde os ides serao detetados como pulsos com base na proporgéo
de sua massa para carga (m/z), combinando assim as suas assinaturas com as dos elementos
traco. (179)

Figura 19 - Equipamento Plasma Quant MS - AnalytikJena [Silvana Agra; 2023]

Sao realizadas as deteg¢des dos seguintes metais:

aluminio no plasma e na urina;
chumbo no sangue e na urina;
cadmio no sangue € na urina;
selénio no plasma e na urina;
mercurio no sangue total e na urina;
cobre no plasma e urina;

zinco no plasma e na urina;

zinco eritrocitario no sangue total;
magnesio eritrocitario no sangue total;
arsénio no sangue e na urina;
crémio no plasma e na urina;

iodo no plasma e na urina. (180)
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4.3 Setor de Genética

O estagio no setor de genética foi realizado em parte no setor de técnicas especiais na
sede da Unilabs, onde é realizada a parte de rastreios pré-natais. E, em parte, no Centro de

Genética Clinica (CGC), onde esta sediado o setor de genética.

O setor de genética possui cerca de quatro mil testes diferentes, que permitem a
prevencdo e diagnéstico de doencas hereditarias, cancro e outras doencas através da

identificagdo de alteragdes num determinado gene ou cromossoma. (181)

Todos os estudos de genética a serem realizados no laboratério sdo antes verificados
pela area de recegao e controlo de amostras (ARCA). Ali, verifica-se se estdo corretamente
registadas as amostras e se dispdem de todos os requisitos necessario para a execug¢ao do

estudo.

Para os estudos de diagnostico pré-natal sdo utilizadas amostras de liquido amnidtico,
vilosidades coridnicas e amostras de sangue de cordao umbilical. J& para os estudos de
oncologia, séo utilizadas: amostras de medula éssea; sangue periférico; aspirado ganglionar;
amostra de ganglio; amostra de tecido parafinizado; e amostra de células fixadas em tubo ou
em lamina. J&, para os estudos de citogenética convencional sdo utilizadas: amostras de
sangue periférico; biopsias de tecido; tecido resultante de produtos de morte embriofetal;

amostras de tecido parafinizado; e amostra de células fixadas em tubo ou em lamina. (182)

No ambito do processo analitico, sdo considerados critérios de rejei¢cao ou interferéncia
das amostras os seguintes parametros:

- Amostras de sangue periférico ou medula éssea colhidas em tubos ndo adequados ao
estudo pretendido.

- Amostras em formol, ou outra solugao de fixacao, para cultura celular.

- Amostras de sangue periférico ou medula éssea hemolisadas.

- Amostras de sangue periférico ou medula éssea coaguladas.

- Amostras com volume / material insuficiente.

- Amostras de DNA que ndo cumpram os requisitos minimos definidos para o ensaio.

- Laminas de citogenética partidas. (182)

4.3.1 Diagnéstico Pré-Natal - DPN

O rastreio pré-natal de aneuploidia fetal é realizado em gravidas para o rastreio das
aneuploidias mais frequentes, como as trissomias dos cromossomas 21, 18 e 13. Séo

ferramentas importantes para oferecer as gestantes um diagnédstico assertivo e seguro. (183)
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4.3.1.1 Rastreio Pré-Natal

O rastreio pré-natal é realizado através da ecografia e dos resultados dos
doseamentos bioquimicos. Associado a informagdes como: idade materna; histéria prévia de
aneuploidias; peso; raga; numero de fetos; e outros marcadores, permitem o calculo do risco

individual de aneuploidia para cada gestagao. Isso é feito através do software LifeCycle. (183)

As amostras utilizadas para a realizacdo dos doseamentos bioquimicos sdo amostras
de sangue seco em cartdo, colhidas por pung¢do do dedo. Os doseamentos da BHCG-livre,
PAPP, estriol livre, Alfafetoproteina e Inibina A sao realizados no equipamento AutoDelfia-
PerkinElmer (figura 20). Os ensaios sao fluoroimunoensaios de fase soélida de dois locais

baseados na técnica direta tipo sandwich. (186)

Figura 20 - Equipamento AutoDelfia - PerkinElmer. [Silvana Agra; 2023]

O rastreio do primeiro semestre é realizado entre a oitava e décima terceira semana
(mais seis dias) de gestagéo. Tal rastreio inclui a medi¢ao ecografica da translucéncia da nuca
a partir da décima primeira semana. Para além disso, também inclui o doseamento sérico da
fracao livre da gonadotrofina corionica humana (BHCG livre) e a proteina plasmatica
associada a gravidez (PAPP-A). O comprimento cabega-nadega do feto, medido no
ultrassom, é utilizado como base de calculo para converter a concentracido dos marcadores
em um multiplo da mediana (MoM) ajustados a idade gestacional, etnia, peso da materno e
tabagismo. MoM é a medida de qu&o longe um resultado individual estd da mediana.
(184,185)

118



O rastreio do segundo semestre é realizado entre a décima quarta e vigésima segunda
semana (mais seis dias) de gestacdo. Para esse rastreio, sdo doseados BHCG-livre, PAPP,
estriol livre, Alfafetoproteina e Inibina A. A partir da décima quinta semana, o rastreio inclui

também o risco para os defeitos do tubo neural. (184)

O rastreio pré-natal também pode ser realizado através de rastreio integrado. Este
consiste no rastreio de primeiro trimestre em conjunto com o de segundo semestre para

oferecer melhores taxas de detegao. (184)

O resultado do rastreio € apresentado como positivo ou negativo. A determinagéo
dessas duas categorias é feita a partir de um ponto de corte na analise do risco de aneuploidia.
Nos casos negativos, € um risco menor do que o ponto de corte, e, por isso, um risco de

aneuploidias reduzido; e nos casos positivos, o inverso. (183)

4.3.1.2 Teste Pré-Natal nao invasivo

O teste pré-natal ndo invasivo (NIPT) é um teste complementar ao rastreio pré-natal, com
a vantagem de poder ser feito a partir da décima semana. Para isso, utiliza DNA fetal livre,
em circulagdo no sangue materno, para realizar o rastreio das aneuploidias mais frequentes.
Sao essas aneuploidias: as trissomias dos cromossomas 21(Sindrome de Down), 18
(Sindrome de Edwards) e 13 (Sindrome de Patau); e as alteragdes numéricas dos
cromossomas sexuais (Sindrome de Turner, Sindrome de Klinefelter, Triplo X e Duplo Y).

Nesse teste, também é possivel identificar o sexo fetal. (183,187)

O teste deteta alteragdes especificas do DNA fetal através de NGS (sequenciagédo de
nova geragao). A técnica NGS, através de genotipagem, usando polimorfismo de nucleotideo
unico (SNPs), permite selecionar regides alvo, amplifica-las e sequencia-las. E entdo feita
uma comparagao entre os fragmentos e calculada assim uma fragao fetal, que permite

determinar o risco de ocorréncia de aneuploidias nos cromossomas em estudo. (188)

A amostra para esse teste consiste de 7 a 10 mL de sangue venoso materno colhidos no

tubo Streck. Os resultados sao expressos como nao detetado e detetado. (189)

4.3.1.3 Teste Pré Natal invasivo

Quando os resultados dos testes ndo invasivos sdo positivos, os resultados sdo
confirmados através de testes de amostras colhidas por técnicas invasivas. As técnicas

invasivas, para colheita, sdo: amniocentese e bidpsia de vilosidades coridnicas. As amostras
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colhidas s&o analisadas por QF-PCR (Quantitative Fluorescent Polymerase Chain Reaction)

e cariotipo. (189)

A amniocentese é a puncdo transabdominal do utero para a obtengdo do liquido
amniédtico. Deve ser realizada entre a décima quinta e a décima sétima semana de gestacao

e carrega o risco de 1% de aborto espontaneo. (185,190,191)

A técnica de biépsia de vilosidades coridnicas deve ser realizada entre a décima primeira
e a décima segunda semana de gestacdo. Também carrega o risco de abortamento
espontaneo de aproximadamente 1%. E importante notar que ha, no uso dessa técnica, um
risco de contaminagédo da amostra por ocorréncia de mosaicismo confinado a placenta, que é
uma condigao em que ha na placenta material genético aneuploide nao pertencente ao feto,

o que falseia analises citogenéticas no caso de fetos do sexo feminino. (190,191,192)

4.3.2 Citogenética

A area de citogenética estuda a estrutura e organizagdo cromossomica e suas
implicagdes para a saude. Através do cariétipo humano € possivel obter informagdes acerca
do numero de cromossomas por célula, da composicdo dos cromossomas sexuais e também
identificar anomalias cromossémicas numéricas ou estruturais, sejam elas constitucionais ou

adquiridas.

Quando a analise dos cromossomas revela que partes de cromossomas estido
perdidas ou ha trocas entre partes dos cromossomas, essas podem ser usadas para detetar

anormalidades cromossomicas hereditarias.

4.3.2.1 Cariétipo

A preparagao do cariétipo inicia-se com a cultura em tubo (suspenséo) de linfocitos.
Ao meio de cultura, o RPMI-1640, é adicionado soro bovino fetal e antibiético/antimicético.
Antes de iniciar a cultura, é determinada a densidade celular da amostra em camara de
Neubauer para determinar o volume de amostra que sera utilizado. Para cada amostra é
definido o numero e tipo de culturas a efectuar, em fungao do diagnéstico e da densidade
celular. (195)

Os cromossomas tornam-se visiveis nas células durante a mitose, especialmente na
metafase, quando atingem seu maximo de condensacéo. Nessa fase, o centrébmero e os
dois cromatideos de cada cromossoma sao perfeitamente visiveis ao microscopio optico.
(193)
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A mitose é provocada atraveés da adigdo de um agente mitogénico no meio de
cultura. As células sao bloqueadas em metafase através da adicdo da Colcemid (agente
despolimerizante de microtubulos, o que impede a segregagdao cromossdmica). Apos isso,
sao submetidas a um choque hipoténico através da solugao de cloreto de potassio e citrato
de sodio a amostra, o que permite que a agua entre na célula, turgindo-a para se obter um
correto espalhamento dos cromossomas na lamina. Nesse ponto, adiciona-se o fixador
(solugao de metanol e acido glacial) e realiza-se o espalhamento. Assim, preparam-se trés
laminas que séo observadas sob microscépio de contraste de fase (figura 21) para verificar

se ha metafases bem espalhadas e sem citoplasma. (196)

Figura 21 - Lamina de Cariétipo para avaliagao da qualidade das metafases. [Silvana
Agra; 2023]

Apés a preparagao das laminas, essas sao coradas (com bandagem GTG) utilizando
tripsina e o Giemsa. As laminas sdo examinadas no microscopio 6ptico. Sdo feitas diversas
fotografias dos cromossomas que, através do programa lkaros (figura 22), sdo recortados,
emparelhados e classificados.
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Figura 22 - Processo de montagem de Cariétipo. [Silvana Agra; 2023]

A analise e seu resultado sao feitas de acordo as diretrizes do laboratério que sao
baseadas nas atuais diretrizes europeias, americanas e/ou especificas de cada doenca. A
analise cromossomica inclui a analise minima de vinte metafases com contagem e pontuagéo
de cromossomas estruturalmente anormais. E, para cada caso, pelo menos dez metafases
sdo capturadas e cariotipadas. As imagens captadas s&o revistas por um segundo técnico.
(197,198)

4.3.2.2 FISH

Contudo, as técnicas da citogenética classica apresentam uma dependéncia do
crescimento em culturas de células para a obtengdo de nucleos em metafase. Por esse
motivo, o estudo de doengas como o Mieloma Muiltiplo, por exemplo, é dificultado pelo seu
baixo indice mitético. Além disso, esse conjunto de técnicas se prova ineficaz na detegéo de
alteragdes cripticas (como translocagao t(4;14)(p16;932)), que recebem esse nome por serem

muito subtis e dificeis de detetar pela inspe¢ao microscopica. (199)

Assim, o uso de técnicas moleculares para analisar cromossomas tornou-se
amplamente necessario na citogenética, especialmente para a deteccdo de rearranjos

associados a doengas hematologicas, microdele¢gdes/microduplicagbes, anomalias
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estruturais, rearranjos subteloméricos, determinagdo do sexo e aneuploidias. Sdo algumas
dessas técnicas: FISH (Hibridizagdo In Situ Fluorescente), CGH (Hibridizagdo Gendmica

Comparativa), e NGS.

FISH, Fluorescent In Situ Hybridization € um método que analisa uma regido
cromossomica especifica através de fragmentos de DNA marcados com fluorocromos,
sondas, que hibridizam com a amostra de DNA numa lamina. O FISH pode ser aplicado em
células em interfase (nucleos) ou em células em metafase provenientes de cultura celular.
Para isso, a amostra do paciente & colocada numa lamina e as sondas sdo aplicadas na regido
de interesse da lamina. A amostra € desnaturada para separar as cadeias de DNA, seguida
de incubacao para hibridizacdo da sonda com a amostra. A analise dos resultados é realizada
no microscopio de fluorescéncia (figura 23), sendo a contagem de sinais FISH variavel de
acordo com a indicacao da analise. O software Metafer é utilizado para contagem de sinais
interfasicos. Os resultados constitucionais sdo emitidos de acordo com a ultima versdo do
ISCN. Os resultados onco-hematoldgicos sdo emitidos de acordo com as diretrizes

internacionais. (200)

Figura 23 - Imagem de FISH em analise. [Silvana Agra; 2023]

O FISH pode ser realizado nas amostras oriundas de: sangue periférico; medula
ossea; fluido amniético; vilosidades coridnicas e outros tecidos; sangue fetal; células fixas;

cultura de células e blocos e laminas de parafina. (200)

O uso da combinagao de diferentes sondas com diferentes fluorescéncias permite a

detecdo de multiplos alvos na mesma célula e/ou a detegdo de rearranjos. As principais
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sondas utilizadas sdo as sondas centroméricas, subteloméricas, painting e para regides

especificas. (200)

As sondas centroméricas tém como alvo a regido centromérica de um cromossoma,
sdo utilizadas muitas vezes como controlos internos para outras sondagens direcionais a
outras regides. Além de serem utilizadas para detegdo de aneuploidias e caracterizagao de

cromossomas marcados. (200)

As sondas subteloméricas possuem como alvo o teldomero de um cromossoma e sao

utilizadas para detegao de rearranjos envolvendo essa regido. (200)

As sondas painting sdo um conjunto de sondas que cobrem um cromossoma inteiro

ou brago cromossomico e séo utilizados para caracterizagdo de anomalias estruturais. (200)

As sondas para regides especificas tem como alvo regibes especificas do

cromossomas, como regides de microdelegdes/microduplicagdes recorrentes. (200)

4.3.2.3 MLPA

O Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) é uma técnica semi-
quantitativa utilizada para analisar variagdes no numero de copias (CNVs) no genoma. Esta
técnica determina o numero relativo de copias de até sessenta sequéncias de DNA em uma

unica reagédo baseada em PCR (Polymerase Chain Reaction) multiplex. (201)

O processo comega com a desnaturacdo da amostra de DNA. Neste passo, uma
mistura de sondas de MLPA é adicionada a amostra. Cada sonda consiste em dois
oligonucledtidos projetados para hibridar com sequéncias especificas no DNA-alvo. Durante
a subsequente reagao de PCR, as sondas ligadas sao amplificadas simultaneamente
utilizando o mesmo par de primers, resultando na amplificagdo de um conjunto Unico de
fragmentos de DNA. Um dos primers de PCR é marcado com fluorescéncia, o que permite a
visualizagdao dos produtos de amplificagdo durante a separagdo dos fragmentos por

eletroforese capilar. (201)

Ap6s a amplificagdo, um eletroferograma especifico da amostra € gerado. Neste
eletroferograma, os picos da amostra sdo comparados com padrdes de picos de DNA de
referéncia. Assim, uma diminuic¢ao relativa na altura de um pico indica a delecdo de uma ou
mais sequéncias-alvo, enquanto um aumento na altura relativa do pico indica um aumento no

numero de copias dessas sequéncias. (201)
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4.3.2.4 ARRAY

O estudo cromossdmico por array CGH baseia-se na técnica de hibridagdo genémica
comparativa (CGH). Neste método, o DNA extraido de amostra em estudo € comparado com
o DNA de uma amostra normal de referéncia para detetar regides com perda ou ganho de

material genético. (202)

Para realizar o estudo, podem ser utilizadas varias amostras como DNA, sangue
periférico em EDTA, liquido amniético, células de cultura de liquido amniético, vilosidades

coridnicas ou células de cultura de vilosidades coridnicas. (202)

Inicialmente, o DNA é digerido usando a enzima de restricdo Nsp |, que corta o DNA
em locais especificos, gerando fragmentos com terminagdes especificas. Em seguida, o DNA
€ amplificado por PCR ao longo de toda a sua extensao, utilizando primers que se ligam aos
adaptadores presentes no DNA. Apds a amplificagcdo, o DNA é purificado e tratado com outra

enzima de restrigdo para produzir fragmentos adicionais. (202)

Os fragmentos de DNA fragmentado sao entédo adicionados a um chip (como o chip
CytoScan 750K ou HD - Affymetrix®), que contém marcadores das regides a serem
analisadas, correspondendo ao DNA normal de referéncia. O chip contendo o resultado da
hibridacdo do DNA fragmentado com o DNA de referéncia é lavado e marcado com

fluorescéncia para andlise. O chip marcado com DNA é entdo lido em um scanner. (202)

Os dados obtidos sdo coletados em arquivos especificos, que sdo posteriormente
analisados pelo software de analise Affymetrix (ChAS) de acordo com os filtros definidos pelo
usuario (figura 24). As variantes sao analisadas e classificadas conforme as diretrizes atuais

e utilizando bases de dados relevantes para doengas e populagdes controlo. (202)
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Figura 24 - Imagem de Array CGH em analise. [Silvana Agra; 2023]

4.3.3 Analise de fragmentos

As técnicas que permitem a analise de um determinado fragmento de DNA sé&o
fundamentais devido a sua capacidade de caracterizar alelos especificos e detetar mutacdes
associadas a doengas. Sao amplamente utilizadas em pesquisa genética e diagndstico clinico
avangado para identificar e estudar variagdes genéticas significativas que podem impactar a

fisiologia e patologia humanas. (203)

4.3.3.1 Extracao de DNA

A extragdo é a primeira etapa, sendo a sua correta execugao de extrema importancia
para as etapas seguintes. Sdo utilizadas amostras de sangue periférico, medula 6ssea e
tecidos. E realizada em uma sala separada, na sala de extraco, livre de contaminagdo de
produtos de PCR. (203,204)

O processo de extragdo de DNA ¢é realizado de forma automatizada utilizando o
equipamento QIAsymphony- QIAGEN. E uma técnica rapida e eficiente de purificar acidos
nucleicos baseada em silica com a utilizagdo de particulas magnéticas. Essa metodologia é
baseada em quatro passos: lise, ligagdo do DNA a particulas magnéticas, lavagem e eluigcéo.
(204)
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Apos a extracdo dos acidos nucleicos, é realizada uma avaliagdo de qualidade.
Primeiro, mede-se a concentragao dos acidos nucleicos utilizando um espectrofotdbmetro, com
a absorbancia a 260 nm, onde um valor de absorbancia de 1 corresponde a 50 pg/mL de DNA
ou RNA. Em seguida, verifica-se o grau de pureza da amostra calculando a raz&o entre as
absorbancias a 260 nm e 280 nm, que deve estar entre 1,7 e 1,9 para ser considerada pura.
Quando necessario, também é realizada uma eletroforese em gel de agarose para verificar a

integridade da amostra, garantindo que néo esteja degradada. (204)

4.3.3.2 PCR

A reagdo em cadeia da polimerase (PCR) € uma técnica de alta sensibilidade e
especificidade, em que uma sequéncia especifica de DNA é amplificada. A sintese é feita pela
enzima Taq DNA polimerase, uma enzima termoestavel que possui uma actividade de
polimerase 5 -> 3’, bem como de exonuclease 3’-> 5’, sendo por isso capazes de corrigir

pequenos erros de sintese. (203)

O PCR ¢ realizado em uma placa de reagdo em um termociclador automatico, onde
ocorrem trés passos importantes: desnaturacao, emparelhamento e extensédo, cada um com

uma temperatura definida e que sao repetidos em média durante 30 a 40 ciclos. (203)

Na desnaturagao, devido ao aumento da temperatura, ocorre o rompimento das pontes
de hidrogénio e as duas hélices de DNA separam-se em duas cadeias simples. Em seguida,

a temperatura diminui permitindo o emparelhamento dos primers com o DNA alvo. (203)

Na extensdo, a temperatura é elevada para que ocorra a sintese de DNA. Inicia-se
pelo reconhecimento dos primers pela Tag DNA polimerase que catalisa a ligagédo
complementar dos desoxinucleotideos livres a cadeia molde. Desta forma obtém-se
novamente cadeias duplas de DNA. Uma nova desnaturagdo ocorre por conta de um aumento
da temperatura e o ciclo prossegue como descrito, repetindo-se. O DNA adicionado a mistura
reacional serve como molde para a sintese de novas cadeias, e essas novas cadeias, a
medida que séo sintetizadas em cada ciclo, também podem servir como molde para a sintese

de outras novas cadeias. (203)

A analise dos resultados é feita por eletroforese automatica utilizando o equipamento
Qiaxcel, permitindo de forma simples e rapida a separagao e a visualizagdo dos fragmentos
de DNA (figura 25). (203)
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Figura 25 - Visualizagao dos fragmentos em eletroforese. [Silvana Agra; 2023]

A sensibilidade da reacdo de PCR depende de fatores como a especificidade dos

primers, temperatura, condigdes quimicas da reagao e a qualidade da amostra. (203)
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5 Controlo de Qualidade

O laboratério UNILABS possui um sistema de gestao de qualidade que monitoriza e
controla a qualidade em todas as fases do processo da analise. O sistema de gestao da
qualidade utiliza a abordagem PDCA para o planeamento dos processos. Atualmente, o
laboratério é certificado pela norma NP EN ISO 9001:2015, acreditado pela NP EN ISO
15189:2014 e o setor de genética é acrescido ainda da certificagdo CLIA. O laboratério segue

ainda as normas e leis vigentes para laboratdrio clinico. (4)

O laboratério possui documentos que padronizam todas as andlises que sio realizadas.
Possui uma politica de educagao continuada, em que mantém os seus colaboradores em
aprendizagem continua. Monitoriza indicadores de qualidade para basear as acbes de
melhoria. Realiza periodicamente auditorias internas e recebe auditorias externas para a

verificagao dos cumprimentos dos procedimentos e normas. (5)

Possui espagos fisicos limpos e que atendem os requisitos legais para a execugao das
técnicas que sao realizadas no espago. Mantém os equipamentos monitorizados e com as
manutencées em dia, de acordo com os manuais do equipamento. Possui reagentes
rastreaveis e utilizados de acordo com a bula do fabricante. Para além disso, monitoriza os
controlos internos e conta com as avaliacbes externas do setor de qualidade para garantir a

qualidade do servigo prestado. (5)

5.1 Controlo de Qualidade Interno

O controlo de qualidade interno é baseado na utilizagao de amostras de valor conhecido,
a partir das quais sao doseados os diversos parametros nas mesmas condi¢cdes das restantes
amostras. Os niveis de concentracdo dos materiais de controlo utilizados, bem como a

frequéncia de execugao, vao de encontro as especificagdes das metodologias utilizadas. (5)

O controlo de qualidade interno no setor de microbiologia consiste na utilizagdo de
estirpes padrao de bactérias (ATCC) para a verificagao de todas as técnicas realizadas e dos
novos lotes de materiais utilizados. Para os testes rapidos € utilizado o controlo positivo e
negativo do fabricante realizado na abertura de cada novo lote. Os registos s&o realizados em

folhas de registo padrao e arquivados no software Innov\Way.

O controlo de qualidade interno do setor de bioquimica consiste na utilizagao de niveis
de controlo comercial que sao monitorados através do software Unity. Através do software, é
possivel monitorar os resultados da corrida analitica no grafico de Levey-Jennings. Podendo

assim realizar calibragdes quando se faz necessario.
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O controlo interno no setor de genética consiste na analise de amostras padroes
realizada de forma independente pelos técnicos de cada area, sendo os resultados registados
em registo padrao. Para cada reagédo de PCR séo utilizados controlos negativos no ensaio.
Na eletroforese é utilizado controlo negativo acrescido também do controlo de avaliagao da
intensidade do sinal obtido. No caso da técnica de MLPA as probemixes MLPA contém
fragmentos de controlo de qualidade que indicam a existéncia de problemas que podem afetar

os resultados.

5.2 Avaliagao Externa da Qualidade

O laboratério participa de comparacdes interlaboratoriais, através da avaliagdo externa
da qualidade. Participa dos programas RIQAS (Randox International Quality Assessment
Sample), do UK-NEQAS (National External Quality Assessment Scheme) e do GENQA

(Genomics Quality Assessment).

Os programas de avaliagdo externa da qualidade constituem desafios clinicamente
relevantes que reproduzem amostras de clientes. Com efeito, servem de avaliagdo para todo
o sistema analitico. Os resultados da avaliagao externa da qualidade sdo monitorizados e,
guando necessario, sao implementadas acdes corretivas quando os critérios estabelecidos

nao sao cumpridos. (5)

Para os testes em que ndo esteja disponivel um programa formal de comparagéo
interlaboratorial, o laboratério utiliza materiais a analisar provenientes do exterior, como a

troca de amostras com outros laboratérios. (5)
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6 Fase Poés-analitica

Ap6s a conclusao da fase analitica, da-se lugar a fase pds-analitica, que é o produto final
do laboratério, em que todo o servigo prestado e todas as fases do processo serdo expressos

na forma de boletim de resultado.

Compreende-se por fase pds-analitica a validacao dos resultados, a emissao do boletim

dos resultados e a entrega dos resultados ao doente ou médico. (205)

A validagao biopatolégica tem como fungao avaliar o resultado obtido daquela analise
juntamente com outros resultados que tenha de outros setores, levando em consideracao as
informagdes clinicas do doente e os resultados anteriores conhecidos ou apurados. Com isso,
€ possivel estipular se aquele resultado foi obtido respeitando condicbes técnicas
satisfatorias, e, com isso, podem ser assinados, ou se necessitam de uma confirmacao de

resultado na mesma amostra, ou através de uma repeticao de colheita. (205)

Além da qualidade dos resultados validados, o boletim analitico precisa ser
compreensivel e conter elementos fundamentais como: a identificagdo do laboratério; a
identificagao do diretor técnico; os dados completos do utente em todas as paginas; o numero
de paginas em relagao ao numero total de paginas; a data da emissao do boletim; identificagéo
do clinico prescritor; identificacdo de quem o validou; o tipo de amostra; o método laboratorial
utilizado; os valores de referencia bioldgica; e os resultados obtidos devem ser expressos em

unidades Sl, ou rastreaveis ao Sl. (205)

As entregas do boletim de resultados podem ser realizadas diretamente ao médico ou ao

proprio doente de forma presencial ou por e-mail. (205)
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7 Conclusoes

A realizacdo do estagio curricular dentro do curso de mestrado de andlises clinicas
demonstrou ser uma excelente ferramenta para solidificar os conhecimentos adquiridos

durante o curso, além de proporcionar uma experiéncia pratica em um ambiente profissional.

O estagio no laboratério UNILABS Porto foi, em todo, uma experiéncia extremamente
enriquecedora. Por se tratar de um laboratério de grande porte, foi possivel adquirir
experiéncia em setores antes desconhecidos, como o setor de técnicas especiais e o setor de
genética, permitindo acesso a equipamentos inéditos e novos protocolos, que puderam ser

praticados.

Além dos setores de microbiologia, bioquimica e genética, foi possivel conhecer todos os
setores do laboratorio e, com isso, acompanhar uma amostra desde a colheita, triagem, a

realizagao da analise no seu respetivo setor e a sua validagao.

O estagio contribuiu significativamente para o direcionamento dos interesses futuros. O
contato com um setor dedicado a genética despertou um grande interesse pela area, o que

enseja aprofundamento futuro em uma area em rapida evolugao.
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1 Introducao

As neoplasias mieloproliferativas (NMP) referem-se a um grupo heterogéneo de doengas
que tém origem numa célula progenitora hematopoiética multipotente em que ocorre
proliferagéo clonal da linhagem mieloide sem displasia significativa e com tendéncia para
hematopoiese extramedular. (206)

De acordo com a classificagdo da Organizagdo Mundial de Saude (WHO - World Health
Organization), as NMP englobam as seguintes doengas: leucemia mieloide croénica,
policitemia vera, trombocitemia essencial, mielofibrose primaria, leucemia neutrofilica crénica,
leucemia eosinofilica cronica, leucemia mielomonocitica juvenil e neoplasia mieloproliferativa
nao especificada de outra forma. Sao divididas em dois grupos: NMP BCR::ABL1 positivas,
que inclui somente a leucemia mieloide cronica (LMC); e NMP BCR::ABL1 negativas, onde se
incluem as demais neoplasias mieloproliferativas. (207)

O diagnéstico diferencial das NMP BCR::ABL1 negativas depende das caracteristicas
clinicas e dos diagnésticos hematolégico e molecular. A policitemia vera, trombocitemia
essencial e mielofibrose primaria compartiham muitas caracteristicas relacionadas as
disfungbes celulares das células hematopoiéticas. As mutagdes nos genes JAK2, MPL e
CALR sao as mais frequentes quando se trata destas doengas. (207)

Ja a leucemia neutrofilica crénica é caracterizada por leucocitose e hipercelularidade da
medula éssea com predominio de neutrofilia, verificando-se uma associagdo com mutagoes
no gene CSF3R e auséncia do cromossoma Philadelphia. Em contraste, a leucemia
eosinofilica cronica é caracterizada pela hipereosinofilia persistente no sangue periférico,
aumento de blastos na medula éssea ou no sangue, auséncia do cromossoma Philadelphia e
a presenca de uma anormalidade citogenética clonal. A leucemia mielomonocitica juvenil é
caracterizada pela ativagao descontrolada da via RAS. As neoplasias mieloproliferativas ndo
especificadas de outra forma, sdo um grupo de neoplasias semelhantes as neoplasias
mieloproliferativas, porém ndo podem ser claramente classificadas como sendo de um dos

subgrupos. (207)

Os atributos clinicos (caracteristicas gerais da doenga) e biolégicos (fusdes e mutagoes
genéticas), tornaram possivel a compreensdo da patogénese nas neoplasias
mieloproliferativas BCR::ABL1 negativas. As novas ferramentas de diagnéstico molecular
permitem aprimorar a classificagédo e diagndstico das NMP, expandindo os horizontes de
tratamento, o que é vital dada a propenséo a transformacao fibrética e leucémica das NMP.
(207)
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2 Objetivos

As neoplasias mieloproliferativas sdo um grupo heterogéneo de doengas com
caracteristicas clinicas, fisiopatologicas e genéticas distintas, que ainda ndo se encontram
totalmente esclarecidas. E de suma importancia, que o diagnéstico molecular se desenvolva

e contribua para a elucidagdo dos mecanismos da doenga, pois constitui a Unica forma de

ampliar o panorama de terapias alvo moleculares.

A presente monografia tem como objetivo geral, fornecer uma revisdo no ambito do

diagnéstico laboratorial, principalmente do diagnéstico hematolégico e molecular das NMP,

apresentando como objetivos especificos:

Descrever a etiologia das NMP;

Descrever as alteragdes genéticas das NMP;

Abordar a epidemiologia das NMP;

Caracterizar a Policitemia vera;

Caracterizar a Trombocitemia essencial;

Caracterizar a Mielofibrose primaria;

Caracterizar a Leucemia neutrofilica cronica;

Caracterizar a Leucemia eosinofilica cronica;

Caracterizar a Leucemia mielomonocitica juvenil;
Caracterizar a Neoplasia mieloproliferativa ndo especificada de outra forma;
Abordas os critérios de diagnoéstico estabelecidos pela WHO;
Descrever os diagnosticos hematoldgicos das NMP;

Descrever os diagnésticos moleculares das NMP.
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3 Neoplasias mieloproliferativas

3.1 Neoplasias hematolégicas

A hematopoiese (figura 26), € o nome que se da ao processo responsavel pela produgao
continua e regulada dos elementos celulares do sangue. As diferentes linhagens
hematopoiéticas originam-se de uma célula indiferenciada pluripotente, denominada célula

estaminal hematopoiética. (208)

Figura 26 - Esquema da hematopoiese. [Adaptado de (209)]

Nos adultos a hematopoiese acontece essencialmente na medula 6ssea e regula as
varias etapas de produgéo, diferenciacao e maturagao celular. Varios genes reguladores da
producao estdo envolvidos no controlo da hematopoiese, tanto fatores estimuladores, quanto
inibidores. (208)

Os fatores estimuladores incluem, por exemplo, fatores estimuladores de colénias (CSF;
colony stimulating factors), a eritropoietina (EPO) e a trombopoietina (TPO). Os fatores
inibidores incluem fatores de necrose tumoral (TNF- a), a lactoferrina, a prostaglandina E e os
interferons IFN- a/IFN- y. Outras substancias sdo capazes de controlar a capacidade de
autorrenovagao das células estaminais, como as interleucinas (IL), stem cells factor e CSF.
(208)
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A desregulacédo da hematopoiese é ocasionada por desordens genéticas, que resultam
no desenvolvimento de neoplasias hematologicas. As neoplasias hematologicas séo
classificadas de acordo com a linhagem e o grau de diferenciacdo das suas células
precursoras. Quanto ao grau, podem ser classificadas em agudas e cronicas. Quanto a
linhagem, podem ser de origem linfoide ou mieloide. As neoplasias mieloides podem, ainda,
ser subdivididas em leucemia mieloide aguda, neoplasias mieloproliferativas, neoplasias

mielodisplasicas e neoplasias mielodisplasicas/mieloproliferativas. (210)

As neoplasias mieloproliferativas (figura 27) sdo um conjunto de doengas em que ocorre
a proliferagéo excessiva de uma ou mais linhagens mieloides; ou a sua nao divisédo, devido a

um excessivo crescimento de tecido fibroso. (210)

Figura 27- Esquema das Neoplasias Mieloproliferativas. [Adaptado de (211)]

3.2 Disturbios genéticos das NMP

A transformagao clonal da célula estaminal hematopoiética de linhagem mieloide, que
origina as neoplasias mieloproliferativas, ocorre devido a alteragdes genéticas adquiridas.
Destacam-se como principais desregulagdes o gene de fusdo BCR::ABL1 e mutagdes
somaticas nos genes JAK2, CALR e MPL. (212)

Essas alteragbes genéticas culminam na ativagdo constitutiva das vias de transdugéo
de sinal da hematopoiese, causando a proliferagdo anormal e acumulo de células maduras

de uma ou mais linhagens hematopoiéticas. (212)
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3.2.1 Gene BCR::ABL

O gene de fusdo BCR::ABL1 (figura 28), ocorre devido a uma translocagao reciproca
entre os cromossomas 9 e 22, 1(9;22)(q34;q11), durante a divisdo celular, na medula 6ssea.
A quebra dos cromossomas ocorre e os fragmentos quebrados rearranjam-se de forma
incorreta, dando origem ao gene BCR:ABL1, também denominado de cromossoma
Philadelphia (Ph). Foi denominado de Philadelphia devido a sua descoberta ter ocorrido num
instituto em Philadelphia. (213)

Figura 28 - Representacgao da translocacado do gene BCR::ABL1 [Adaptado de (214)]

O gene BCR (breakpoint cluster region) esta localizado no cromossomo 22 e gera a
proteina BCR, responsavel pela regulagdo do processo de sinalizagao e divisao celular. O
gene ABL1 (Abelson leukemia gene) é assim designado devido ao sobrenome do cientista
que o descobriu, Helbert Abelson. O gene ABL1 esta localizado no cromossoma 9 e gera a

proteina tirosina cinase ABL, responsavel pela regulagéo do ciclo celular. (213)

O gene de fusao BCR::ABL1 gera a produgao de uma proteina anormal, a enzima BCR-
ABL tirosina cinase. A sua atividade aumentada implica a fosforilagdo de varios substratos,
ativando cascatas de transdugao de sinal que afetam a proliferacao celular. Causa, ainda, a
diminuicdo da dependéncia do fator de crescimento e diminuigcdo da apoptose das células
mieloides. (214,215)

3.2.2 Mutagoes no gene JAK2

O gene JAK2 possui 25 exdes e esta localizado no cromossoma 9p24 e codifica a
proteina JAK2, proteina pertencente da familia de enzimas janus cinases. A familia JAK é
composta de JAK1, JAK2, JAK3 e TYK2 (tirosina cinase 2). A JAK2 é uma proteina importante
na sinalizagédo intermediaria da hematopoiese, sendo fosforilada em resposta a acdo de

citocinas. A proteina possui sete dominios (figura 29), dentre eles o dominio JH1, que possui
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atividade enzimatica e o dominio JH2 que ndo possui atividade enzimatica, sendo um

regulador negativo da atividade da cinase. (216,217,218)

Figura 29 - Dominios das JAKs [Adaptado de (217)]

Em condi¢cdes normais, o mecanismo de sinalizacdo celular ocorre por acao de fatores
de crescimento, que estimulam o crescimento e proliferagéo da linhagem mieloide. Na via de
sinalizagdo JAK-STAT (figura 30), Janus kinase-signal transducer and activator of
transcription, esse estimulo acontece quando uma citocina ou hormona se liga a um recetor

de membrana na superficie da célula, ativando assim a JAK2. (219)

Figura 30 - Via de sinalizagdo JAK-STAT nas NMP. [Adaptado de (219)
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A JAK2 promove a fosforilagdo do recetor e cria sitios de ligagdo aos fatores de
transcricdo STAT (signal transducers and activators of transcription). A JAK2 promove
também a fosforilagdo de um residuo especifico de tirosina, que vai dissociar os dimeros de
STAT, os quais vao migrar até o nucleo da célula, ligar-se a regides promotoras e ativar a

transcrigao especifica de genes. (219)

Varias mutag¢des no gene JAK2 tém sido descritas, nomeadamente nos exdes 12, 13,
14 e 15. Para as NMP a mutagao predominante € a mutacdo V617F, seguida de mutagdes

menos comuns, como as mutagdes no exao 12. (220)

3.2.2.1 A mutagao V617F

A mutagéo V617F no gene JAK2Z (figura 31) ocorre devido a troca de uma guanina por
uma timina na posicédo 1849 do exdo 14 do gene JAK2 (c.1849G>T), que resulta na
substituicdo do aminoacido valina por fenilalanina no coddao 617 da proteina. Essa
fenilalanina, resultante da mutagao, encontra-se situada no dominio JH2 da proteina JAK2,
por consequéncia, a fungao inibitéria do dominio JH2 sobre o JH1 é anulado, resultando num
estado constitutivamente ativado do dominio JH1 que, independentemente de fatores de
crescimento hematopoiéticos, estimulara as vias de sinalizagdo, como a JAK-STAT, PI3K
(Fosfatidil-Inositol Quinase 3) e RAS-MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase). Gera-se,
assim, um fendtipo hiperproliferativo. (216,217,221,222)

Figura 31 - Mutagao V617F no gene JAK2. [Adaptado de (222)]
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A mutacdo V617F pode ocorrer tanto num padrdo heterozigético como homozigaético.
As células heterozigoticas para a mutagédo V617F apresentam vantagem proliferativa em
relagdo as células com, apenas, o alelo selvagem. Quando ocorre uma recombinagéo mitotica
entre as regides homologas de dois cromossomas 9 numa célula heterozigética para V617
ocorre a perda da heterozigotia (Loss of heterozygosity — LOH) de 9p (9pLOH). Diferentes
fenotipos da doenga estdo relacionados a homozigotia ou a heterozigotia para a mutagao
V617F. (223, 224)

3.2.2.2 Mutagoes no exao 12

As mutagdes no exao 12 (figura 32) do gene JAK2 sdo mutagdes somaticas que estao
presentes em heterozigotia. Incluem mutacdes de substituicdo, delecbes e duplicagdes de

aminoacidos que afetam os codéos 533 a 547. (225,226)

V617F

Figura 32 - Mutagdes no exdo 12 do gene JAK2. [Adaptado de (224)]

Destaca-se como a mais frequente a mutacdo p.N542 E543del, uma delegcio, no
quadro, de seis nucleétidos nos coddes 542 e 543. Estas muta¢des causam a desregulagao
da via de sinalizagao JAK2-STAT por interferirem na fungao inibitéria do dominio JH2 sobre o
JH1. (225,226)

3.2.3 Mutacgoes no gene CALR

O gene CALR esta localizado no cromossoma 19 (19p13.2) e possui 9 exdes. Codifica
uma proteina chaperone, a Calreticulina, que se encontra presente no reticulo endoplasmatico
de todas as células nucleadas e possui diversas fungbes. Quando localizada no reticulo

endoplasmatico, auxilia na regulagdo estrutural das proteinas recém-sintetizadas e na
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regulagéo dos niveis de calcio. Quando localizada na superficie celular e no compartimento
extracelular, esta envolvida em varias vias de sinalizagado e auxilia na proliferacdo e apoptose
celular. (227,228)

A Calreticulina possui trés dominios (figura 33), o dominio N-terminal, dominio-P e
dominio C-terminal. O dominio C-terminal possui uma sequéncia sinal de aminoacidos KDEL
(Lisina, aspartato, glutamato e leucina), que evita a secregao da proteina do reticulo

endoplasmatico. (227)

- Capacidade de armazenamento de
calcio no RE
- Unido a atomos de Zn - Alta afinidade - Dominio alterado na proteina proteina no RE
- Fungdo como Chaperone por célcio mutada

- Retengdo da

NH,* KDEL COOO -

Dominio N Dominio P Dominio C

417 Aminodacidos

Figura 33 - Dominios da Calreticulina [Adaptado de (228)]

As mutagbes somaticas no exdo 9 do gene CALR podem ser insergdes ou delegdes de
pares de bases e resultam na perda do sitio de ligagdo ao calcio idnico e a perda da regido
KDEL, gerando um novo C-terminal mutante, carregado positivamente. A proteina mutante é
capaz de ativar a via JAK2-STAT (figura 34), sendo capaz de se ligar ao residuo N-glicosilado
do dominio extracelular do recetor de trombopoietina no reticulo endoplasmatico, levando a
sua ativagao. (227,229,230)

Figura 34 - Ativacao da via JAK2-STAT pela proteina CALR mutante. [Adaptado de
(230)]
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As mutagdes mais frequentes sédo a delegéo de 52 pares de bases (c.1902_1143del) ou
mutagéao tipo 1 (CALRdel52) e a insergao de 5 pares de bases (c.1154_1155insTTGTC) ou
mutacao tipo 2 (CALRIns5). (227)

3.2.4 Mutagoes no gene MPL

O gene MPL (myeloproliferative leukemia virus oncogene) possui 12 exdes, esta
localizado no cromossoma 1, na regiao 1p34 e codifica o recetor da trombopoietina, principal

fator de crescimento dos megacariécitos. (224,226)

A maioria das mutacdes do gene MPL s&o encontradas no exdo 10 e originam a

substituicado do aminoacido triptofano por outro aminoacido, no codao 515. (224,231)

A mutacao resulta na ativacao da via JAK2-STAT (figura 35), pois afeta um dominio
da proteina cuja fungéo é manter o recetor inativo na auséncia de um ligante, resultando em

proteinas constitutivamente ativas. (224)

Figura 35 — Ativacao da via JAK2-STAT pela proteina MPL mutante. [Adaptado de
(231)]

As mutagdes mais frequentes sdo as mutagdes p.W515L que representa a substituicao
de uma guanina por timina no nucleétido 1544, o que resulta na substituicao do triptofano por
uma leucina na proteina e a p.W515K que resulta na substituicdo do triptofano por uma lisina.
(224)
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3.2.5 Outras mutagées nas NMP

Embora as mutagdes aqui ja descritas sejam as consideradas de maior prevaléncia nas
NMP, alguns casos de NMP ndo apresentavam nenhum dos principais marcadores
moleculares (JAK2 V617F, CALR e MPL), e sao classificadas como triplo negativos. Em
contrapartida, foi descrita a presenga de mutagdes em outros genes (tabela 3), como o TET2,
0 ASXL1 e o DNMT3A, presentes em mais da metade dos casos de NMP. (207,233)

Foram ainda descritas mutag¢des envolvidas na sinalizacdo da via JAK-STAT (CBL,
SH2B3/LNK), alteragbes em genes envolvidos na metilagdo do DNA (TET2, DNMT3A, IDH1
e IDH?2), na estrutura de cromatina (EZH2, ASXL1), na reparagao do ADN (TP53) e mutagdes
que afetam os genes reguladores de splicing (SRSF2, SF3B1, U2AF1, ZRSR2) como também
se pode observar na tabela 3. (207,232,233)

Tabela 3 - Mutagdes envolvidas nas NMP. [Retirado de (233)]
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3.3 Classificagcao das NMP

As NMP foram definidas pela primeira vez pelo hematologista William Dameshek, em
1951, com o intuito de correlacionar as semelhancas clinicas entre a leucemia mieloide

cronica, a policitemia vera, a trombocitemia essencial e a mielofibrose primaria. (234)

Décadas depois, mais precisamente em 2001, e a fim de uniformizar a classificacdo das
neoplasias hematopoiéticas, a WHO comecou a publicar atualizagdes da classificagao destas
neoplasias, revendo-as periodicamente, de acordo com as informagbes cientificas mais

recentes.

Nesta primeira edicdo, as NMP eram denominadas de doengas mieloproliferativas
cronicas. Faziam parte desse grupo a leucemia mieloide crénica, a policitemia vera, a
trombocitemia essencial e a mielofibrose idiopatia cronica. Também estavam incluidas nesse
grupo doengas mieloproliferativas-like, que eram consideradas como doengas
mieloproliferativas néo-classicas: a leucemia neutrofilica crénica, a leucemia eosinofilica
cronica/sindrome hipereosinofilica, a mastocitose e a doenca mieoloproliferativa crénica
inclassificavel. A leucemia mielomonocitica juvenil pertencia ao grupo de doengas
mielodisplasicas/mieloproliferativas. O diagnéstico das doengas mieloproliferativas foi
fundamentado em caracteristicas clinicas e laboratoriais. Com excecao da leucemia mieloide
cronica, que ja possuia como confirmagao a detegdo do gene de fusdo no cromossoma
Philadelphia (Ph). (235,236)

Em 2008, a segunda revisdo da WHO alterou o nome da classe de doencas
mieloproliferativas para neoplasias mieloproliferativas. Faziam parte desse grupo a leucemia
mieloide cronica BCR-ABL positiva, leucemia neutrofilica cronica, policitemia vera,
mielofibrose primaria, trombocitemia essencial, leucemia eosinofilica cronica sem outras
especificagcbes, mastocitose e neoplasias mieloproliferativas inclassificaveis. A leucemia
mielomonocitica juvenil permaneceu no grupo de doencas
mielodisplasicas/mieloproliferativas, agora denominado de neoplasias
mieloproliferativas/mielodisplasicas. O diagnéstico das NMP passou a considerar as

anormalidades genéticas como critério importante para o diagnéstico. (236,237)

Em 2016, na terceira revisao da WHO, faziam parte das neoplasias mieloproliferativas:
a leucemia mieloide crénica BCR-ABL positiva, a leucemia neutrofilica crénica, a policitemia
vera, a mielofibrose primaria, a mielofibrose primaria (pré-fibrético estagio inicial), a
mielofibrose primaria (estagio fibrético evidente), a trombocitemia essencial, a leucemia
eosinofilica cronica (ndo especificada de outra forma), neoplasias mieloproliferativas

(inclassificavel) e a mastocitose. A leucemia mielomonocitica juvenil permaneceu no grupo

145



das neoplasias mieloproliferativas/mielodisplasicas. O diagnéstico foi atualizado com a

descoberta de novas mutagdes especificas em genes, como o JAK2, CALR e MPL. (238)

Em 2017, na quarta revisdo da WHO, o grupo das neoplasias mieloproliferativas foi
reduzido para: leucemia mieloide crénica, leucemia neutrofilica crénica, policitemia vera,
trombocitemia essencial, mielofibrose primaria, leucemia eosinofilica cronica (sem outras
especificagbes), neoplasias mieloproliferativas (inclassificavel). A leucemia mielomonocitica
juvenil permaneceu no grupo das neoplasias mieloproliferativas/mielodisplasicas e a
mastocitose foi reclassificada para o seu préprio grupo. O diagnéstico baseou-se numa
integragado dos achados hematolégicos, morfoldgicos, citogenéticos e genéticos moleculares.
(209)

A reviséo mais atual, a 52 edigao de 2022 (WHO-HAEMS), classificou como neoplasias
mieloproliferativas: a leucemia mieloide cronica, a leucemia neutrofilica cronica, a policitemia
vera, a trombocitemia essencial, a mielofibrose primaria, a leucemia eosindfilica crénica e as
neoplasias mieloproliferativas (sem outra especificagéo). A leucemia mielomonocitica juvenil
passou a ser reconhecida como uma NMP da primeira infancia. Os critérios de diagnéstico
dessa edigao serdo descritos detalhadamente para cada NMP, por serem os critérios mais

atuais utilizados no diagnostico. (239)

3.4 Epidemiologia das NMP

Os principais dados epidemioldgicos das NMP sao provenientes de estudos oncolégicos
na América do Norte e Europa. (240,241)

A colegdo de dados nos Estados Unidos decorre do programa Surveilance,
Epidemiology, and End Results (SEER) que reune dados desde 1973 pelo Instituto Nacional
do Cancro do pais e também pelo Prevention's National Program of Cancer Registries (NPCR)
do Centro de Controlo de Doengas. De acordo com os dados coletados por esses programas,
encontra-se uma incidéncia das desordens proliferativas de 2,1 a cada 100.000 individuos. A
incidéncia é consideravelmente maior em homens (2,5 a cada 100.000) do que em mulheres
(1,8 a cada 100.000). Também aponta para uma grande variagao da incidéncia por estados,
sendo o estado que apresenta maior incidéncia o Idaho (4,07 a cada 100.000) e o menor
Delaware (0,81 a cada 100.000). (242)

Ja um estudo pan-europeu estima a prevaléncia de 5,6 a cada 100.000 individuos e um
estudo de 2008, na Francga, estima uma prevaléncia parecida, de 5,8 a cada 100.000. Um

estudo conduzido na Indonésia, local com alguma confluéncia de etnias asiaticas, aponta para
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uma incidéncia de 1 em 100.000 pessoas por ano. A incidéncia € maior em homens do que

em mulheres e maior entre individuos de etnia Malaia do que em Chineses e Indianos. (240)

De acordo com o portal Orphanet, o portal multilingue sobre doengas raras, os dados

epidemioldgicos das neoplasias mieloproliferativas sao os que se podem observar na tabela

4.

Tabela 4 - Dados epidemiologicos das NMP. [Adaptado de (243,244,245,246)]

Leucemia mieloide

cronica

Policitemia vera

Trombocitemia
essencial

Mielofibrose
primaria

A incidéncia anual é estimada entre 1 a 1,5 casos por 100.000

individuos e a sua prevaléncia é de cerca de 1 em 17.000 individuos.

A incidéncia anual é estimada em aproximadamente 1/36.000 a

1/100.000 individuos e a prevaléncia é estimada em 1/3.300 individuos.

E mais comum em pessoas entre 50 e 70 anos.
A prevaléncia é estimada em 1/4.200 individuos nos EUA e relatada

em 1/3.333 individuos na Suécia.

A idade média de diagnéstico é de 60-65 anos, mas a doenca pode
ocorrer em qualquer idade, com outro pico de incidéncia em mulheres

mais jovens.

A proporcao entre mulheres e homens é de aproximadamente 2:1.

A incidéncia anual de Mielofibrose primaria é de aproximadamente 1

caso por 100.000 individuos.

Apesar dos dados epidemioldgicos serem por vezes escassos OU pouco precisos, visto

que muitos casos passam sem detecdo, a caracteristica genética das neoplasias

mieloproliferativas manifesta nos estudos epidemioldgicos um grau de clustering, um aumento

de incidéncia em determinadas populagdes por fatores geograficos e culturais. (247,248)
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4 Neoplasias Mieloproliferativas BCR::ABL1

negativas

As NMP s3o divididas em BCR::ABL1 positivas e BCR::ABL1 negativas. E considerada
BCR::ABL1 positiva a leucemia mieloide crénica devido a presenga do rearranjo BCR::ABL1
que da origem ao cromossoma Philadelphia. As demais NMP sdo consideradas NMP

BCR::ABL1 negativas, foco deste trabalho e que serdo devidamente abordadas.

4.1 Policitemia Vera

A Policitemia Vera (PV) foi descrita pela primeira vez em 1892 e é a NMP BCR::ABL1
negativa mais frequente. A PV é um disturbio de célula estaminal hematopoiética clonal,
gerado por mutagdes somaticas no gene JAK2, principalmente a JAK2 p.V617F e mutagdes
no exao 12. Consequentemente, observa-se uma pan-mielose (aumento da proliferagdo de
eritrocitos, leucocitos e plaquetas), marcada pelo aumento do volume total da massa

eritrocitaria, independentemente dos mecanismos que regulam a eritropoiese. (249,250)

Os sintomas mais comuns sao: fadiga, fraqueza, cefaleia, eritromelalgia, disturbios

visuais, dispneia, perda de peso, prurido, esplenomegalia, sangramento e trombose. (251)

A evolucéo clinica da PV possui trés fases: a fase pré-policitémica, a fase de policitemia
evidente e a fase pos-policitémica. A fase inicial, conhecida como pré-policitémica, é
caracterizada por uma eritrocitose ligeira. Na fase de policitemia evidente, ocorre um aumento
significativo da massa eritrocitaria. E a fase pds-policitémica, € marcada pelo surgimento da

fibrose medular, anemia e aumento acentuado do bago. (252,253)

O diagnéstico da PV segue os critérios definidos pela WHO e atualizados em 2022
(tabela 5).

Tabela 5 - Critérios de diagnéstico da PV. [Adaptado de (207,254)]

Critérios principais ou maiores:
1. Aumento da concentragdo da hemoglobina (Hb) e/ou hematdcrito (Ht)
Hemoglobina: >16,5 g/dL nos homens e >16 g/dL nas mulheres
Hematécrito > 49% para homens e > 48% para mulheres

2. Biopsia da medula dssea evidenciando hiperplasia das trés linhagens (pan-mielose) e
megacariécitos pleomorficos e maduros.

3. Presenca da mutagao JAK2 p.V617F ou mutagdes no exdo 12 do gene JAK2.

Critério secundario ou menor:
1. Nivel sérico subnormal de eritropoietina.
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Para o diagndstico da PV necessita-se da presenga dos trés critérios principais ou da

presenga de dois critérios principais e o critério secundario. (254)

4.2 Trombocitemia essencial

A trombocitemia essencial (TE) € uma doenga proliferativa clonal caracterizada pela
proliferagéo excessiva de megacariocitos na medula 6ssea e elevado numero de plaquetas
no sangue periférico. Foi descrita a primeira vez, em 1934, num caso com trombocitose sem
eritrocitose marcada. E a segunda neoplasia mieloproliferativa BCR::ABL negativa mais
frequente. E resulta de mutagdes somaticas envolvendo o recetor da trombopoietina, como a
JAK2 p.V617F, e mutagdes nos genes CALR e MPL. (252,255)

Portadores de TE podem ser assintomaticos ou apresentam sintomas como:
esplenomegalia, equimose, fendmenos trombodticos, fendmenos hemorragicos, cefaleia,
sincope, dor toracica atipica, disturbios visuais e eritromelalgia. Podendo ainda apresentar
complicagdes como acometimentos isquémicos transitérios, eritromelalgia e sindrome de
Budd-Chiari. (256)

O diagndstico da TE, segue os critérios definidos pela WHO e atualizados em 2022

(tabela 6).

Tabela 6 - Critérios de diagnéstico da TE. [Adaptado de (207,254)]

Critérios principais ou maiores:
1. Contagem de plaquetas = 450 x 10%/L
2. Biopsia da medula éssea com proliferagao e atipia de megacariocitos grandes, maduros

e hiperlobulados. Raramente ha reticulogénese grau 1.

3. Nao atender aos critérios da WHO para LMC BCR::ABL1 positiva, PV, MFP, sindromes
mielodisplasicas ou outras neoplasias mieloides

4. Presenga de mutagdes, nos genes JAK2, CALR ou MPL

Critério secundario ou menor:

1. Presenga de um marcador clonal ou auséncia de evidéncia de trombocitose reativa

Para o diagnostico da TE é necessaria a presenga dos quatro critérios principais ou a

presenga dos trés primeiros critérios principais e o critério secundario. (254)
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4.3 Mielofibrose primaria

A mielofibrose primaria (MFP) é uma neoplasia que afeta as células estaminais
hematopoiéticas com alteracdo no estroma medular, o que acarreta a formacgao de fibrose. A
fibrose é estimulada pela proliferagéo clonal que aumenta a quantidade de megacariocitos e
a libertacao de fator de crescimento fibrogénico. A proliferagéo esta relacionada as mutagdes
como a JAK2 p.V617F, mutagdes do gene MPL como a W515K e mutagdes do gene CARL.
(207,216)

A MFP pode ser primaria ou secundaria. Quando secundaria, pode ser secundaria a PV
ou a TE. O curso da doenca pode ser dividido em duas fases: fase pré-fibrotica e fase fibrética.
A fase pré-fibrética ou fase inicial, € marcada pela mieloproliferagdo crénica e hiperplasia
megacariocitica atipica. A evolu¢do do quadro até a substituicdo quase total do tecido

hematopoiético por fibras reticulinicas, € chamada de fase fibrotica. (252,253)

Os principais sintomas na MFP sdo: fraqueza, cansacgo, palpitacdo, dispneia, perda

ponderal, esplenomegalia e hepatomegalia. (251)

O diagnostico da MFP segue os critérios definidos pela WHO e atualizados em 2022
(tabela 7).

Tabela 7 - Critérios de diagnéstico da MFP. [Adaptado de (207,254)]

Critérios principais ou maiores:

1. Proliferagdo megacariocitica e atipia, sem fibrose reticulinica >grau 1, acompanhada de

aumento da celularidade da medula 6ssea ajustada a idade, proliferagéo de granuldcitos

e, muitas vezes, diminuicdo da eritropoiese

2. Nao atender aos critérios da WHO para BCR::ABL1 positiva, a LMC, PV, ET, sindromes

mielodisplasicas ou outras neoplasias mieloides

3. Presenca de mutagdes nos genes JAK2, CALR ou MPL ou, na auséncia dessas
mutagdes, presenga de outro marcador clonal, ou nao ter evidéncia para fibrose

reticulinica reativa

Critérios secundarios ou menores:

1. Presenga de pelo menos uma das seguintes observagbes, confirmada em duas

determinacbes consecutivas:

a. Anemia nao atribuida a uma condicdo comoérbida
b. Leucocitose =211 x 10%L

c. Esplenomegalia palpavel

d. LDH aumentada acima do limite normal superior da faixa de referéncia institucional
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Para o diagnéstico da PMV é necessaria a presenga de todos os trés critérios principais

e a presenga de pelo menos um critério secundario. (254)

4.4 Leucemia neutrofilica crénica

A Leucemia neutrofilica cronica (LNC) € uma NMP rara, descrita pela primeira vez em
1920. E caracterizada por hipercelularidade da medula éssea, uma acentuada leucocitose
neutrofilica com abundantes granuldcitos em banda e segmentados no sangue periférico e

hepatoesplenomegalia. (207)

As mutagdes mais comuns associadas a doenga sao as mutagdes do gene CSF3R,
principalmente a T618l, uma mutagéo ativadora que codifica o recetor do fator estimulador de
coldnias de granuldcitos. A fusao BCR::ABL1 também pode estar presente em casos de LNC,

porém diferencia-se da LMC por gerar uma proteina diferente, a p230. (257,258)

O diagnéstico da LNC segue os parametros definidos pela WHO e atualizados em 2022
(tabela 8).

Tabela 8 - Critérios de diagnéstico da LNC. [Adaptado de (207,257)]

N

Presenga de uma mutagao no gene CSF3R
Leucocitose 225 x 10%/L

Neutrofilia (segmentados/banda) 280%

< 10% de células mieloides imaturas

< 1% de blastos circulantes

o o k~ w0 b

Auséncia de desgranulopoiese ou monocitose (< 1x10%L)

Os critérios de diagnostico foram definidos para excluir a possibilidade de neutrofilia

secundaria e clonal associada a outras neoplasias mieloides. (257)

4.5 Leucemia eosinofilica cronica

A leucemia eosinofilica cronica (LEC) € uma neoplasia mieloproliferativa rara,
caracterizada pela proliferagdo clonal de eosindfilos morfologicamente anormais e
precursores dos eosinodfilos. Consequentemente, verifica-se uma hipereosinofilia persistente

no sangue periférico e na medula 6ssea. (207)
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O diagnostico da LEC segue os parametros definidos pela WHO e atualizados em 2022
(tabela 9).

Tabela 9 - Critérios de diagnéstico da LEC. [Adaptado de (207,257)]

N

Hipereosinofilia sustentada por 4 semanas

Clonalidade e morfologia anormal da medula éssea
Eosinofilia 21,5 x 10%/L

el

Presenca de anormalidades citogenéticas: Trissomia 8, t(10;11)(p14;921) e
t(7;12)(q11;p11)

4.6 Leucemia mielomonocitica juvenil

A Leucemia mielomonocitica juvenil (LMMJ) € uma neoplasia mieloproliferativa derivada
de células hematopoiéticas da primeira infancia e o seu mecanismo patogénico envolve a
ativacdo descontrolada da via RAS. As mutagbes mais encontradas sdo as mutacgdes
somaticas do gene PTPN11. (207)

O diagndstico da LMMJ segue os parametros definidos pela WHO e atualizados em
2022. (tabela 10)

Tabela 10 - Critérios de diagnéstico da LMMJ. [Adaptado de (207,254)]

Critérios principais ou maiores:
1. Contagem de mondcitos 21 x 10%/L
2. Percentagem de blastos no sangue periférico e medula 6éssea <20%

3. Esplenomegalia

4. Auséncia do cromossoma Philadelphia (auséncia do rearranjo BCR::ABL1)

Critérios secundarios ou menores:
1. Mutagéo somatica nos genes PTPN11, KRAS ou NRAS
2. Diagnastico clinico de mutacéo no gene NF1

3. Mutagao no gene CBL da linha germinativa e perda de heterozigotia de CBL

Para o diagnostico da LMMJ é necessaria a presenca de todos os quatros critérios

principais e a presenga de pelo menos um critério secundario. (254)
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4.7 Neoplasias mieloproliferativas sem outras especificagoes

A categoria neoplasias mieloproliferativas sem outras especificagbes inclui neoplasias
semelhante as NMP mas que ndo atendem os requisitos para serem classificadas nas

categorias acimas citadas de NMP. (207)

E exemplo de uma neoplasia mieloproliferativa sem outras especificacées a sindrome
mieloproliferativa 8p12, causada pela fusdo do gene FGFR71 com genes associados.
Caracteriza-se por ser BCR::ABL 1 negativa e apresenta um transtorno mieloproliferativo, com

a presenga de eosinofilia e um linfoma. (255,259)
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5 Diagnostico Laboratorial

O diagnostico das neoplasias hematoldgicas € importante por influenciar diretamente o
tratamento e prognéstico de cada caso. O diagnodstico laboratorial das NMP (figura 36) baseia-
se principalmente nas bidpsias e aspirados de medula 6ssea, citogenética e marcadores

moleculares. (260)

Figura 36 - Algoritmo de diagnéstico das NMP BCR::ABL1 negativas. PV-
Policitemia Vera; TE- Trombocitemia essencial; MFP- Mielofibrose primaria [Adaptado
de (260)].

O diagndstico laboratorial das NMP pode ser subdividido em diagndstico hematoldgico e
diagnostico molecular. Cada analise realizada, tanto no ambito hematoldgico, quanto no

molecular sera seguidamente aprofundada.
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5.1 Diagnodstico hematolégico

O diagnodstico hematologico fornece ao médico informagdes importantes sobre as
condi¢cdes hematolégicas do utente. Consiste inicialmente num exame de rotina, como o
hemograma e, em caso de suspeita de NMP, torna-se necessaria a execucdo de exames

mais completos. (208)

5.1.1 Hemograma

O hemograma é o exame quantitativo e morfoldgico do sangue periférico. Através do
hemograma é possivel obter a concentragcdo de hemoglobina, o hematécrito e os indices
eritrocitarios. Também é possivel obter a avaliagdo quantitativa e qualitativa dos elementos

figurados do sangue: eritrécitos, leucdcitos e plaquetas. (208)

A amostra utilizada, o sangue periférico, € analisada em equipamento automatizado.
Os eritrocitos e plaquetas sdo comumente analisados por impedancia elétrica com focagem
hidrodindmica. Os leucécitos sdo analisados através de citometria de fluxo fluorescente. O
doseamento da hemoglobina é realizado através do método de sulfato lauril de sodio (SLS)

livre de cianeto. (260)

No hemograma, nos casos de PV, é comum registarem-se valores aumentados de
hemoglobina acima de 16,5 g/dL e hematdcrito acima de 49% em homens; e hemoglobina
acima de 16,0 g/dL e hematdcrito acima de 48% em mulheres. E observado, também, um
aumento do numero de eritrocitos e leucdcitos. A leucocitose verifica-se com basofilia,

eosinofilia, monocitose e com desvio até mieldcitos. (251,256)

Na tabela 11, que apresenta o hemograma de um caso, do sexo masculino, com PV,

é possivel observar o aumento dos valores de hemoglobina e hematdcrito. (261)

Tabela 11- Valores do hemograma de um caso de PV. [Retirado de (261)]
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Ja no caso de TE, a principal alteragdo no hemograma é a trombocitose, com
contagem de plaquetas = 450 x 10%L. Na tabela 12 é possivel observar um exemplo de

trombocitose num caso confirmado de TE, de um doente, do sexo masculino. (251,262)

Tabela 12- Valores do hemograma de um caso de TE. [Adaptado de (262)]

Hemoglobina (g/dL) 13,7
Hematocrito (%) 44,6
Volume Corp. Médio (fl) 70,8
Hemoglobina Corp. Média (pg) 217
Leucdcitos (x10%L) 16,6
Bastonetes (%) 01
Segmentados (%) 73
Eosindfilos (%) 09
Basdfilos (%) 00
Linfocitos (%) 15
Mondcitos (%) 02
Plaquetas (x10%L) 1630

Na MFP, o hemograma é marcado por anemia, com Hb inferior a 10g/dL,
normocromica e normocitica. Em poucos casos apresenta anemia hipocrémica e microcitica
por deficiéncia de ferro associada. Na observagao da morfologia dos eritrécitos, observa-se
poiquilocitose, principalmente com dacridcitos; observa-se, ainda, leucoeritroblastose,
presenga de células jovens granulociticas e eritrociticas. Na fase pré-fibrética da doenga, o
hemograma pode apresentar aumento da contagem de plaquetas e leucdcitos. Ja na fase
fibrética & possivel observar um hemograma com leucopenia e trombocitopenia. Na fase
acelerada da MFP, ha a presengca de 10% a 19% de blastos no sangue periférico.
(251,252,256)

Na tabela 13, que apresenta o hemograma de um doente, do sexo masculino, com

MFP, é possivel observar a anemia, a presenga de dacridcitos e a leucoeritroblastose. (263)
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Tabela 13-Valores do hemograma de um caso de MFP. [Adaptado de (263)]

Na LNC, o hemograma apresenta leucocitose com predominio de neutréfilos
segmentados e bastdes. Com a presenga, ainda, de granulécitos imaturos e mieloblastos.
(256)

Na tabela 14, no hemograma de um doente, do sexo masculino, com LNC, é possivel

observar a leucocitose com predominio de neutrdfilos. (264)

Tabela 14-Valores do hemograma de um caso de LNC. [Adaptado de (264)]

Na LEC, o hemograma apresenta eosinofilia 21,5 x 10%L. Morfologicamente, os
eosindfilos apresentam granulagao e areas claras no citoplasma, vacuolizagao citoplasmatica,

hiper ou hiposegmentagao nuclear e tamanho aumentado. (256)

Na tabela 15, no hemograma de um doente, do sexo masculino, com LEC, é possivel

observar a leucocitose com aumento dos niumeros de eosinofilos. (265)

157



Tabela 15 - Hemograma de um caso de LEC. [Adaptado de (265)]

Hemoglobina (g/dL) 10

Leucdcitos (x109/L) 18,2
Eosindfilos (%) 9,1

Plaquetas (x10%/L) 177

Na LMMJ, o hemograma apresenta monocitose 21 x 10°/L e < 20% de blastos no

sangue periférico. (256)

Na tabela 16, no hemograma de um doente, do sexo masculino, com LMMJ, & possivel

observar a leucocitose com aumento dos niumeros de mondcitos. (266)

Tabela 16 - Hemograma de um caso de LMMJ. [Adaptado de (266)]

A presencga de blastos no sangue periférico de uma NMP, num valor superior a 20%,
indica a progressao da doenga: uma transformagao leucémica para uma leucemia mieloide
aguda (LMA). (251)

5.1.2 Mielograma

A distingao entre os tipos de NMP é feita através dos achados morfologicos do sangue
periférico, associados a outros parametros, como a avaliagdo morfolégica da medula 6ssea.
A analise da medula 6ssea pode ser feita por meio de esfregago proveniente de pungao

medular (mielograma), ou pela bidpsia da medula éssea. (207,208)

O mielograma é um exame realizado tanto para o diagnéstico, como para prognostico,

pois a infiltragdo medular mede o grau evolutivo da doenga. A biopsia de medula 6ssea é um
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exame anatomopatoldgico realizado em neoplasias, com a finalidade de estudar o grau de

infiltragcéo e as condigbes do estroma medular. (208)

O mielograma € realizado através da aspiragdo da medula dssea, a colheita é
realizada principalmente no osso iliaco, esterno e tibia. O material é colhido em tubo com

anticoagulante EDTA e sao realizados esfregagos sanguineos em laminas. (208)

No caso da PV, a biopsia da medula 6ssea apresenta uma pan-mielose, com
hipercelularidade das linhagens eritrocitica, granulocitica e megacariocitica (figura 37); e
megacariocitos pleomoérficos. Pode haver um aumento discreto de fibras reticulinicas.
(251,256)

Figura 37 - Achados no sangue periférico (esquerda) e na medula 6ssea (direita) num
caso de PV. [Adaptado de (267,268)]

No caso de TE, a medula éssea apresenta proliferagao e atipia de megacariocitos

grandes, maduros e hiperlobulados. Raramente ha reticulogénese grau 1. (251)

Na figura 38, é possivel observar a trombocitose em sangue periférico (imagem da
esquerda) e, na medula éssea (imagem da direita), € possivel observar uma proliferagéo dos

megacariocitos. (268)

Figura 38 - Achados no sangue periférico (esquerda) e na medula 6ssea (direita) num
caso de TE. [Adaptado de (268)]
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Na MFP, a pungéo para realizar o mielograma pode ser dificil devido a fibrose medular.
Além da fibrose, a medula 6ssea apresenta proliferagdo de megacariocitos com atipias:

clusters, nucleos hipercromicos e irregulares e fibrose. (208,251)

Na figura 39, é possivel ver a esquerda, em sangue periférico, a poiquilocitose e a

direita, na medula 6ssea, a fibrose medular. (268)

Figura 39 - Achados no sangue periférico (esquerda) e na medula 6ssea (direita) num
caso de MFP. [Adaptado de (268)]

Na LNC, a medula 6ssea apresenta hipercelularidade, com aumento de granuldcitos
(figura 40) e blastos de padréo de maturacéo normal e raramente se observa fibrose discreta.
(256)

Figura 40 - Achados no sangue periférico (esquerda) e na medula 6ssea (direita) num
caso de LNC. [Adaptado de (269,270)]
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Na LEC a medula é hipercelular devido a proliferagédo eosinofilica (figura 41). A

eritropoiese e megacariocitopoiese sdo normais e, em alguns casos, ha fibrose. (256)

Figura 41- Achados no sangue periférico (esquerda) e na medula 6ssea (direita) num
caso de LNE. [Adaptado de (271,272)]

Na LMMJ, a medula pode apresentar uma contagem < 20% de blastos. Na figura 42 pode
observar-se a medula de um doente com LMMJ, apresentando hipercelularidade, monocitose,
moderado aumento de blastos e hiperplasia granulocitica e eritréide. (256,266)

Figura 42 - Achados no sangue periférico (esquerda) e na medula 6ssea (direita) num
caso de LMMJ. [Adaptado de (266,273)]
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5.2 Diagnoéstico molecular

As novas ferramentas de diagndstico molecular permitiram aprimorar o diagnéstico das
NMP. O foco tem sido a identificacdo das alteragbes genéticas em amostras de sangue
periférico, tecidos ou fluidos corporais. (207,274,275)

As diversas técnicas moleculares tém sido amplamente utilizadas para a detecéo das
mutacgdes presentes nas NMP: no caso da PV, principalmente a presenca da mutacdo JAK2
V617F ou de mutagdes no exdo 12 do gene JAKZ; no caso de TE, a presenc¢a de mutagdes
nos genes JAK2, CALR ou MPLe, na MFP, a presenga da mutagdo JAK2V617F ou de
mutagdes nos genes CALR e MPL. (251,256)

A mutacao JAK2 V617F, é a mutagao mais frequente nas NMP BCR::ABL1 negativas.

Diversas técnicas (tabela 17) podem ser utilizadas para a sua detegéo.

Tabela 17- Métodos de detecao da mutagao JAK2 V617F. [Retirado de (256)]
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O PCR (Polymerase Chain Reaction) alelo especifico (ASO-PCR) & a técnica mais
utilizada para a detegao de JAK2 V617F, por ser uma técnica de facil execugado e de alta
sensibilidade. Como técnica de confirmacao de resultados, nos casos com amplificacao de
baixa intensidade, ¢ utilizado o PCR em tempo real (PCR-RT). (256,276,277,278)

Nas amostras com auséncia da mutacdo JAK2 V617F, é realizada a pesquisa de
outras mutagdes frequentes nas BCR::ABL1 negativas, como as mutag¢des nos genes JAK2
(Ex&o 12), CALR (Exao 9) e MPL (Exao 10), através de sequenciagao de Sanger. Nos casos
de suspeita de mutagcdes de baixa frequéncia alélica é realizado, posteriormente,
sequenciagao por NGS (Next Generation Sequencing). Mutagdes adicionais, que apresentam

uma menor prevaléncia nas NMP, também sao pesquisadas através de NGS. (278)

5.2.1 PCR alelo especifico (ASO-PCR)

O ASO-PCR ¢ uma técnica tradicionalmente usada em laboratérios de diagndstico
molecular para a detecdo da mutagdo JAK2 V617F. A técnica possui as vantagens de ser
uma técnica rapida, relativamente simples e com alta sensibilidade. Entretanto, tem como

desvantagem ser uma técnica que deteta apenas a mutacéo alvo. (277,279)

A reagdo em cadeia da polimerase usando oligonucleotideos especificos para alelos
€ um método para a detegdo de mutagbes em que apenas o oligonucleotideo perfeitamente
combinado é capaz de atuar como um primer para amplificagdo. O protocolo do ASO-PCR
para detecdo da mutacdo JAK2 V617F amplifica um produto de 364 pb, alelos mutantes e
selvagens e serve como um controlo interno; e um produto de 203 pb, quando o utente possui
a mutacao JAK2 V617F. (279)

Na figura 43 é possivel visualizar o resultado de um gel de agarose, de uma reagéao
de ASO-PCR para detecdo da mutagdo JAK2 V617F. Como se pode observar, na faixa 1, se
encontra o resultado positivo para a pesquisa da mutagao JAK2 V617F, num caso de PV. Na
faixa 2, é possivel visualizar o resultado negativo para a pesquisa da mutagédo JAK2 V617F
realizada num utente com gamapatia monoclonal. Na faixa 3, se encontra um controlo positivo
para a pesquisa da mutagcao JAK2 V617F. Na faixa 4, se encontra o controlo negativo do PCR.
(280)
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Figura 43 — Mutacao JAK2 V617F detetada por ASO-PCR num caso de PV.
[Adaptado de (280)] M-marcador de pesos moleculares; 1 - resultado positivo para a
mutacdo JAK2 V617F; 2 - resultado negativo; 3 - controlo positivo para a mutagdo JAK2
V617F; 4 - controlo negativo do PCR

5.2.2 PCR em tempo real (qQPCR)

Nos casos em que ocorre uma amplificagéo de baixa intensidade na regido da banda
do alelo mutado, através da reagdo do ASO-PCR, faz-se a necessaria confirmagdo do

resultado por PCR em tempo real. (277)

O PCR em tempo real é uma variagdo do PCR convencional, em que é possivel
visualizar em tempo real a reagdo de PCR, no momento em que decorre. Isto é possivel
devido a presenca, na mistura de PCR, de substancias que se intercalam no DNA em cadeia
dupla, emitindo fluorescéncia, ou através de sondas especificas complementares a cadeia de

DNA que se quer analisar, com fluorocromos ligados as extremidades. (281)

A figura 44 exemplifica um ensaio qPCR da sonda TagMan para a mutagdo JAK2
V617F. (282)

Figura 44 - Detecao da mutagcao JAK2 V617F por qPCR. [Retirado de (282)]
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5.2.3 Sequenciagao de Sanger

Nas amostras com auséncia da mutacdo JAK2 V617F, é realizada a pesquisa de
outras mutag¢des mais frequentes nas BCR::ABL1 negativas, como as mutag¢des dos genes
JAK2 (Exao 12), CALR (Exao 9) e MPL (Exao 10), através de sequenciagéo de Sanger. (277)

A técnica de sequenciagéo de Sanger é utilizada para determinar a sequéncia de
bases (adenina, guanina, citosina, timina) de um determinado fragmento de DNA e, com essa
informacdo, caracterizar alelos associados a doencas ou detetar mutagbes/variantes

relevantes para o diagnéstico de doengas genéticas. (283)

Na reacao de sequenciagao é utilizado um dos primers, o que resulta na amplificagéo
de apenas uma das cadeias. A reacdo contém, em baixa concentragdo, didesoxinucleétidos
(ddATP, ddCTP, ddGTP e ddTTP), cuja incorporagao vai terminar a extensdo da cadeia.
Esses nucledtidos estdo marcados com quatro fluorocromos diferentes e a sua incorporagao
origina fragmentos de tamanhos diferentes, onde o ultimo nucleétido é identificado pela cor.
A caracterizagdo da sequéncia € obtida pela separagéo eletroforética dos fragmentos e

respetiva detecéo das fluorescéncias. (283)

A figura 45 apresenta um eletroferograma de sequenciagédo de Sanger para a mutagéao
JAK2, demonstrando a presenca da mutagao p.N542_E543del. (284

Figura 45 - Dete¢ao da mutagao JAK2 por sequenciacido de Sanger. [Adaptado de
(284)]

A figura 46 apresenta uma sequenciagdo de Sanger para mutagdes no gene CALR
(Exao 9), que permite evidenciar a mutagdo CALR tipo 1 (L367fs*46) e a mutagao CALR tipo
2 (K385fs*47). (285)
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Figura 46 - Detecdao de mutagdes no gene CALR por sequenciagado de Sanger.
[Adaptado de (285)]

A figura 47 apresenta uma sequenciagéo de Sanger para detetar mutagdes no gene
MPL (Exao 10), demonstrando a presenga da mutagdo W515L (c.1544G>T), onde se verifica

a substituicdo de uma guanina por timina no nucleosideo 1544. (286)

Figura 47 - Detecao da mutagao W515L no gene MPL por sequenciagao de Sanger.
[Adaptado de (286)]

5.2.4 NGS (Next Generation Sequencing)

Para as mutagbes de baixa frequéncia alélica, que nao sio detetadas por
sequenciagdo de Sanger, e mutagdes adicionais, como as mutagdes nos genes ASXLT,
SRSF2, EZH2, IDH1, IDH2, U2AF1 e TP53, séao efetuadas analises por NGS. (277)
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O NGS é capaz de analisar multiplas regides genéticas com um limite sensivel de
detecao e alta precisdo. Enquanto a sequenciagao de Sanger apresenta um limite de detegéo
em torno de 20%, o NGS é capaz de detetar alelos mutantes com uma frequéncia inferior a
1%. (286,287)

Para a realizagdo do NGS, é feita a preparacao de bibliotecas NGS. Para isso, é feita
a diluicdo dos produtos de PCR até a concentragao inicial recomendada. Apds isso, é feita a
Tagmentagado (processo de fragmentacdo e inser¢do de adaptadores) e uma nova
amplificagao por PCR para insergéo de indexes que permitem a identificagéo unica de cada
amostra. Uma vez preparadas, as bibliotecas sdo normalizadas, fazendo uma pool que é
desnaturada e diluida para ser submetida ao processo de geracao de clusters. Este processo
ocorre apos hibridagao dos adaptadores com os primers que se encontram na superficie da
flow cell. O DNA da biblioteca é sequenciado através de um instrumento de sequenciacgao e

os dados sao posteriormente analisados. (288)

A tabela 18, exemplifica a dete¢cao de varias mutagdes, num caso de TE, por NGS
utilizando o painel lon Ampliseq Cancer Hotspot, capaz de detetar 2.800 mutagbes COSMIC
(Catalogue of Somatic Mutations in Cancer) de 50 oncogenes e genes supressores de
tumores. (286)

Tabela 18- Mutacoes detetadas por NGS num caso de TE. [Retirado de (286)]
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5.2.5 Cariétipo de bandas G

O inicio do diagndstico citogenético das NMP é a cariotipagem. A pesquisa do
cromossoma Philadelphia (figura 48), tdo importante no diagnéstico da LMC, é essencial, pois
a confirmagédo da sua auséncia faz parte do diagnéstico diferencial das NMP BCR::ABL1

negativas.

Figura 48 - Cariétipo com a presenga do cromossoma Philadelphia - t(9;22)(q34;q911).
Os cromossomas 9 e 22 estdo assinalados com setas vermelhas. [Retirado de (274)]

Através do estudo do cariodtipo é possivel obter informagbes acerca do numero de
cromossomas por célula, da composicdo dos cromossomas sexuais e também identificar
anomalias cromossémicas numéricas ou estruturais, sejam elas constitucionais ou

adquiridas.

O cariétipo é realizado através da cultura de linfécitos. Os cromossomas tornam-se
visiveis nas células durante a mitose, especialmente na metafase, quando atingem seu
maximo de condensagdo. Nessa fase, o centromero e os dois cromatideos de cada

cromossoma sao perfeitamente visiveis a microscopio 6tico. (193,195)

Na PV, as alteragBes cromossdmicas mais comumente observadas sdo: +8, +9,
del(20q), ganho de material no 1q, del(1q) e del(13q). Com a progressédo da doenga, as
anormalidades citogenéticas chegam a atingir em torno de 80% quando a PV evolui para a

fase fibrotica, e chegam a 100% quando o quadro evolui para uma leucemia aguda. (256)

Na TE, nao ha alteragdes citogenéticas especificas. O indice de alteragao € de 5% e

as alteragdes mais frequentes séo a trissomia do 8 e 9 e as delegbes 13q e 20q. (256)
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Na MFP, os cariotipos apresentam-se alterados em 60% dos casos, com del(13q),
del(20q) (figura 49), trissomia parcial 1q, +8 e +9. Entretanto, existem casos em que nao se

€ possivel realizar o cariétipo devido a fibrose medular. (256,289)

Figura 49 - Cariétipo 46,XX,del(20),(q13.1). A seta assinala a delegao. [Retirado de
(289)]

Na LNC, o cariétipo encontra-se normal na maioria dos casos. As raras alteragdes

presentes sdo comuns a outras NMP, como +8, +9, del(20q) e del(11q). (256)

Na LEC, a analise do cariétipo € uma analise de exclusdo, pois quando esta presente
o gene de fuséao t(5;12), o diagndstico € direcionado para leucemia mielomonocitica cronica

com eosinofilia. (256)

Na LMMJ, o cariétipo € uma analise de exclusdo, pois a presenca do cromossoma Ph

direciona para o diagnéstico da LMC. (256)

5.2.6 FISH

O FISH é uma técnica molecular utilizada para analisar cromossomas, especialmente
para a detecdo de rearranjos associados a doengas hematoldgicas,

microdele¢des/microduplicagdes, anomalias estruturais e rearranjos subteloméricos. (200)

A técnica FISH é um método que analisa uma regido cromossémica especifica através
de fragmentos de DNA marcados com fluorocromos - sondas - que hibridizam com a amostra
de DNA numa lamina. (200)
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Na figura 50 é possivel identificar a del(20q) por FISH, presente em casos de PV, TE
e MFP.

Figura 50 - Identificagao da delegao 20q (cor vermelha) por FISH. [Adaptado
de (290)].

O FISH é utilizado para detetar as mesmas alteragdes, ja descritas anteriormente, de
cada classe das NMP. E uma técnica vantajosa por poder ser realizada em situagdes nas

quais ainda nao se tem metafases para analise de caribtipo e por poder ser feito através de
amostra de sangue periférico. (200,256)
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6 Conclusoes

As neoplasias mieloproliferativas foram amplamente estudadas durante as Uultimas
décadas, o que levou a um constante aprimoramento dos seus critérios de diagnostico e
classificagdo. Com os desenvolvimentos no campo da biologia molecular que permitiram a
identificagdo das mutagdes nos genes, pode-se compreender melhor a fisiopatologia de cada
NMP, bem como avaliar melhor as progressdes e prognésticos de cada gendtipo da doenca.
Com isso, a identificagdo das mutagbes nado soO contribuiu significativamente para o
diagnéstico em tempo util para o utente, mas também impactou no desenvolvimento de novos

alvos terapéuticos.

Contudo, ainda que as analises moleculares sejam cada vez mais utilizadas como critério
de diagndstico, estas ndo séo analises de facil implementagao. Isso acontece, principalmente,
por se tratarem de técnicas complexas que necessitam de insumos e equipamentos de alto
custo e de estrutura fisica especializada. Isso acaba por restringir 0 acesso a essas

ferramentas na pratica laboratorial mais usual.

Entretanto, a importdncia da compreensdo detalhada das doengas hematologicas é
fundamental. No que diz respeito as NMP, devido a propensao a transformacéo fibrética e
leucémica, o tratamento deve ser rapido e a adequacao do tratamento esta profundamente
relacionada com a clareza do diagnéstico, reforgando a importancia das técnicas abordadas

neste trabalho.
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