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Resumo

O envelhecimento renal € um processo fisiolégico e ndo patolégico marcado por
alterag6es funcionais e anatomicas dos rins. No entanto, quando ao envelhecimento séo
adicionadas comorbilidades, existe um agravamento dessas alteragbes. A doenca renal
cronica (DRC) é um problema de saude publica global, definida como a presenca de leséao
renal ou perda progressiva da funcéo renal por 3 ou mais meses. A DRC é prevalente nos
idosos, podendo estar relacionada com o declinio da funcao renal com a idade e agravada
por fatores que a acompanham. A anemia € uma das complicacbes comuns da DRC,
juntamente com hipertensdo arterial, doencas cardiovasculares, alteracbes no

metabolismo mineral e 6sseo, entre outros.

A anemia é uma condicao prevalente em idosos, sendo a mais comum a anemia
ligeira. No entanto, todos os graus de anemia sofrem um aumento de prevaléncia com a
idade. Ao contrario do que acontece em faixas etarias mais jovens, na populacéo idosa a
anemia é mais prevalente nos homens. As causas da anemia no idoso devem ser apuradas
para que o tratamento seja adequado, sendo as principais, a deficiéncia nutricional e a
anemia das doencas cronicas, entre elas a DRC. A anemia da DRC é normalmente
normocrémica e normocitica e a sua etiologia esta relacionada primeiramente com a
diminuicdo da producdo de eritropoietina (EPO), seguida da deficiéncia em ferro. Na
anemia da DRC existe um aumento da hepcidina, que induz a acumulacédo de ferro nos
macrofagos do sistema reticuloendotelial (SRE) e a diminui¢cdo da absorcao de ferro no
duodeno; observa-se também a diminuicdo da producéo da EPO pelo rim, com a reducao

da resposta da eritropoiese na medula 6ssea.

O diagnostico da anemia da DRC envolve a realizacdo do hemograma, dando
relevancia a concentracéo de hemoglobina e indices eritrocitarios. Além disso, a contagem
de reticuldcitos, ferritina sérica, saturagdo de transferrina, folatos e vitamina B12 também
auxiliam no diagndstico, para a exclusdo de outras causas de anemia. Os tratamentos da
DRC sdao individualizados, sendo que as guidelines internacionais recomendam a
suplementacdo de ferro, o uso de agentes estimuladores de eritropoiese (AEE) e os

inibidores da prolil-hidroxilase do fator indutivel por hipéxia (HIF-PHIs).

Palavras-Chave: Envelhecimento Renal; Idoso; Doenca Renal Crénica; Anemia.



Abstract

Renal aging is a physiological and non-pathological process marked by functional
and anatomical changes in the kidneys. However, when comorbidities are added to aging,
these changes worsen. Chronic kidney disease (CKD) is a global public health problem
defined by the presence of kidney damage or progressive loss of kidney function over 3 or
more months. CKD is prevalent in the elderly and may be related to the decline in kidney
function with age and worsened by accompanying factors. Anemia is one of the common
complications of CKD, along with arterial hypertension, cardiovascular diseases, altered

mineral and bone metabolism, among others.

Anemia is a prevalent condition in the elderly, the most common being mild anemia.
However, all degrees of anemia increase in prevalence with age. Contrary to what happens
in younger age groups, in the elderly population, anemia is more prevalent in men. The
causes of anemia in the elderly must be identified so that treatment is adequate, the main
ones being nutritional deficiency and anemia of chronic diseases, including CKD. CKD
anemia is normally normochromic and normocytic and its etiology is primarily related to
decreased production of erythropoietin (EPO), followed by iron deficiency. In CKD anemia
there is an increase in hepcidin, which induces the accumulation of iron in macrophages of
the reticuloendothelial system (RES) and a decrease in iron absorption in the duodenum; a
decrease in EPO production by the kidney is also observed, with a reduction in the

erythropoiesis response in the bone marrow.

The diagnosis of CKD anemia involves carrying out a blood count, giving relevance
to the hemoglobin concentration and erythrocyte indices. In addition, reticulocyte count,
serum ferritin, transferrin saturation, folates and vitamin B12 also help in the diagnosis, to
exclude other causes of anemia. CKD treatments are individualized, and international
guidelines recommend iron supplementation, the use of erythropoiesis-stimulating agents

(AEE) and hypoxia-inducible factor prolyl hydroxylase inhibitors (HIF-PHIs).

Keywords: Renal Aging; Elderly; Chronic Kidney Disease; Anemia.
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1. Introducao

O rim desempenha um papel crucial na homeostasia corporal, nomeadamente na
regulacao hidroeletrolitica. Isto € possivel devido a sua capacidade de filtracdo do sangue
e formacéo de urina com diferentes concentracdes de dgua e produtos de excre¢ao. Além
disso, este 6rgdo desempenha fun¢des enddcrinas, nomeadamente producao de renina,
calcitriol e eritropoietina (EPO), responsaveis pela regulacdo da pressédo arterial,
metabolismo 6sseo e producao de eritrocitos, respetivamente. A unidade estrutural do rim
€ o nefrdnio, constituido pelos glomérulos e tabulos renais. Enquanto os glomérulos filtram
0 sangue que chega através da arteriola aferente, os tlbulos reabsorvem substancias
necessarias ao organismo, devolvendo-as a corrente sanguinea ou retiram substancias

dos vasos sanguineos para os tubulos para serem excretadas. (1,2)

O avanco da idade esta associado a mudancgas na estrutura e funcao dos rins,
podendo tratar-se de envelhecimento renal saudavel isolado ou estar eventualmente
exacerbado, quando associado a comorbilidades ou doencas renais. (3) Certas patologias,
como a doenca renal crénica (DRC), sdo promotoras do processo de envelhecimento renal,
gue se tém tornado cada vez mais prevalentes. A DRC esta associada a diversas
complicacdes, como € o0 caso da anemia, maioritariamente causada pela diminuicdo da
producao de eritrécitos e sobrevida dos mesmos e/ou por deficiéncia em ferro. A anemia
da DRC estad normalmente associada a estadios mais graves da DRC e ao aumento do

risco de eventos cardiovasculares e de mortalidade. (4)

Sendo a DRC considerada um problema de salde publica mundial e a anemia da
DRC uma complicacdo associada a progressdo da doenca, o diagndéstico precoce €
fundamental para implementar intervengfes ou terapias para retardar o progresso da
patologia, melhorar a astenia e as fungbes cognitiva e cardiaca e, consequentemente,

melhorar a qualidade de vida do doente. (5)

O objetivo desta monografia € compreender o processo de envelhecimento renal e
como este pode progredir para DRC, compreender o desenvolvimento de anemia na DRC

e a sua fisiopatologia e, por fim, abordar formas de diagnéstico e tratamento.



2. Envelhecimento Renal

O envelhecimento renal € um processo fisiolégico e ndo patoldgico que acompanha
0 avancar da idade. (6) Apesar de limitado, o envelhecimento renal saudavel permite ainda
manter o equilibrio homeostatico em condic¢des de salde, ao contrario do que acontece em
casos patoldgicos. No entanto, a associacao do envelhecimento com comorbilidades, como
hipertenséo arterial (HTA), diabetes e obesidade, ou com doencas renais, leva ao aumento
ou agravamento dessas alteracdes. (3) E importante reconhecer um processo normal de
envelhecimento fisiolégico de modo a adotar uma abordagem clinica adequada. (7) As
mudangas que os rins sofrem com a idade distinguem-se em duas categorias: as
alteracdes anatdémicas (subdivididas em microestruturais e macroestruturais) e as
alteracBes funcionais, que estdo resumidas na Tabela 1. As alteragcbes macroestruturais
sdo baseadas em estudos de imagem, como a tomografia axial computorizada (TAC); as

alteracdes microestruturais sdo baseadas na analise de biépsias renais. (8,9)

Tabela 1 - Alterac6es anatomicas e funcionais e respetivas caracteristicas que ocorrem no
processo de envelhecimento renal

Categorias Caracteristicas
Diminuicao do volume cortical
Alteracdes anatémicas Aumento do volume medular
macroestruturais Aumento da rugosidade da superficie renal

Aumento do numero de cistos e dos seus tamanhos
Arteriosclerose/Arteriolosclerose

Glomérulos de aparéncia isquémica (deflacédo global)
Glomerulosclerose global

Fibrose intersticial

Atrofia tubular

Diminuicao do numero de nefrénios

Hipertrofia dos tbulos e glomérulos funcionais
Diminuicdo da TFG total

Perda de resposta a vasodilatadores e aumento de
resposta a vasoconstritores

Diminuicdo da producao de eritropoietina

Adaptado de Hommos, et al. (3)

Alteracdes anatémicas
microestruturais

Alterag6es funcionais

2.1. Alteracdes anatomicas

2.1.1. AlteracBes macroestruturais

A partir dos 50 anos, esta documentada a perda de massa e volume renal, com a

atrofia do cortex renal e aumento da medula renal e, consequentemente, um declinio do
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volume do parénquima renal. (10) Na medula renal, o tecido intersticial aumenta com inicio
de sinais de fibrose e consequente atrofia das piramides renais, principalmente a partir dos
70 anos. A superficie renal também sofre alteracdes, podendo tornar-se mais granulosa e
menos fina com produgdo de cicatrizes de envelhecimento. Por exemplo, € importante
diferenciar a granulosidade da superficie renal derivada do envelhecimento renal saudavel,
das cicatrizes derivadas de pielonefrite. A quantidade de gordura sinusal aumenta
ligeiramente com a idade, podendo, ocasionalmente, ser responsavel por até 17% do peso
do rim post-mortem. Os quistos do parénquima renal tornam-se mais frequentes, de maior
tamanho e em maior densidade, com a idade (Figura 1). O aumento da prevaléncia de
cistos com a idade associa-se a excesso de peso, a presenca de HTA, albuminiria e é

mais prevalente em individuos do sexo masculino. (8,11)

Diminuicao do volume do cortex renal
Diminuig&o do parénquima renal

W A
\ y A ol ‘\ Aumento da gordura sinusal
,4 ) 2
-/\ : 2 -

2~
G

s:;-—f
j Envehecimento
Renal

Aumento da rugosidade da
superficie

Aumento dos cistos renais e
respetivos tamanhos

Figura 1 - AlteracBes anatomicas macroestruturais associadas ao envelhecimento renal
saudavel. Adaptado de Hommaos, et al. (3)

2.1.2. AlteracBes microestruturais

Nefrosclerose

A nefrosclerose é comumente associada a DRC, mas pode estar presente em caso
de envelhecimento renal saudavel, sendo que a sua prevaléncia aumenta
progressivamente com a idade. A arteriosclerose e arteriolosclerose referem-se ao
endurecimento e espessamento das paredes das artérias e arteriolas, respetivamente,

devido ao aumento do tecido fibroso e deposicdo de material hialino na camada mais

3



interna dos vasos, a intima. A arteriosclerose pode ser traduzida em isquemia dos
nefrénios, resultando em glomerulosclerose e atrofia dos tubulos. Isto é, pode traduzir-se
em isquemia dos glomérulos, levando a fibrose glomerular, que se caracteriza pela
acumulacdo de tecido fibroso ao redor da capsula de Bowman e consequente
endurecimento do glomérulo (glomerulosclerose), que resulta na perda de forma dos
capilares glomerulares. Em resposta a lesao continua, a membrana basal glomerular torna-
se progressivamente mais espessa, limitando a capacidade de filtracao do glomérulo. Os
tubulos correspondentes sofrem atrofia com acumulacéo de fibrose. (8,12) Deste modo, a
nefrosclerose envolve arteriosclerose/arteriolosclerose, glomerulosclerose, atrofia tubular

e fibrose intersticial. (3)
Hipertrofia dos Nefronios

Em casos de comorbilidades como diabetes e obesidade, que sédo bastante
prevalentes com o avanco da idade, € comum observar-se hipertrofia dos nefrénios, mais
especificamente dos glomérulos e dos tubulos. A hipertrofia dos nefrénios remanescentes
€ um mecanismo compensatério em resposta a diminuicdo dos glomérulos funcionais e
aumento dos glomérulos escleréticos e hialinos. A hipertrofia provoca o afastamento dos
glomérulos e diminuicdo da densidade glomerular no coértex renal. No envelhecimento
saudavel, a hipertrofia também se observa nos tubulos, que aumentam de volume. Estes

provocam um aumento da area do perfil tubular e da &rea cortical por glomérulo. (3,13)
Numero de Nefronios

Esta descrito que o niumero médio de nefrénios com glomérulos ndo escleréticos
diminui com o envelhecimento saudavel, que associa glomerulosclerose e nefrosclerose.
(3,14) No entanto, a taxa de perda de nefrénios aumenta quando associada a
comorbilidades como HTA, patologias que afetam os rins, entre outros. Os glomérulos
esclerdticos podem ser totalmente reabsorvidos ou sofrer alteracdes, como atrofia, pelo
gue nao sao facilmente detetados em amostras de tecidos. (15,16) Deste modo, a perda
real de glomérulos com o envelhecimento torna-se dificil de quantificar. (17) Existem ainda
outros fatores, ndo relacionados com o envelhecimento, que influenciam a perda de
nefronios, como o nimero de nefrénios do neonato e o0 seu peso a nascenca. (3,6,8,18)
Um peso baixo & nascenga € indicativo de um baixo numero de nefronios, que é
compensado pelo aumento da taxa de filtragdo glomerular por nefrénio (snGFR) e pelo
aumento do tamanho do glomérulo, permitindo a estabilidade da taxa de filtracdo
glomerular (TFG). (3,19)



Taxa de Filtragdo Glomerular por nefrénio (SnGFR)

A TFG é considerada a avaliacdo mais importante da funcéo renal. (3) No entanto,
como ja referido, existe uma variacao consideravel no nimero de nefrénios entre pessoas,
devido a causas adquiridas ou hereditarias, e que dificulta a avaliagdo da funcdo ao nivel
do nefrénio. (20) A perda progressiva de glomérulos funcionais, devido a
glomerulosclerose, provoca uma resposta de compensac¢éo traduzida pelo aumento da
snGFR e da presséo hidraulica dos capilares glomerulares na tentativa de preservar a TFG
total. Esta compensacao, no entanto, induz o aumento da tensédo nas paredes dos capilares
glomerulares, causando hipertensao, hiperfiltracdo e lesdo nos restantes nefronios. O
aumento da snGFR é previsto também noutras doencas associadas ao envelhecimento,

como diabetes e DRC.

2.2. Alteragdes funcionais

2.2.1. Declinio fisiologico da TFG

Com o envelhecimento saudavel, a TFG sofre um declinio progressivo, comecando
apos os 30-40 anos de idade. Essa diminuicao foi detetada em estudos, que demonstraram
um declinio progressivo da filtracdo glomerular com o envelhecimento, com uma taxa de
declinio de 0,8 mL/min/1,73 m?/ano. (21) O declinio da TFG com o envelhecimento pode
ser causado pela diminuicdo da lobulacdo glomerular e pela glomerulosclerose e,
consequentemente, pela reducdo da superficie disponivel para filtracdo. Além disso,
existem outras alteracdes, como a reducéo do débito cardiaco e 0 aumento da resisténcia
arteriolar renal, que também podem reduzir a filtragéo ao nivel do rim. A permeabilidade da
barreira de filtragdo glomerular também é um aspeto estudado. Embora haja relatos de
uma maior prevaléncia de proteintria em populagbes acima de 65 anos, apenas uma
minoria de doentes saudaveis acima de 80 anos apresenta proteindria clinica. Ha estudos
gue sugerem que a permeabilidade da barreira de filtragdo glomerular em humanos é

apenas minimamente alterada com o envelhecimento. (6,22)

2.2.2. AlteracBes Hormonais

O Oxido nitrico € um vasodilatador que desempenha um papel crucial na
manutencdo do fluxo sanguineo renal e na regulacdo da pressédo arterial. Com o

envelhecimento, a produgdo de Oxido nitrico nos rins tende a diminuir. Essa redugdo
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contribui para a retencao de sodio e para o agravamento da diminui¢éo do fluxo plasmatico
renal. A menor disponibilidade de éxido nitrico também pode aumentar o risco de lesdes
renais, como glomerulosclerose. (7) Uma das principais mudancas observadas é a
vasodilatacdo endotelial comprometida, causada pela perda de resposta a vasodilatadores,

como Oxido nitrico e 0 aumento de resposta a vasoconstritores, como angiotensina II.

Tabela 2 — Valores médios de biomarcadores importantes para a avaliagdo da fungéo renal
em adultos (18-64 anos), idosos (> 65 anos) e idosos com idade mais avancada (> 80 anos)

Idoso com idade

Adulto ldoso considerada mais
(18-64 anos) = (> 65 anos) avancada
(> 80 anos)
Hemoglobina (g/dL) 14,7 141 14,3
Eritropoietina (U/L) 14 13 17
Clearance de
Creatinina (mL/min) 111 1 ar
Excrecdo fracionada
de sodio (%) 0.5 1.3 1.4
Excrecdo fracionada 30 59 61

de ureia (%)
Adaptado de Nufiez (7)

A resposta renal no idoso estad diminuida, refletindo-se em menores valores de
renina plasmatica, que levam também a valores diminuidos de angiotensina IlI, um
vasoconstritor, através do sistema renina-angiotensina e também a niveis baixos de
aldosterona. Esta regulacéo é de extrema importancia, devido a sua capacidade de regular
a vasoconstricdo dos capilares glomerulares, mas também para a manutencdo da
homeostase renal, através da inducdo da secrecdo de aldosterona e da hormona
antidiurética (ADH) e, consequentemente, regular a reabsorcdo de agua e de soédio nos
tubulos renais. Como ilustrado na Figura 2, em resposta a um menor volume sanguineo,
h& um aumento da reabsorcédo de agua e sodio. As células da méacula densa detetam a
diminuicao de filtracéo de sédio derivado da diminui¢cdo da TFG e induzem a producgéo de
renina, que inicia o processo de produgcdo de angiotensina Il, através da enzima de
conversdo de angiotensina (ECA). (23) Desta forma, devido a reabsor¢cdo de sodio, as
concentracdes plasmaticas de renina e aldosterona e a resposta aos seus estimulos
estarem diminuidas, a excrecdo fracionada de sédio estd aumentada em idosos (Tabela
2). A capacidade de concentragdo urinaria esta ainda diminuida em idosos, devido a

resposta comprometida a ADH. (24)
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Figura 2 - Sistema renina-angiotensina-aldosterona

A eritropoietina (EPO) € produzida quase exclusivamente pelos rins e € responsavel

por regular a producao de eritrocitos. Quando a funcéo renal esta comprometida, aumenta

a prevaléncia de anemia, devido a producao insuficiente de EPO. Em idosos, observa-se

menor sintese de EPO do que no adulto, o que determina uma diminui¢do no estimulo

eritropoiético e na concentracdo de hemoglobina (Hb) no idoso. No entanto, pode haver

uma produgdo aumentada de EPO, como mecanismo compensatério associado a idade,

ao aumento do turnover dos eritrécitos ou pelo aumento da resisténcia a EPO. Assim, ainda

gue a EPO possa estar aumentada, a resposta parece ser inadequadamente insuficiente.

(25,26)



3. Doenca Renal Cronica

3.1. Definigéo e Classificacao

A doencarenal cronica (DRC) é um problema de saude publica global definida como
presenca de leséo renal ou perda progressiva da funcdo dos rins por 3 ou mais meses e €
um componente adicional ao envelhecimento que se tem tornado cada vez mais prevalente
a nivel mundial. A DRC esta altamente associada a um risco aumentado de
morbimortalidade cardiovascular, mortalidade prematura e diminuicdo da qualidade de
vida. (27,28)

Segundo a Kidney Disease Improving Global Outcomes (KDIGO), esta patologia é
classificada segundo a causa, categoria de TFG e categoria de albuminuria, permitindo
categorizar os doentes com DRC, de acordo com a severidade e risco da doenga (Tabela
3). (29,30) Estes dois parametros completam-se mutuamente, sendo marcadores Uteis da

progressao da DRC. (27)

A albumindria esta dividida em 3 categorias e pode ser calculada pela taxa de
excrecao de albumina (TEA) em urina de 24h ou pela razdo albumina-creatinina (RAC) em
urina tipo I, preferencialmente. A RAC tem vantagens em relacdo a TEA devido aos erros
associados a colheita da urina de 24h; pela RAC é possivel a colheita de urina ocasional,
guando a primeira da manha nao é possivel. O uso da creatinina reflete uma referéncia
devido a sua excrecdo constante ao longo de 24h, proporcionando uma estimativa com

menor erro associado. (31-33)

Quanto a TFG, esta pode ser determinada de duas formas: a taxa de filtracdo
glomerular medida (nTFG), onde é medida a clearance (urinaria e plasmatica) de
marcadores de filtragcdo exdgenos e a taxa de filtragdo glomerular estimada (eTFG), onde,
através de equacdes, esta é estimada usando concentragdes séricas de marcadores de
filtracdo endogenos. (34) Ambas tém um erro associado, no entanto, a eTFG usando a
concentracdo de creatinina € a mais utilizada uma vez que este biomarcador esta
rotineiramente disponivel nos painéis metabdlicos basicos. A eTFG usando concentragdes
de cistatina C e de creatinina é determinada se for necessaria uma medi¢do mais precisa.
Por outro lado, é utilizada a mTFG se for necessario evitar o erro residual associados as

equacoes.



Tabela 3 - Classificacdo da DRC e 0 seu prognéstico, considerando as categorias de TFG
e Albumindria

Categorias de Albuminuria
TEA (mg/24h) ou RAC (mg/g)
Al A2 A3
<30 30 - 300 > 300
"Ngi:r;rile?::e Moderadamente | Severamente
9 elevada elevada
elevada

—~ Normal ou
[ > -
e | ¢! =90 elevada * +
™ N N T~
~ | G2 | e0-gg | Diminuicao i . .
o ligeira
= Diminuicéo
% G3a | 45-59 ligeira a + ++ 4+
S moderada
5 Diminuicao
lﬁ G3b | 30-44 moderada a ++ +++ 4+
© severa
§o] — =
s Ga 15 - 29 Diminuicao it et it
© severa
S |
| G5 <15 Faléncia +H+ +H+ +H+
8 Renal

DRC: doenga renal crénica; TFG: taxa de filtracdo glomerular; TEA: taxa de excregdo de albumina;
RAC: razdo albumina-creatina; Risco de progressao e complicagdo da doenga renal crénica: (-): Risco baixo;
(+): Risco moderado; (++): Risco elevado; (+++): Risco muito elevado. Adaptado de KDIGO (30)

Os 5 principais estadios da DRC estéo classificadas segundo a eTFG: (33)

* G1: Les&o renal com TFG normal ou aumentada (> 90 mL/min/1,73 m?)

*= G2: Les&o renal com reducéo ligeira da TFG (60 - 89 mL/min/1,73 m?)

= (G3a: Lesdo renal com diminuicdo ligeira a moderada da TFG (45 - 59
mL/min/1,73 m?)

= G3b: Lesdo renal com diminuicdo moderada a severa da TFG (30 - 44
mL/min/1,73 m?)

* G4: Lesdo renal com diminuicdo severa da TFG (15 - 29 mL/min/1,73 m?)

* G5: Faléncia renal (< 15 mL/min/1,73 m?)

No entanto, o valor de TFG pode ndo ser suficiente para concluir um diagnéstico,
principalmente em categorias mais precoces, uma vez que este parametro pode nao sofrer
alteracdes. Além disso, as primeiras fases da DRC podem ser assintoméaticas. Desta forma,
a DRC é diagnosticada se, durante 3 ou mais meses, a TFG for inferior a 60 mL/min/1,73m?
ou se a TFG for superior a este valor, mas associar um ou mais dos seguintes marcadores
de leséo renal: (27,33,35)



= Albuminuria (TEA = 30 mg/24h ou RAC = 30 mg/qg);

= Altera¢des no sedimento urinario;

= Alteracdes nos eletrdlitos ou alteragbes causadas por lesdes tubulares;
= Anomalias patoldgicas detetadas por histologia;

= Anomalias anatdmicas ou estruturais detetadas por imagiologia;

= Histodria de transplante renal.

Os valores da TFG e da albuminuria devem ser monitorizados, principalmente em
doentes mais suscetiveis ao agravamento da DRC. A frequéncia dessa monitorizacao é
individualizada, dependendo do histérico do doente, da causa da doenca renal e dos
valores de TFG e RAC anteriores. Estes parametros, além de serem a ferramenta de
diagndstico, auxiliam na avaliacdo do progndstico do doente, juntamente com os fatores
de risco associados a progressdo da DRC e a sintomatologia. Muitos doentes com DRC
podem ser assintomaticos, principalmente em categorias mais precoces da doenca. No
entanto, mesmo nessa altura, podem observar-se sinais ou sintomas como urina
espumosa, alteracao da frequéncia de urinar, astenia, nauseas, perda de apetite e perda
de peso. Em estadios mais avancados da doenca, outros sintomas podem surgir, como
dificuldade de concentracdo, parestesia ou edema dos membros, dispneia, vomitos,

insdnia e halitose (odor a amoniaco). (35)

3.2. Fatores de Risco

A DRC pode ser causada por doencas primarias dos rins. No entanto, é
principalmente resultante de outras doencas, como diabetes, HTA, IUpus eritematoso
sistémico, infecdo por virus da imunodeficiéncia humana (HIV), anemia falciforme, infeces
renais cronicas, doencgas glomerulares, como glomerulonefrite, doenca renal policistica,
entre outros. (35,36)

Os fatores de risco da DRC séao divididos entre os que sao modificaveis e 0s que
nao sdo modificaveis. Quando um fator potencialmente modificavel é identificado, este
deve ser corrigido, pois tera impacto na qualidade de vida do doente e na progressao da

DRC. Entre os fatores de risco ndo modificaveis incluem-se (37,38):

» |dade avancada;
= Sexo masculino;
= Raca negra;
= Historia familiar de DRC ou de doengas cardiovasculares;
= Antecedentes de leséo renal aguda;
10



= Baixo peso ao nascimento.

Ja os fatores de risco modificaveis incluem (37,38):

= Diabetes;
= HTA;
= Obesidade;

= Dislipidemia;
= Acidose metabdlica;
= Dieta rica em proteinas;

= Tabagismo.
Existem ainda alguns fatores de risco modificaveis menos comuns, como (39):

=  Anemia;

= Hiperuricemia;

= Uso abusivo de farmacos (exemplos: anti-inflamatérios ndo esteroides
(AINE), antibiéticos);

= Hipercalcemia,

= Hiperfosfatemia;

= Consumo de plantas nefrotoxicas;

O estudo RENA avaliou a prevaléncia da DRC em Portugal em aproximadamente
3 mil participantes com idade média de 56,7 anos. Neste estudo, a populacdo estudada
tinha histérico de, entre outras condicbes, HTA (37,9%), dislipidemia (32,2%), diabetes
mellitus (16,2%) e faléncia renal (2,3%). Verificou-se que a prevaléncia global de DRC foi
de 20,9% e que esta foi superior em individuos com diabetes mellitus do que em individuos
sem esta patologia (31,4% vs 19,8%). Além disso, relativamente a antropometria, foi
apurado que individuos com peso normal, pré-obesidade, e obesidade de todas as classes

apresentaram prevaléncias de DRC de 18,0%, 45,8% e 36%, respetivamente. (40)

3.3. Prevaléncia em Idosos

A prevaléncia de DRC é elevada em idosos, 0 que se deve maioritariamente ao
facto de os fatores de risco mais comuns da DRC serem mais frequentes nestes individuos.
Assim, além da prevaléncia mais elevada de diabetes, HTA e doencas cardiovasculares, o
declinio da fung&o renal com a idade (traduzido pela reducéo da eTFG) é responsavel pelo
aumento da prevaléncia da DRC em idosos. (39) O estudo NHANES 1l (third National

Health and Nutrition Examination Survey) apurou que a prevaléncia da DRC era de 8,5%,
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12,6% e 39,4% em individuos de 20-39 anos, 40-59 anos e 60 ou mais anos de idade,
respetivamente, o que demonstra o aumento da DRC com a idade. (41)

Estudos epidemiolégicos demonstram que a diminuicdo da eTFG e o aumento da
albumintria em idosos é comum. No entanto, € importante compreender se estas
alteragcbes sdo consequéncias do envelhecimento saudavel ou se resultam de patologia.
Estudos prévios demonstram que a prevaléncia de DRC é significativamente superior em
individuos com mais de 65 anos do que com menos de 65 anos e, em ambos 0s casos,
existe maior frequéncia no estadio 3 da doenca. (28,42) Independentemente do estadio, é
notdria a maior prevaléncia de DRC em individuos com idade superior a 65 anos, podendo

estar relacionada com os mesmos fatores referidos pelo estudo NHANES IIl. (28,43)

3.4. Céalculo da TFG em ldosos

O aumento do numero de idosos com DRC tem levantado algumas questfes,
nomeadamente em relacédo a padronizacao da eTFG, tornando questionavel o cut off da
eTFG usado no diagnostico da DRC em idosos. Existem diversos fatores que afetam o
metabolismo da creatinina, nomeadamente a idade, género, etnia, consumo proteico diario,
malnutricio e medicacdo. (44) Relativamente a idade, as alteracdes funcionais e
anatémicas ao nivel renal, bem como a perda de massa muscular, vao alterar o
metabolismo da creatinina e, consequentemente, subestimar o declinio da eTFG. Estas
alteracBes devem ser tomadas em consideracéo, pois a eTFG calculada para individuos
idosos pode apresentar menos precisdo devido a estes fatores, podendo resultar em
resultados menos precisos e efeitos potencialmente nefastos nos cuidados de saude.

(23,44)

Até este momento, ja foram propostas mais de 50 equacgdes utilizando a creatinina
para o calculo da eTFG. A primeira equacgéo que foi mundialmente utilizada foi a equacéo
de Cockcroft-Gault (CG) (45), que incluia como variaveis a idade, género, peso e creatinina
sérica. No entanto esta contem algumas limitagbes, nomeadamente o facto de o grupo de
individuos utilizados para o seu desenvolvimento incluir poucos individuos do sexo
masculino e ser criada para estimar a clearance de creatinina (mL/min), presumindo que

esta era uma medicéo direta da TFG (mL/min/1.73m?), o que ndo se verifica. (46)

Em 1999, Levey, et al. propés uma nova equacédo, a MDRD (Modification of Diet in

Renal Disease). (47) Esta equacdo é matematicamente mais complexa do que a equagéo
CG e sofreu posteriores alteragfes. No entanto, continua a ter vantagens em relacdo a
equacdo de CG, nomeadamente o facto de acrescentar a varidvel da etnia e excluir a
12



variavel do peso. No entanto, as principais limitacdes desta equacao sdo o facto de nédo
incluir individuos com idades superiores a 70 anos. Tendo em consideragdo que a
creatinina sérica difere com a idade e entre faixas etarias, esta equacao tende a subestimar
a eTFG, e, por consequéncia, superestimar a prevaléncia populacional de DRC. (46)

Em 2009 foi desenvolvida a equagdo CKD-EPI (Chronic Kidney Disease
Epidemiology Collaboration) (48), que incluiu doentes com mais de 65 anos bem como
diabéticos. Esta € atualmente recomendada pela KDIGO e a mais utilizada globalmente,
tendo sofrido uma alteracdo em 2021, de modo a retirar a etnia como variavel e
permanecendo a idade, género e a creatinina. No entanto, ndo deixa de ter limitacbes
nomeadamente a superestimacdo da eTFG em adultos entre os 18-30 anos, bem como
algumas diferencas em relacé@o a etnia. Isto é, como consequéncia da excluséo da etnia
enquanto variavel da equacdo CKD-EPI, esta equacao tende a superestimar ligeiramente
a TFG em individuos de etnia ndo negra e a subestimar a eTFG em individuos de etnia
negra. Por outro lado, a equacdo CKD-EPI que utiliza os dois marcadores (creatinina e
cistatina C), provou melhorar a exatiddo para ambos 0s grupos étnicos, com menores

diferencas entre estes grupos. (46)

Posteriormente foi também proposta uma equacéao pelo Berlin Initiative Study (BIS)
(49) que esta limitada a individuos com idade superior a 70 anos e que tinha como objetivo

ultrapassar as limitacées da equacdo CKD-EPI, no que diz respeito a idade e etnia. (46)

Atualmente, as diretrizes da KDIGO de 2024 recomendam, em casos gerais, 0 Uso
da “CKD-EPI creatinina” de 2021 (33,50) como primeira escolha, mas foi ainda
recomendado o uso da equacdo “CKD-EPI creatinina-cistatina C”, como teste
confirmatério, quando necessario (Tabela 4). (51) No entanto, esta diretriz refere que,
guando se suspeita da existéncia de alteracbes no metabolismo da creatinina, tal como
acontece nos idosos, o teste inicial deve incluir a cistatina C. A KDIGO refere ainda que
séo aceites outras equagdes baseadas na creatinina, se tiver sido provado que tém uma
boa exatiddo comparada com a CKD-EPI. Além disso, desde a publicagdo da KDIGO 2012,
gue além destas, foram também aceites equacgfes desenvolvidas pela EKFC (European
Kidney Function Consortium) que obteveram bons resultados quando comparados com as

equacdes CKD-EPI 2009 e 2021, a excecao da populagéo infantil. (33,52)
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Tabela 4 - Equag¢des CKD-EPI Creatinina (2021) e CKD-EPI Creatinina-Cistatina C (2021)
para o célculo da taxa de filtrag&o glomerular

Equag&o CKD-EPI eTFGe, = 142 X min (S¢r/k; 1) x max (S /k; 1) 742
Creatinina (2021) x 0,9938!444¢ x 1,012 [se mulher]

eTFGcr—CyS = 135 X min (Scr/k; 1)a X max (Scr/k; 1)—0,544
Equacédo CKD-EPI

: . 11-0,323
Creatinina-Cistatina C X min (S¢ys/0,8; 1) o »
(2021) X max (Sgys/0,8;1)7%778 x 0,9961'¢%¢

X 0,963 [se mulher]

eTFGc — Taxa de filtracdo glomerular estimada através da creatinina; eTFGecrcys — Taxa de filtracao
glomerular estimada através da creatinina e cistatina C; Scr - Creatinina sérica standard (mg/dL); Scys —
Cistatina sérica standard (mg/dL); k = 0,7 (mulher) ou 0,9 (homem); a = -0,241 (mulher) ou -0,302 (homem);
min (Scr/k; 1) = minimo de S¢/k ou 1,0; max (Scr/k, 1) = maximo de Sc/k ou 1,0. Adaptado de National Kidney
Foundation (n.d.) (53,54)

3.5. Anemia — uma complicacdo da DRC

A DRC esté relacionada com diversas complicacdes, com diferentes prevaléncias
e severidades, dependendo do estadio da doenca. No entanto, estas estdo inter-
relacionadas e contribuem para o aumento da morbilidade e mortalidade, além de
reduzirem a qualidade de vida dos doentes com DRC. As principais complicac6es da DRC
causadoras de uma saude debilitada incluem HTA, complicacdes cardiovasculares,
disturbio mineral e ésseo associado a DRC, retencdo de agua e sais, acidose metabdlica,

disturbios eletroliticos, dislipidemia, problemas nutricionais e anemia. (55,56)

Um estudo de 2023 realizado nos Estados Unidos entre 2016 e 2019, recolheu
dados de cerca de 5 milhdes de individuos e avaliou a relacédo entre a anemia e a eTFG.
Como se pode verificar na Figura 3, quanto menor a eTFG, maior a prevaléncia da anemia.
Por exemplo, a anemia severa estava presente em 1,3%, 3,1%, 7,5%, 17,4% e 29,7% dos
homens com eTFG de 60-74, 45-59, 30-44, 15-29 e menos de 15 mL/min/1,73m?,
respetivamente. J& nas mulheres, a anemia severa estava presente em 1,9%, 3,9%, 8,6%,

19,4% e 37,6%, respetivamente, nas mesmas categorias da eTFG atras referidas. (57)

Um outro estudo de base populacional que envolveu mais de 3000 individuos com
idade superior a 49 anos (média de idades de 65 anos) concluiu que 0 aumento persistente
dos niveis séricos de creatinina, devido a diminuicdo da funcéo renal, estava associado a
maior prevaléncia de anemia em ambos os géneros. Com base nos critérios da
Organizagdo Mundial de Saude (OMS), a anemia foi diagnosticada em 1,6% dos individuos
com creatinina sérica < 125 ymol/L, em 8% com creatinina sérica entre 150 e 174 umol/L

e em 40% dos doentes com creatinina sérica = 200 umol/L. (58)
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Segundo a KDIGO 2024 Clinical Practice Guideline (33), adultos com DRC com
estadio G3 e Al diabéticos e ndo diabéticos tinham uma prevaléncia de anemia de 14,9%
e 11,5%, respetivamente. Esta prevaléncia aumenta para 60,7% e 57,4%, respetivamente,
em estadio de DRC de G5 e A3, confirmando o aumento significativo de prevaléncia de

anemia com o agravamento da DRC.
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Figura 3 - Prevaléncia de anemia (%) de acordo com a taxa de filtrag&o glomerular estimada
(eTFG) em funcdo da concentracdo de hemoglobina (g/dL) em (A) homens e (B) mulheres com
DRC. Adaptado de Farrington, et al. (57)

15



4. Anemia no ldoso

4.1. Definicdo

A anemia é prevalente em idosos, sendo frequentemente subvalorizada por poder
ser apenas uma consequéncia do envelhecimento ou um marcador de patologia. (59,60) A
anemia é definida pela OMS de acordo com a concentracdo da Hb: < 13 g/dL nos homens
e <12 g/dL nas mulheres. (61,62)

A funcéo da Hb é transportar o oxigénio para os tecidos corporais pelo que, em
caso de anemia, o fornecimento de oxigénio aos tecidos fica comprometido e é
proporcional a gravidade da anemia. Os valores 6timos de concentracéo de Hb adequados
as necessidades fisioldgicas variam segundo a idade, sexo, altitude de residéncia,
tabagismo e gravidez. Estes valores foram estabelecidos pela OMS, diferenciando os
valores de referéncia da concentracdo de Hb entre criancas, mulheres gravidas e nao
gravidas e homens. A populacéo de referéncia utilizada para esta determinagao néo incluiu
individuos com idade = 65 anos, levantando a questao se esse critério se aplica a idosos.
Além disso, esta definicdo da OMS também néo diferenciou os valores de referéncia entre
mulheres pré e poés-menopausa. (61-63) Posteriormente, fizeram-se estudos que
avaliaram a prevaléncia de anemia na populacdo idosa, propondo novas definicdes de

anemia para estes individuos. (64—66)

Apesar de a anemia em idosos ser predominantemente ligeira, esta esta associada
a varios efeitos adversos, incluindo diminuicdo do desempenho fisico, fragilidade, reducéo
da forca muscular e, consequentemente, aumento do risco de quedas, diminuicdo do
desempenho cognitivo, deméncia e aumento do risco e do tempo de hospitalizacédo. Alguns
estudos demonstraram uma relagdo inversa entre a concentracdo de Hb e a forga

muscular, desempenho fisico, incapacidade e mortalidade. (60,67)

A anemia em idosos associa-se a uma série de sintomas associados a fragilidade
do idoso, incluindo perda de peso, comprometimento da mobilidade, fragueza
generalizada, falta de equilibrio e maior vulnerabilidade ao stress, e é definida como uma
sindrome geriatrica. (59,68) Além disso, a anemia é responsavel por hipoxia tecidual local,
ou seja, diminuicdo da oxigenacéo tecidual, que pode causar lesdes em tecidos e 6rgaos.
A hipoxia do sistema nervoso central ou do coragdo, por exemplo, pode contribuir para o

desenvolvimento e agravamento do declinio fisico e cognitivo. (59,62)
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4.2. Prevaléncia

Como referido, a prevaléncia da anemia varia segundo alguns fatores, como idade,
género e etnia. Em relacdo a associacdo entre anemia e idade, o estudo INCHANTI (60)
avaliou a influéncia da idade no declinio da funcéo renal associado a reducéo da producgéo
de EPO e a anemia. Neste estudo foi usada uma amostra de 1005 idosos (com idade = 65
anos) residentes em Italia. Aqui verificou-se que tanto a concentragédo de Hb como a funcao
renal sofreram um declinio com a idade em ambos os géneros, sendo que 0 aumento
gradual da prevaléncia de anemia se tornava progressivamente mais evidente com o
agravamento da fungéo renal.

Um outro estudo realizado também em Itélia (67), envolvendo cerca de 8000 idosos
com os mesmos critérios de idade, confirmou esta tendéncia (Figura 4). Observou-se que,
entre 0s 85 e 0s 89 anos, a prevaléncia de anemia ligeira, moderada e severa era de 22,1%,
4,2% e 0,3%, respetivamente, e que nos individuos com 90 anos ou mais, os valores de
prevaléncias eram de 31,5%, 9,0% e 1,3%, respetivamente. A partir destes dados, o estudo
concluiu ndo apenas que a anemia ligeira tem uma prevaléncia significativamente superior
as restantes, mas também que existe um aumento acentuado de prevaléncia dos varios
patamares de gravidade de anemia em idades mais avancadas. De uma forma geral,
considerando todos os estadios de anemia, neste estudo observou-se que a prevaléncia
de anemia em idosos entre os 75-79 anos era de 13,4%, aumentando progressivamente
para 19,9%, 26,6% e 41,8% nas faixas etarias de 80-84, 85-89 e 90 ou mais anos,
respetivamente.
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Figura 4 - Prevaléncia (%) de anemia ligeira, moderada, severa e geral, segundo a faixa
etaria (anos). Adaptado de Tettamanti, et al.(67)
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Outros estudos também corroboraram esta tendéncia bem como o incremento mais
acentuado nas idades mais avancadas. (60,69,70) O estudo Italiano verificou ainda que a
prevaléncia de anemia moderada em casos de hospitalizacdo (13,5%) era
significativamente superior a observada em casos de ndo hospitalizacéo (1,6%). (67) Ja
um estudo da Nova Zelandia (71) observou uma prevaléncia de anemia em individuos com
idade superior a 65 anos de 48%, em que 68% destes apresentavam anemia ligeira a
moderada.

Em relagdo a prevaléncia de anemia de acordo com o género, € reconhecido que a
anemia em idosos afeta mais homens que mulheres. Segundo a Third National Health and
Nutrition Examination Survey (NHANES III), até aos 75 anos a prevaléncia de anemia é
superior nas mulheres. Dos 75 aos 84 anos, ha uma diferenca de cerca de 5 pontos
percentuais entre os dois géneros, sendo superior no homem; com mais de 85 anos a
relacdo volta a inverter-se, com uma prevaléncia superior na mulher. (62,72,73) Estes
dados também foram confirmados pelo estudo INCHANTI, como se observa na Figura 5.
(60) Com o envelhecimento, os homens apresentam um declinio nos niveis de
androgénios, diminuindo a acdo estimulante destes na eritropoiese. (74,75) A reducéo da
prevaléncia de anemia na mulher pés-menopdausica pode estar relacionada com a auséncia
de menstruacédo, ou seja, com a diminuicdo de perdas de sangue, que outrora poderiam
ser causadoras de anemia. Devido a estas altera¢@es fisiologicas entre 0s géneros, em
idades avancadas, os valores de referéncia para o diagnéstico de anemia podem nao

refletir adequadamente o conceito bioldégico de normalidade para idosos. (73)
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Figura 5 - Prevaléncia (%) de anemia em idosos segundo a faixa etaria (anos) e género.
Adaptado de Ble, et al. (60)
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A prevaléncia de anemia varia ainda com a etnia, sendo que os individuos de etnia
negra apresentam prevaléncias 2 a 3 vezes mais elevadas de anemia do que a etnia
caucasiana, quando aplicados os critérios da OMS. Por exemplo, um estudo realizado nos
Estados Unidos em individuos de idade avancada (= 65 anos) verificou que a prevaléncia
de anemia em homens e mulheres negros ndo hispanicos era de 27,5% e 28,0%,
respetivamente, e de 9,2% e 8,7% em homens e mulheres brancos ndo hispanicos, de
idades semelhantes, respetivamente. Relativamente a homens e mulheres mexicano-
americanos, a prevaléncia de anemia foi de 11,5% e 9,3%, respetivamente. No entanto, a
definicdo de anemia para as diferentes etnias é ligeiramente diferente; um estudo da
NHANES Il mostrou que a anemia definida pela OMS é um forte indicador de mortalidade
e deficiéncia de mobilidade, entre individuos de etnia branca e mexicano-americana, mas

gue estes critérios ndo se aplicam na etnia negra. (70,73)

4.3. Etiologia

A etiologia da anemia em idosos pode ser dividida em 3 principais categorias
(67,70,76,77):

= Deficiéncia nutricional — derivada principalmente de deficiéncia em ferro,
acido fdlico e vitamina B12;

= Doengas cronicas — DRC, patologias inflamatérias ou infeciosas e tumores;
a anemia deriva em grande parte da sequestracdo de ferro em macréfagos
induzida pela hepcidina;

= Causas desconhecidas.

Num estudo realizado em individuos com idades = 65 anos verificou-se que a
prevaléncia de anemia era de 18% e gue a etiologia da anemia era distribuida da seguinte
forma: 56,6% por deficiéncia nutricional, 21,1% por neoplasia hematolégica, 20,8% por

anemia de doengas cronicas e 9,7% por anemia de causa desconhecida. (78)

O estudo NHANES Il também analisou a etiologia da anemia em idosos através de

uma amostra nacional de mais de 2 milhdes de individuos com idades = 65 anos. Para o
diagnéstico de anemia por deficiéncia nutricional, foram considerados os valores do ferro,
vitamina B12 e folato. A anemia por doencas cronicas foi diagnosticada quando o ferro
sérico estava diminuido sem evidéncias de deficiéncia em ferro. A anemia da DRC foi
considerada quando a eTFG < 30 mL/min e a anemia por causas desconhecidas resultou
da exclusdo das restantes. Os resultados obtidos estdo descritos na Tabela 5, onde é
possivel observar que a distribuicdo diferia do estudo anterior. E possivel destacar que a
19



anemia por deficiéncia nutricional, doengas crénicas e por causas desconhecidas tiveram
prevaléncias de 34,3%, 32,2% e 33,6%, respetivamente. Nestas, destacou-se a anemia
por deficiéncia em ferro e a anemia por doencas crénicas inflamatérias. A anemia da DRC

neste estudo teve uma prevaléncia de 8,2%. (70)

Tabela 5 — Distribui¢&o da etiologia da anemia em idosos no estudo NHANES Ill, que avaliou
individuos com idade = 65 anos nos Estados Unidos da América

Anemia (namero

Causas de Anemia em ldosos de individuos)

Anemia (%)

Ferro 467.000 16,6
Folato 181.000 6,4
Vitamina B12 166.000 5,9
Deficiéncia Folato e
Nutricional vitamina B12 56.000 2,0
Ferro, folato e
vitamina B12 95.000 3,4
Total 965.000 34,3
Inflamagdo 554.000 19.7
Cronica
Doenca renal
Doengas Crénicas | crénica (DRC) 230.000 8.2
Inflamacéo
Cronica e DRC 120.000 4,3
Total 904.000 32,2
Causas
Desconhecidas ) 945.000 33,6
Total 2.814.000 100

Adaptado de Guralnik, et al. (70)

No entanto, a categorizacao da etiologia da anemia no idoso utilizada nestes artigos
tem limitacdes, nomeadamente o facto de os casos considerados inexplicaveis serem
apenas a exclusdo das outras duas categorias. Na verdade, a anemia no idoso é
frequentemente multifatorial e derivada de comorbilidades que sédo frequentes em
individuos de idade avancada (aproximadamente 40% de individuos com idade >80 anos
apresentam 4 ou mais comorbilidades). (79-81) Um estudo realizado em mais de 19 mil
individuos com idades =64 anos, na Austria, concluiu que a anemia multifatorial era
observada frequentemente. A titulo de exemplo, a coexisténcia de uma insuficiéncia renal
(eTFG diminuida) e o aumento de marcadora inflamatérios, tiveram uma prevaléncia de
28,1%. (80) A determinacdo da causa da anemia € de extrema relevancia para que o
tratamento aplicado seja 0 mais adequado. Porém, a existéncia de comorbilidades, bem

como o uso de multiplos farmacos dificultam o diagndstico em doentes idosos.
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4.3.1. Anemia por deficiéncias nutricionais

A principal causa de anemia por deficiéncias nutricionais em idosos é a deficiéncia
de ferro, sendo este tipo de anemia associado a microcitose. O seu diagndstico € essencial
para tratar sintomas e identificar a causa da deficiéncia em ferro, que, com frequéncia, esta
relacionada com patologias do trato gastrointestinal superior ou inferior, como por exemplo,
gastrite, Ulcera péptica, polipos gastrintestinais, cancro e doenca inflamatoria intestinal.
(82) O diagnéstico envolve a avaliacdo de diversos parametros, como a ferritina sérica,
transferrina, ferro sérico, capacidade total de fixacdo de ferro e o recetor sollvel de
transferrina (sTfR). Além disso, a Hb globular média (HGM), que é indicadora de
hipocromia quando esta reduzida e o volume globular médio (VGM) que, quando reduzido,
€ indicador de microcitose, também sdo Uteis na classificagdo morfologica da anemia.
(82,83)

Embora a suplementacdo alimentar tenha reduzido a deficiéncia de folato, esta
ainda ocorre, devido a malnutricdo e alcoolismo. (84,85) Ja a deficiéncia de vitamina B12
€ principalmente devida a uma sindrome de ma absorcdo de cobalamina e pode também
dever-se a ma absorcdo, em caso de gastrite atréfica ou uso terapéutico de antiacidos. Ao
contrario da deficiéncia em ferro, a anemia por deficiéncia em vitamina B12 e/ou folato &

macrocitica. (82)

4.3.2. Anemia derivada de doencas cronicas

A anemia de doenca cronica, que inclui a anemia da DRC, esta associada a
infecdes agudas ou crdnicas, doencas oncoldgicas e doencas inflamatérias crénicas. Essa
anemia é tipicamente normocitica e normocrémica, com reducgdes ligeiras a moderadas na
concentracdo de Hb. Nestas anemias, a hepcidina desempenha um papel crucial na sua
fisiopatologia, inibindo a absor¢cdo de ferro pelo enterécito, bem como a sua libertacdo
pelos macréfagos, reduzindo o ferro disponivel para a eritropoiese. O diagndstico pode ser
complicado devido a condi¢Bes coexistentes, como deficiéncia em ferro e talassemias, que
podem tornar a anemia microcitica, mas a avaliacdo dos parametros do metabolismo do
ferro, como transferrina, sTfR e ferritina sérica podem auxiliar no diagnéstico. (82,86) No
entanto, o diagnostico pode passar pela avaliagdo de marcadores inflamatorios, como a

proteina C reativa, velocidade de sedimentacéo, interleucina-6 (IL-6) e hepcidina. (82,87)
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4.3.3. Anemia de causas desconhecidas

A anemia de causas desconhecidas em idosos € normalmente ligeira e do tipo
normocitica e hipoproliferativa. Esta é diagnosticada quando as deficiéncias nutricionais,
doenca renal crénica ou condi¢Bes inflamatdrias sao excluidas. Este tipo de anemia pode
estar associado a varios mecanismos fisiol6gicos relacionados com a idade, como declinio
da funcao renal, deficiéncia em androgénios, inflamacdo crénica de baixa intensidade
associada ao envelhecimento (inflammaging), sindromes mielodisplasicas e resposta
comprometida a EPO. (79,88,89) Estes doentes comummente apresentam niveis de
eritropoietina mais baixos do que nos casos de deficiéncia em ferro, o que sugere a
presenca de um estado pré-infamatorio sub-clinico. (88,90)

4.4. Anemia da DRC

A anemia da DRC é principalmente devida a diminuicdo da producdo de
eritropoietina pelo rim e, consequentemente, de eritrocitos, bem como a diminuicdo da
sobrevida dos mesmos. (4) Esta é predominantemente normocrémica, normocitica e
hipoproliferativa (Figura 6), ocorrendo habitualmente em estadios mais graves da doenca.
Em casos de deficiéncia em ferro, também comum na DRC, a anemia microcitica também
pode ser comum, acentuando-se o declinio da concentracdo de Hb. (4,91) Outras causas
gue podem exacerbar a anemia da DRC, incluem perda sanguinea, inflamacéo e outras
deficiéncias nutricionais para além da deficiéncia em ferro. (92,93)
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Figura 6 - Prevaléncia (%) de anemia microcitica, normocitica e macrocitica em individuos

com doenca renal cronica (DRC) com diferentes concentragdes de hemoglobina (g/dL). Adaptado
de Dmitrieva, et al. (91)
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44.1.

Fisiopatologia

A eritropoiese € um processo fisiolégico complexo regulado pela EPO e que

mantém a homeostasia dos niveis de oxigénio no corpo, uma vez que € responsavel pela
regulacdo da producdo de eritrocitos. (4) A EPO é produzida pelas células intersticiais

peritubulares no cértex e na camada exterior da medula renal e, na sua presenca, as

células eritroides proliferam e diferenciam-se na medula 6ssea. Na sua auséncia, as

células progenitoras sofrem apoptose. (94,95) Esta hormona €, no entanto, regulada pelo
fator indutivel por hipoxia (HIF), um fator de transcricdo que promove a eritropoiese, ndo
s6 promovendo a producao de EPO pelos rins, como melhorando a absorcéo e utilizagédo

do ferro. Este mecanismo esta detalhado na Figura 7. (96)
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Figura 7 - Mecanismo de regulacdo do fator indutivel por hipéxia em normoxia e hipoxia

Em condi¢cBes de normoxia, a presenca de oxigénio (O) permite a ativacdo da
enzima de dominio prolil-hidroxilase (PHD). A PHD hidroxila residuos de prolina do HIF-
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1a. De seguida, a proteina von Hippel-Lindau (pVHL) reconhece o HIF-1a hidroxilado, liga-
se e procede a sua ubiquitinacdo. O HIF-1a ubiquitinado é direcionado para o proteossoma,
onde é degradado. Desta forma, sem a formacdo do complexo HIF, ha um bloqueio da
transcricdo de genes regulados por este, incluindo o gene da EPO (eritropoietina). Em
condic¢des de hipoxia, a atividade da PHD é inibida, o HIF ndo é hidroxilado, a pVHL néo
ubiquitina o HIF-1a, pelo que o complexo HIF entra no nucleo e liga-se ao elemento de
resposta a hipoxia (HRE), aumentando a transcricdo de genes, como o da EPO, e a inibicdo
do gene da hepcidina.

A maior fonte extra-renal de EPO é o figado. No entanto, o mecanismo de
expressdo genica de EPO é diferente do que ocorre nos rins, nomeadamente o facto de
ser muito menos sensivel aos estimulos de hipoxia. (97-99) Em doentes com DRC, o
oxigénio que chega aos rins € reduzido, em parte devido a redugéo do fluxo sanguineo.
Assim, o tecido renal precisa de se adaptar a um menor consumo de oxigénio,
considerando o novo gradiente de oxigénio nos tecidos normal. Consequentemente, a PHD
permanece ativa, nao havendo formacao do heterodimero HIF e o gene da EPO nao é
ativado. Além disso, sendo a DRC uma condicao inflamatéria, ha producdo de citocinas

inflamatdrias, incluindo a IL-1a, IL-1B, TGF- e TNF-a, que inibem a producédo de EPO.

A homeostasia do ferro € assegurada por um processo que regula a absorcdo e
secrecao de ferro, para evitar a anemia ou a hemocromatose. Como 0 organismo apenas
absorve uma quantidade muito pequena de ferro diariamente, a maioria do ferro usado na
eritropoiese provém da reciclagem do ferro de eritrocitos senescentes que foram
fagocitados por macréfagos reticuloendoteliais especializados. Desta forma, quando os
niveis de ferro sérico estdo diminuidos, a absor¢cdo de ferro no trato gastrointestinal
aumenta, mas apenas dentro de certos limites (aumento até 20%), pois a sua absorcao é
mediada por recetores; neste caso, a mobilizacdo do ferro dos macrofagos também
aumenta. Pelo contrario, quando os niveis de ferro sérico estdo aumentados, a absorgéo
de ferro no trato gastrointestinal, bem como a mobilizagdo do ferro dos macrofagos
diminuem. (96) Sendo o ferro um componente essencial para o grupo heme presente na
Hb, a deficiéncia em ferro traduz-se na diminui¢cdo da sintese de Hb e consequentemente
na hipocromia e microcitose dos eritrécitos. Os niveis baixos de Hb induzem hipoxia,
promovendo a estimulagdo da producdo da EPO pelas células peritubulares dos rins e
aumentam a eritropoiese. No entanto, se a deficiéncia em ferro permanecer, a eritropoiese

deficiente mantem-se. (4,96)

A hepcidina é um péptido produzido pelos hepatdcitos e que é livremente filtrado

pelos glomérulos, podendo ser mensuravel na urina. A funcdo deste péptido é ligar-se a
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ferroportina (proteina exportadora de ferro), formando um complexo hepcidina-ferroportina.
Este complexo é internalizado e posteriormente degradado nos lisossomas.
Consequentemente, a libertacdo do ferro para a corrente sanguinea diminui, bem como a
libertacdo do ferro pelos macréfagos. Quando os niveis de hepcidina estdo diminuidos, a
ferroportina desenvolve uma atividade superior a normal, fazendo com que o ferro ingerido
na dieta seja mais absorvido no intestino. (100,101) Quando desregulado, este mecanismo
pode resultar na condicdo patolégica hemocromatose. (102) Ja quando a hepcidina esta
aumentada, a atividade da ferroportina € suprimida, conduzindo a anemia, comum em
casos de inflamacao, faléncia renal e doencas crénicas. (96) De facto, em condi¢cbes
inflamatérias e de doencas crénicas, como a DRC, existe uma producdo aumentada de
citocinas, como IL-1, IL-6, TNF-a e interferdo-y que estimulam a producéo de hepcidina,

reduzem a producéo de EPO e a eritropoiese. (4,97,103)
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Os mecanismos que levam a anemia da DRC sao, entdo, multifatoriais. Como
esquematizado na Figura 8, na fisiopatologia da DRC participam a progressiva reducgéo da
producédo de EPO, a resposta reduzida da medula éssea aos estimulos da EPO (devido a
toxinas urémicas e citocinas supressoras da eritropoiese) e a diminuicdo do tempo de
semivida dos eritrocitos. Além disso, o aumento da producdo da hepcidina devido a
inflamacéo sistémica derivada da DRC levam ao uso ineficaz dos stocks de ferro,
traduzindo-se em deficiéncia absoluta ou funcional em ferro, que pode ser severa, devido

a hemorragias ou ma absorcéo de ferro.

4.4.2. Diagnadstico

Nos doentes com DRC é comum o desenvolvimento de uma anemia progressiva e
debilitante que, se ndo for tratada, pode induzir uma dependéncia de suporte transfusional.
(104) Segundo o NHANES (105), a concentragdo de Hb mantém valores normais durante
as primeiras fases da insuficiéncia renal, mas inevitavelmente sofre um decréscimo com o
declinio da eTFG e com o agravamento da DRC. As manifestagfes clinicas associadas a
anemia da DRC sdo comuns a gquaisquer outras anemias de causas diferentes, pelo que
o0s sintomas observados de fadiga, toracalgia, taquicardia, dispneia e altera¢6es do padréo
do sono, sdo inespecificas para a anemia da DRC. (4) E muito importante apurar outras
causas da anemia, antes de se iniciar qualquer tratamento, ja que algumas destas causas
podem ser corrigidas, como deficiéncias de ferro, vitamina B12 ou folato, hipotiroidismo,
hemolise, perdas de sangue, distarbios de medula 6ssea e neoplasias hematolégicas.
(104,105)

O hemograma é parte das analises de rotina para avaliacdo do estado de salde
em adultos. Segundo a KDIGO Clinical Practice Guideline for Anemia in Chronic Kidney
Disease, a concentracdo de Hb que define anemia depende do género e da idade, de
acordo os valores estabelecidos pela OMS. (106) A avaliagdo da anemia em doentes com

DRC, independentemente da idade e estadio da doencga, deve incluir:

» Hemograma (eritrocitos/L de sangue, concentracdo de Hb, hematdcrito,
indices hematimétricos (VGM, HGM e concentracdo de hemoglobina
globular média (CHGM)), contagem total e diferencial de leucécitos e
plaquetas/L);

= Contagem de reticulécitos percentual e absoluta e indices de maturidade
dos reticuldcitos;

= Ferritina sérica;
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» Saturacgédo de transferrina sérica;

= Folato e vitamina B séricos.

O hemograma permite apurar a gravidade da anemia. Ja a contagem de
reticuldcitos permite avaliar a resposta da medula 6ssea. A concentracdo de Hb é o
parametro mais recomendado para o diagndstico de anemia. No entanto, para especificar
a anemia da DRC e excluir outras causas de anemia, € possivel ter em consideragdo outros
parametros que permitem informar sobre a morfologia dos eritrocitos, como a VGM, HGM,
CHGM e RDW (amplitude de distribuicdo dos eritrocitos). A anemia da DRC é
frequentemente normocrémica, normocitica e hipoprotliferativa, tal como acontece em
outras doencas cronicas. Casos de disturbios hereditarios de formacao de Hb, como as
talassemias ou anemia falciforme, apresentam geralmente microcitose, tal como acontece
em casos de anemia por deficiéncia em ferro. Neste tipo de anemia, a hipocromia também
€ comum. A anemia por deficiéncia em vitamina B12 e folato, pelo contréario, é geralmente
macrocitica, tal como acontece em distlrbios de hematopoiese, resultante da acao de
toxinas, ou associado a hipotiroidismo, doencas hepaticas, hemorragias severas e em caso
de mielodisplasia, em que a macrocitose se associa leucopenia ou trombocitopenia. (106)
No que diz respeito a HGM e CHGM, a hipocromia € indicadora de deficiéncia em ferro
prolongada ou hemoglobinopatia, como talassemias ou anemia falciforme. Pelo contrario,
a hipercromia pode estar relacionada com sindrome hemolitico-urémico. Além disso, a
execucdo de um esfregaco de sangue periférico permite examinar manualmente a

morfologia celular e identificar possiveis anormalidades. (106,107)

A contagem de reticuldcitos permite, como referido, avaliar a resposta da medula
Ossea a anemia, classificando-a do ponto de vista cinético. Um valor normal de reticulécitos
acompanha concentracdes de Hb normais. Quando este parametro esta diminuido, ha
baixa atividade eritropoiética na medula 6ssea (eritropoiese hipoproliferativa), que tanto
pode ser resultado de niveis baixos de EPO em circulagcdo, como também ser devido a
supressao da medula Gssea pelas citocinas ou outros componentes resultantes do
processo inflamatério. Os reticuldcitos podem estar elevados em caso de hemorragia e de
hemolise. (106)

7

O estudo do metabolismo do ferro é utilizado para avaliar se existe ferro
armazenado, e se existe ferro disponivel para a eritropoiese. Para isso, sdo avaliados os
parametros ferritina e saturacdo da transferrina, respetivamente. (104) A saturagcdo da

transferrina (TSAT) é calculada da seguinte forma:

ferro sérico

TSAT = x 100. (106)

capacidade total de ligagdo do ferro
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No entanto, é considerado que estes dois par@metros ndo permitem avaliar com
precisdo o armazenamento de ferro na medula 6ssea. (104,106)

Tal como esta esquematizado na Figura 9, valores diminuidos de ferritina (< 100
ng/mL) e TSAT (s20%) sé&o indicativos de deficiéncia em ferro, indiciando deficiéncia em
ferro disponivel para a eritropoiese. Nas doencas cronicas, como no caso da DRC, os
valores de ferro armazenado nos macrofagos da medula éssea podem ser normais, mas
impossibilitados de serem libertados devido a acao da hepcidina. A ferritina € um marcador
inflamatdrio, pelo que a sua interpretacédo deve ser realizada com cautela em doentes com
DRC, pois a inflamacao esta presente nestes doentes. (106)

Estudo do metabolisma do ferro - Esfregaco de sangue periférico Mielodisplasia

- Contagem de reticulocitos {diminuido em

eritropoiese hipoproliferativa e aumentado Deficiéncia em
r l em perdas sanguineas e hemalise) vitamina B12 ¢
- LDH, haptoglobina (exclusio de hemolise) folato
Ferritina | ou Feeriting { ou || Ferritina  ou N - Provas de fungio renal (eTFG, albumindria)

TSAT [ ouN TSAT tou N qualquer TSAT Outras Cizsas!
l - Hepatopatia
l l l - Hipotiroidismo
< - Toxicidade medular
| Ferropenia I Anemia de DC: D:::g":;::al

- Inflamagdo Cronica
- Infecio Anemia
- Neoplasia falciforme

Hipocromia \

CHGM < 31,5 g/dl

Hb - Hemoglobina; VGM - Volume globular médio TSAT - Saturagio de transferrina; DC - Doenga cronica; LDM - Lactato desidrogenase; eTFG -
Taxa de filtragio glomerular estimada

Figura 9 - Esquematizacé@o do diagnéstico diferencial da anemia da doenca renal crénica.
Adaptado de Farinha, et al., 2022 (4)

Desta forma, doentes diagnosticados com DRC devem ser monitorizados, pois,
como ja foi abordado, a prevaléncia da anemia aumenta com o declinio da eTFG e com 0
agravamento da DRC. De acordo com a KDIGO Clinical Practice Guideline for Anemia in
Chronic Kidney Disease, a frequéncia de monitorizacdo da anemia é realizada de acordo
com a severidade da anemia, independentemente do estadio da DRC. Assim, quanto mais
severa for a anemia, se j& diagnosticada, mais frequente deve ser a sua monitoriza¢édo. De

maneira a identificar doentes com DRC que possam precisar de tratamento, € necessario
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aumentar a frequéncia de monitorizacdo da concentracdo de Hb, principalmente em

categorias mais avancados da doenca. (106)

4.4.3. Tratamento

O tratamento da anemia da DRC é normalmente uma associacdo de Varios
tratamentos e € individualizada para cada doente e respetivo caso clinico. A KDIGO Clinical
Practice Guideline for Anemia in Chronic Kidney Disease de 2012 aborda o uso de diversos
agentes terapéuticos, como a suplementacdo de ferro, agentes estimuladores de
eritropoiese (AEE) e transfusdes sanguineas. Além disso, foi discutido em 2021 numa
conferéncia organizada pela KDIGO uma nova classe de agentes, os inibidores da prolil-
hidroxilase do fator indutivel por hipoxia (HIF-PHIs). (92,106) As vantagens e desvantagens

associadas a cada um estao resumidas na Tabela 6.
Suplementacéo de ferro

A causa mais comum da anemia da DRC é a insuficiéncia em EPO, seguida da
deficiéncia em ferro, seja esta absoluta (por falta de ferro total armazenado), ou funcional
(por falta de capacidade de mobilizar o ferro armazenado, para ser utilizado na medula
Ossea, para a eritropoiese). (104) Em caso de deficiéncia em ferro, antes de proceder a
guaisquer tratamentos, a deficiéncia em ferro deve ser tratada, pois esta pode ser um
impasse a eficacia dos outros tratamentos. No entanto, em estadios mais avancados da
DRC e mais especificamente em doentes em programa regular de hemodidlise, a
suplementacéo de ferro pode ser ineficaz, uma vez que os niveis de EPO estdo demasiado
baixos para estimular a atividade eritropoiética na medula O0ssea; nestes casos, sao
requeridos tratamentos mais avancados, nomeadamente com AEE. (104,108) Além disso,
a suplementacgéo de ferro ndo é recomendada em casos de infecdo sistémica ativa, uma
vez que o ferro é considerado um fator de risco para a aquisicao de certas infe¢oes, ja que
€ essencial para o crescimento e proliferacdo de patogénios como bactérias, virus, fungos,
parasitas e helmintas. (108) Desta forma, é importante avaliar os potenciais beneficios,
como a minimizac&o de transfusfes sanguineas, o recurso a terapias mais avancadas e a
reducdo da sintomatologia associada & anemia da DRC, com os potenciais riscos de

ineficacia e efeitos adversos.

Quanto ao modo de administragdo da suplementacéo de ferro, € uma decisdo entre

o clinico e o doente, que devem considerar as vantagens e desvantagens associadas a
cada um, bem como os seguintes fatores: gravidade da deficiéncia em ferro,
disponibilidade de acesso venoso, probabilidade de resposta a terapia, potenciais efeitos
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adversos e custo do tratamento. (104,108,109) Apesar da via oral ser menos dispendiosa,
rapidamente disponivel e ndo requerer acesso intravenoso, a absor¢éo intestinal do ferro
no duodeno pode estar condicionada pela regulacao positiva da hepcidina. Além disso,
pode requerer um maior periodo de administracao para ter efeito e existem mais efeitos
adversos associados. A via intravenosa torna-se necessaria para a maioria dos doentes
em dialise, devido a preocupacdo da absorcdo intestinal do ferro. No entanto, requer a
deslocacdo do doente, a presenca de profissionais especializados e ainda o acesso
intravenoso. Esta via de administracdo foi associada, ainda, a reacdes adversas que,

apesar de raras, sdo muito severas. (104,108)

A suplementacgéo de ferro é frequentemente usada, uma vez que além de tratar a
deficiéncia em ferro e prevenir o seu desenvolvimento em doentes em tratamento com
AEE, permite aumentar os niveis de Hb e reduzir as doses de AEE em doentes que fazem
este tratamento. Segundo a KDIGO (2012), o inicio do tratamento de suplementacao de
ferro depende do objetivo e dos valores de ferritina e TSAT. Nos doentes com anemia da
DRC néo tratados com ferro ou AEE pretende-se aumentar a concentracdo de Hb
retardando o inicio do tratamento com AEE. Ja nos doentes com anemia da DRC em
terapia com AEE, pretende-se aumentar a Hb e/ou diminuir a dose de AEE. Em ambos os
casos, é recomendado o inicio de um teste de suplementacao de ferro intravenoso, quando
os niveis de TSAT sao < 30% e a ferritina é < 500 ng/mL. Também em ambos os casos, se
se tratar de doentes ndo dependentes de didlise, a KDIGO recomenda um teste de 1 a 3
meses de ferro oral. Além disso, os valores de ferritina e TSAT devem ser monitorizados

em cada 3 ou 4 meses, principalmente em doentes em tratamento de dialise. (108)
Terapia com AEE

Depois de outras causas da DRC serem excluidas ou tratadas, a KDIGO
recomenda o tratamento com AEE, que, a semelhanca da EPO, induzem a atividade
eritropoiética na medula 6ssea. (104,108) Os AEE atuam ligando-se aos recetores de EPO
nas células progenitoras da medula 0ssea, promovendo a diferenciacdo e proliferagdo
dessas células em eritrécitos maduros. Corrigir a anemia com AEE pode melhorar a
capacidade funcional, a qualidade de vida e até reduzir o risco de hospitalizages. As novas
moléculas de AEE, apresentam tempos de semi-vida maiores, diminuindo a frequéncia da
sua administracdo. Todos os AEE podem ser usados para corrigir a anemia, mas sao
necessarios cuidados com as doses usadas, pois atingindo-se valores de Hb muito
elevados, aumenta o risco de eventos cardiovasculares, como AVC e tromboembolismo
venoso. A escolha do agente a administrar depende do clinico, do doente e da sua

disponibilidade e acessibilidade, bem como dos custos associados. (104)
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As trés decisdes importantes que devem ser tomadas sobre o tratamento com AEE
sdo quando iniciar o tratamento, qual o valor de Hb que se pretende atingir e qual o tipo de
AEE a usar. Esta decisdo deve ser individualizada para cada doente, mas, as guidelines
internacionais nao recomendam o tratamento com AEE quando o valor de Hb é = 10 g/dL
em doentes ndo dependentes de dialise, devido a razdo beneficio-risco ser desfavoravel.
Esta terapia pode melhorar a qualidade vida dos doentes e diminuir a necessidade de
transfusdes de sangue em doentes aptos para iniciar o tratamento, que sdo doentes com

Hb persistente em valores inferiores a 10 g/dL e/ou doentes sintomaticos. (104,109,110)
Transfusdes de sangue

As transfusGes de concentrado de eritrocitos sdo recomendadas em casos de
anemia severa, ou seja, quando os niveis de Hb estdo extremamente baixos e na presenca
de sintomatologia acentuada. Além disso, também sao recomendadas para a prevencao
de eventos cardiovasculares bem como em situacdes em que outros tratamentos, como
AEE ou suplementacdo de ferro, sdo insuficientes, inadequados ou contraindicados.
Apesar de as transfusdes de concentrado de eritrocitos oferecerem a forma mais rapida de
aumentar os niveis de Hb em situacbes de emergéncia, para estabilizar
hemodinamicamente o doente, este tratamento esta associado a diversos riscos. Alguns
dos riscos associados a transfusdes sanguineas incluem a sobrecarga de volume
sanguineo, hipercalemia, alcalose metabdlica e hipocalcemia derivadas da toxicidade de

citrato, coagulopatia, aloimunizacéo, sobrecarga de ferro, entre outros. (111)

Segundo as recomendacfes da KDIGO para as transfusdes de concentrado de
eritrécitos para tratamento da anemia da DRC, estas devem ser reservadas para casos
emergentes de sintomas severos e para doentes para 0s quais esteja contraindicado o
tratamento com AEE. (111)

HIF-PHIs

Os HIF-PHIs sdo uma nova classe de medicamentos desenvolvidos para o
tratamento da anemia da DRC. Estes oferecem uma nova abordagem terapéutica, pois
inibem a acdo da enzima PHD, responsavel pela degradagédo do HIF. Assim, com o
aumento dos niveis do HIF, induzido por este medicamento, € estimulada a producgéo de
EPO e regulados os genes relacionados com o metabolismo do ferro. Estes agentes tém
demonstrado eficacia na correcdo da anemia, especialmente em doentes com inflamacao,
gue demonstram resisténcia aos EAA. Os HIF-PHIs tém a vantagem de, além da producéo
da EPO ser enddgena, serem administrados por via oral, 0 que aumenta a adesdo ao

tratamento. Além disso, este tratamento tem efeitos pleiotrépicos, ou seja, melhora a
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utilizacdo do ferro e previne a progresséo da DRC. No entanto, existem potenciais riscos
associados aos HIF-PHIs, nomeadamente risco acrescido de eventos cardiovasculares,
crescimento de tumores, entre outros. Os HIF-PHIs s&o recomendados para DRC
dependentes e nao dependentes de dialise, mas a escolha do agente especifico é
individualizada para cada doente e para 0 seu caso clinico. (92,104,109)

Tabela 6 - Vantagens e desvantagens associados aos varios tratamentos da anemia da
doenca renal cronica

Agentes

Vantagens

Desvantagens

Transfusao de
eritrécitos

Ferro

AEE

HIF-PHIs

AEE - Agentes Estimuladores de Eritropoiese; HIF-PHIs - inibidores da prolil-hidroxilase do fator

indutivel por hipoxia

Correcéo imediata da anemia
em caso de urgéncia

Sem efeitos adversos
relacionados com a toma oral

- Experiéncia clinica extensiva;
- Administracdo é realizada
por clinicos, 0 que permite
monitorizar a adesao

- Administracédo oral;

- Facilita o tratamento de
anemia em doentes nao
dependentes de dialise;

- Melhora a utiliza¢éo do ferro
tomado oralmente na
eritropoiese;

- Pode ser mais eficaz em
estados inflamatorios crénicos

- Risco de aloimunizagéo

- Risco de sobrecarga de ferro

- Risco de sobrecarga de volume
sanguineo

- Risco de hipercalemia

- Risco de alcalose metabdlica e
hipocalcemia

- Risco de respostas imunolégicas
e inflamatérias adversas

- Na toma oral, a absor¢éo
intestinal pode estar condicionada
pela acdo da hepcidina;

- A toma intravenosa pode originar
reacoes alérgicas ou anafilaticas,
risco de aumento do stress
oxidativo e risco de hemosiderose

- Requer injecdo prépria ou visitas
regulares a clinica;

- Resisténcia em estados
inflamatorios croénicos;

- Risco de promocéo do
crescimento de tumores

- Dificuldade em monitorizar a
adeséao;

- Menor experiéncia clinica;

- Pode haver risco de crescimento
de tumores;

- Pode haver risco de crescimento
de cistos em caso de doencga de
rins policisticos
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5. Conclusao

O envelhecimento renal € um processo nao patolégico, de que resulta um declinio
progressivo da funcao renal. Tratando-se de uma condicao fisiolégica, é crucial diferenciar
o envelhecimento renal saudavel de condi¢bes patologicas, como a doenca renal crénica.
A DRC é considerada um problema de salde publica global e a sua prevaléncia tem
aumentado ao longo dos anos, afetando significativamente a qualidade de vida dos
doentes, nomeadamente dos idosos. O diagndstico precoce é de extrema importancia,
principalmente para evitar ou retardar a progressdo da doenca para categorias mais
graves, uma vez que estas sdo acompanhadas de complicacbes mais severas, como a

anemia da DRC.

A anemia da DRC, de natureza multifatorial, resulta de fatores como a deficiéncia
em EPO, inflamacéo crénica (causa do aumento da hepcidina), a deficiéncia em ferro
(absoluta ou funcional) e a menor atividade eritropoiética ha medula 6ssea. Esta condicao
agrava a morbilidade e mortalidade dos doentes, pode aumentar o risco e o periodo de
hospitalizacdo dos doentes, e esthd associada a astenia dos idosos, impactando
negativamente na sua qualidade de vida. A compreensdao da fisiopatologia da anemia da
DRC é crucial para um diagndstico mais precoce, essencial para melhorar a qualidade de

vida do doente e, se possivel, retardar a progressao da doenca.

O rastreio e diagnéstico da DRC passa pela avaliacdo de biomarcadores
enddgenos, como a creatina e cistatina C circulantes, bem como a albumindria. Todavia, a
comunidade cientifica tem feito um esfor¢o na identificacdo de marcadores mais precoces
e especificos da DRC. Para o tratamento da anemia da DRC, as abordagens terapéuticas
atuais incluem a suplementacéo de ferro, o uso de AEE, transfusdes de concentrado de
eritrocitos e o uso dos HIF-PHIs. O tratamento deve ser individualizado, considerando
diversos fatores relevantes, entre eles, a gravidade da anemia, a hist6ria clinica do doente
e a resposta a anteriores tratamentos. De forma a atingir a maior eficacia dos tratamentos,
€ necessaria uma ponderacao individualizada de todos os topicos, como a frequéncia de
tratamentos, modo de administracdo, tipo de tratamento e vantagens e desvantagens
associadas. O desenvolvimento continuo de novas terapias amplia as opgfes de

tratamento, oferecendo um progndéstico cada vez mais favoravel.
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Resumo

Este relatério refere-se ao estagio curricular de 450 horas pertencente ao plano
curricular do Mestrado em Andlises Clinicas, da Faculdade de Farmacia da Universidade
do Porto. O estagio foi realizado na Unidade Local de Saude do Oeste - Hospital de Torres
Vedras e orientado pela Doutora Maria José Portela Lopes Oliveira. O tempo disponivel foi
distribuido pelas valéncias de Hematologia, Quimica Clinica, Imunologia e Microbiologia.

O presente relatério detalha as atividades e procedimentos realizados durante o
estagio, incluindo a fase pré-analitica, os parametros avaliados, equipamentos utilizados e
respetivos principios, produtos e reagentes, controlo de qualidade interno e externo e

interpretacdo de resultados e fase pds-analitica.

Palavras-Chave: Hematologia; Quimica Clinica; Imunologia; Microbiologia.



Abstract

This report refers to the 450-hour curricular internship belonging to the curriculum of
the Masters in Clinical Analysis of the Faculty of Pharmacy of the University of Porto. The
internship was conducted at the West Local Health Unit - Torres Vedras Hospital and guided
by Doctor Maria José Portela Lopes Oliveira. The available time was distributed by the
valences of Hematology, Clinical Chemistry, Immunology and Microbiology.

The present report details the activities and procedure carried out during the stage,
including the pre-analysis phase, the parameters evaluated, the equipment used and its
principles, products and reagents, internal and external quality control and interpretation of

results and the post-analytical phase.

Keywords: Hematology; Clinical Chemistry; Immunology; Microbiology.
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1. Introducao

As analises clinicas sdo um meio complementar de diagnéstico que refletem o
funcionamento e os processos fisiologicos do corpo humano. As quantificacdes em
produtos bioldgicos vao auxiliar na prevencao e diagndstico de patologias, monitorizacao
de terapéuticas e estabelecer prognésticos de modo a melhorar o desempenho do
acompanhamento de um utente.

O estagio curricular € uma parte integrante do plano curricular do Mestrado em
Andlises Clinicas e tem como objetivos proporcionar uma formacédo pratica nas diversas
valéncias de um laboratério de analises clinicas e consolidar os conhecimentos adquiridos
ao longo do periodo letivo. O estagio decorreu no laboratério de Patologia Clinica da
Unidade Local de Saude do Oeste (ULSO) - Hospital de Torres Vedras, num tempo total
de 450 horas distribuidas pelas areas de Hematologia, Quimica Clinica, Imunologia e
Microbiologia. Sendo todas as fases do processamento de uma amostra relevantes para o
resultado final, tive contacto com as 3 fases: fase pré-analitica, como colheita e triagem
dos produtos, fase analitica, ou seja, o processamento das amostras e a fase pos-analitica
de interpretacéo e validacéo de resultados.

O presente relatorio descreve, dentro das diferentes seccdes, 0s parametros
analisados, equipamentos utilizados e respetivos reagentes, consumiveis, controlo de
gualidade interno e externo, procedimentos, métodos e instrumentos utilizados, dando

destaque ao envolvimento que tive em cada uma das areas.

2. Organizacéao do Laboratorio

O Servigo de Patologia Clinica da ULSO — Hospital de Torres Vedras, situa-se no
piso -1. Dentro deste servico, existe a sec¢do de Hematologia, Quimica Clinica, Alergologia
e Autoimunidade e Microbiologia e ainda uma sala de colheitas. Exteriormente ao
laboratorio, existe ainda uma recec¢éo de atendimento ao publico.

O Hospital de Torres Vedras pertence a ULSO, juntamente com o Hospital de
Caldas da Rainha e de Peniche. Assim, quando algum parametro ndo é analisado neste
laborat6rio, a amostra é enviada para o Hospitalar de Caldas da Rainha e o inverso também
ocorre.

Este servico recebe amostras de 3 grandes grupos: Os utentes do internamento

hospitalar (TI), os utentes das consultas externas (TC) e ainda os utentes da urgéncia (TU).

1



O laboratério encontra-se operacional 24h por dia, 7 dias por semana. Todas as amostras
séo colhidas nos respetivos servicos, sendo que os utentes TC séo colhidos pelos Técnicos
na sala de colheitas ao laboratério.

O software utilizado pelo laboratério é o CLINIdJATA® que permite visualizar e

acompanhar eficientemente os resultados analiticos.

3. Fase pré-analitica

A fase pré-analitica é a fase mais importante e mais vulneravel de todo o processo
analitico (1), principalmente porque esta altamente sujeito a erro humano. Esta fase inicia-
se na solicitacdo feita pelo médico e termina quando as amostras estdo prontas para serem
processadas.

Durante o estagio tive a oportunidade de assistir aos seguintes processos: colheita
de sangue, verificacdo do cumprimento das exigéncias de cada andlise, participacdo na
triagem dos produtos, verificacdo da qualidade da amostra e na separacdo dos produtos

para as respetivas seccoes.

3.1.Colheita

Quando o médico solicita as analises ao utente, este é informado sobre todas as
exigéncias necessdrias, como o jejum, dieta especifica, forma de colheita, entre outros.
Assim que o utente € chamado a sala de colheitas, o primeiro procedimento é confirmar a
identificacdo do utente, pedindo-lhe que diga o seu home completo e data de nascimento.
A colheita dos produtos € realizada por um profissional especializado, a excec¢éo da urina,
gue pode ser colhida pelo préprio utente, caso esteja apto para tal.

Para a colheita de sangue venoso, que € realizada por um profissional, os tubos
necessarios sao previamente etiguetados e, durante a puncédo, é importante respeitar a
guantidade de sangue necessaria em cada tubo de modo a cumprir com a proporgéo entre
sangue e anticoagulante exigida (visivel pela marca em cada tubo). Deve-se também
inverter suavemente os tubos no final para homogeneizar a amostra e evitar falsos
resultados. (2) Cada tubo tera uma tampa de cor diferente dependendo do seu contelido
(anticoagulante, gel de separagé&o ou ativador de coagulo), como explicito na Tabela 1.

No caso da urina colhida pelo préprio utente, é importante confirmar que o utente

seguiu as exigéncias da analise em questdo. No final de todos os produtos requisitados



terem sido colhidos, as amostras devem ser entregues ao laboratério o mais rapido

possivel, garantindo sempre a viabilidade dos produtos bioldgicos.

Tabela 1 - Tubos de colheita de sangue venoso utilizados no laboratdrio, respetivas

constituicdo, amostra e uso laboratorial

Tubo Anticoagulante/aditivo

Amostra

Uso laboratorial

EDTA

Forma um quelato com
o calcio da amostra,
formando um sal
insolavel e
interrompendo a
cascata de coagulacéao.

E um antiagregante
plaquetéario e preserva
a morfologia celular.

Citrato de sddio

Proporcéo de 1/9 de
sangue.

Forma um quelato com
0 calcio da amostra e
interrompe a cascata

de coagulacéo.

Ativador de coagulo

Torna mais rapido o
processo de formacao

do coagulo.
, Heparina
h'_-_'j;
Interrompe a formacéo
de coagulo através da

inibicdo da trombina.

Sangue total
Plasma

Sangue total
Plasma

Soro

Sangue total
Plasma

Hematologia:

- Hemograma
- Velocidade de
sedimentacgao
- Contagem de
reticulocitos
- Contagem celular
em fluidos
biol6gicos

Hematologia:

- Provas de
coagulacéo

Quimica Clinica
Alergologia
Autoimunidade

Utilizado para
confirmacao da
contagem celular,
em caso de falsa
trombocitopenia.



3.2. Triagem dos produtos

Durante a colheita, os tubos sao etiquetados com um cédigo de barras que contém
as informacdes do utente, grau de urgéncia, amostras e analises solicitadas. Durante a
fase de triagem dos tubos, confirma-se que os produtos estdo de momento na posse do
laboratério. Nesta fase, é necessario confirmar a qualidade da amostra e garantir que esta
em condicdes para ser processada. Caso contrario, deve ser informado no sistema e pedir
nova colheita. Além disso, € ainda verificado se existem parametros que ndo sao realizados
neste laboratério e, nesse caso, é preparada uma aliquota para ser enviada para outro

laboratério, geralmente, para ULSO - Hospital de Caldas da Rainha.

3.3. Qualidade das amostras

z

No momento de triagem, € importante confirmar a integridade da amostra,
garantindo que esta conforme as normas e que pode ser processada. Durante este
procedimento, sdo avaliados diversos fatores que, caso ndo sejam respeitados, pode ser
critério para rejeicao da amostra (2,3):

= Amostra sem identificacdo ou mal identificadas;

= Amostras colhidas em recipientes ou tubos inadequados;

= CondicdOes de transporte e armazenamento inadequado;

=  Amostras contaminadas;

= Volume inadequado de amostra (insuficiente ou excessivo);

=  Amostra em condi¢Bes inadequadas (coagulada, hemolisada, lipémica,
entre outros).

Quando o critério em questdo interfere nos resultados, a amostra deve ser
imediatamente rejeitada, como € o caso de uma amostra sem identificagdo ou mal
identificada. No entanto, se a analise solicitada ndo sofrer interferéncia, existem casos
onde a amostra pode nao ser rejeitada.

Os indices de integridade da amostra (hemdlise, lipemia e ictericia) sdo exemplos
de fatores que podem ou nao interferir nos resultados dependendo dos parametros
analisados. As principais interferéncias causadas por estes indices sao:

= Hemdlise — aumento dos niveis de potassio, aminotransferases e
hemoglobina no plasma e libertagcéo de fatores interferentes na formagéo de

coagulo. (4)



= Lipemia — interferéncia em efeitos como turbidez, adsor¢cdo de reagentes
lipofilicos ou produtos de reacdo por lipidios e oxidacdo causada por
peroéxidos. (4)

= |ctericia — interferéncia em parametros como colesterol total, proteinas

totais, triglicéridos, entre outros. (4)

No caso dos tubos sem anticoagulante, utilizado na seccdo de Quimica Clinica e
Imunologia, é ainda necessario que os tubos repousem antes da centrifugacéo, de forma
a que o coagulo se forme e que seja possivel separa-lo do soro durante a centrifugacao.
Caso contrario, a fibrina permanece no soro, ficando este muito espesso, o que impede

gue o equipamento analise a amostra corretamente.

4. Hematologia

A seccao de Hematologia esta altamente automatizada, o que se reflete numa
grande vantagem na medida em que diminui os erros grosseiros cometidos pela mao
humana e permite que as analises sejam feitas num tempo muito menor. (5) Na Tabela 2
estdo descritos os parametros determinados na seccdo de Hematologia, respetivos
equipamentos e métodos utilizados e ainda o tipo de amostra necessaria para cada
parametro.

Durante o tempo presente nesta seccdo, pude assistir, aprender e participar
ativamente nas diferentes etapas e tarefas do setor, incluindo manusear os equipamentos
e realizar as suas manutengBes, processamento das amostras, interpretacdo dos
parametros e respetivos resultados, realizacdo e interpretacdo de calibracBes e controlos
de qualidade internos e externos e, por fim, execucdo e observacdo microscopica de

esfregacos sanguineos.

Tabela 2 - Equipamentos utilizados na sec¢do de Hematologia, amostras e métodos utilizados
e parametros medidos

Parametros Amostra Equipamento Método
. Hemograma L Sangue total
Formula leucocitaria
Contagem de reticulécitos DxH 900
- Principio de Coulter
Liquidos Hematology Tecn%logia VCSn
Contagem de eritrocitos e sinoviais, Analyzer
2 P pleurais,
leucdcitos nos liquidos iy
asciticos e

pericardicos



Técnica de

Velocidade de sedimentacao Sangue total ALIFAX®TEST 1 Fotometria Capilar

Método de
Westergren
~ ® ~ .
Coloracgéo de esfregagos de Sangue total Aerospray Coloracéo Wright-
sangue total HematologyPro Giemsa

Tempo de protrombina (TP)

Tempo de tromboplastina

parcial ativado (aPTT) Turbidimetria

Plasma ACLTOPCTS Imunoensaios

Quantificacdo de D-dimeros turbidimetricos

Quantificacdo de fibrinogénio

4.1.Hemograma

O hemograma € o teste laboratorial mais solicitado, podendo responder a varias
guestdes sobre a saude do utente e auxiliar no diagnéstico de, por exemplo, anemias,
hemoglobinopatias, infecdes, leucemias, entre outros. Este consiste na avaliacdo da
composicao e concentracdo dos diversos elementos celulares do sangue. (5)

O equipamento avalia cada parametro relacionando-o com os valores de referéncia
e repetindo a analise consoante as regras programadas no equipamento (Tabela 3). Além
disso, 0 equipamento sinaliza algumas alteracbes que podem haver, como por exemplo,
existéncia de células precursoras (blastos), agregados plaquetéarios, inversao de férmula

leucocitaria, entre outros.

Tabela 3 - Pardmetros e respetivos valores de referéncia pertencente ao hemograma
realizado pelo equipamento hematolégico DxH900

Parametro Definicéo Valores de referéncia Unidades
RBC Contagem de eritrocitos Mulher Homem x 10°

g 363492 | 406563  células/ul

NRBC Contagem relativa de 0,0-0,3 0,0-0,6 /100 WBC

eritroblastos
Contagem absoluta de x 103

NRBC# . 0,00-0,02 | 0,00-003 .
eritroblastos células/pL
Hb Concentracdo de 10,9-143 | 12,5-16,3 g/dL
hemoglobina
HCT Hematcrito 31,2419 | 36,7-47,1 %
MCV (VCM) Volume corpuscular 75,5-953 | 73,0-96,2 fL
médio
MCH (HCM) Hemog"’br::‘g‘dic;rpuscu'ar 247-32,8 | 23,8-33,4 bg



MCHC Conce_ntragao de
hemoglobina corpuscular 32,3-35,6 32,5-36,3 g/dL
(CHCM) -~
media
RDW Amplitude de distribuicdo | 153177 121162 %
de eritrocitos
Amplitude de distribuicdo
RDW-DP de eritrocitos — desvio 37,6-50,3 36,5-45,9 fL
padréo
PLT Contagem de plaquetas | 179-408 152348 | <10
células/pL
MPV (MVP) | Volume plaquetario médio 7,9-10,8 7,4-11,4 fL
WBC Contagem de leucdcitos
Contagem de leucdcitos 3,8-11,8 3,6-10,2 x 103
UWBC > L )
nao corrigidos células/pL
NE# Neutréfilos 1,9-8,2 1,7-7,6
LY# Valor Linfocitos 1,1-3,1 1,0-3,2
MO# absoluto Monécitos 0,2-0,9 0,3-1,1 x 103
EO# Eosindfilos 0,0-0,5 0,0-0,5 células/uL
BA# Basdfilos 0,0-0,1 0,0-0,1
NE Neutréfilos 42,7-76,8 43,5-73,5
LY Valor Linfécitos 16,0-45,9 15,2-43,3
MO relativo Mondcitos 4,3-10,9 5,5-13,7 %
EO Eosindfilos 0,5-7,0 0,8-8,1
BA Basdfilos 0,2-1,3 0,2-1,5

Nem todos os parametros sdo determinados pelo mesmo método, uma vez que
alguns sdo apenas célculos realizados a partir de outros parametros (Tabela 4). E
importante saber interpretar os parametros e os respetivos resultados, pois cada um deles

fornece uma dada informacao sobre a satde do utente e de um possivel diagnéstico.

Figura 1 - Observagéo microscopica de um agregado plaquetario. Objetiva de 40x

Também tive oportunidade de adquirir sentido critico para confirmacdo de alguns
resultados analiticos, como por exemplo, alerta de agregacdo plaquetaria. Para tal, €
visualizado ao microscopio um esfregaco sanguineo do sangue total do utente (Figura 1).
A agregacdo plaquetéaria pode estar relacionada, por exemplo, com a ma agitagéo do tubo.
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No entanto, quando o utente apresenta trombocitopenia e ja teve varios casos de
agregacao plaquetéria, é relevante pedir um estudo mais detalhado, pedindo uma colheita
em tubo de heparina e de citrato de sédio. Quando os valores plaquetarios estdo normais
nestes tubos, significa que o utente teve uma falsa trombocitopenia, relacionada com o
anticoagulante Acido Etilenodiamina Tetra-Acético (EDTA).

Tabela 4 - Método utilizado para a medi¢éo ou calculo dos parametros hematologicos de

um hemograma

Parametro Método
RBC Principio de Coulter
NRBC Tecnologia VCSn
NRBC# Calculo
Hb Medic&o fotométrica
HCT Célculo
MCV (VCM) Derivado do histograma de RBC
MCH (HCM) Calculo
MCHC (CHCM) Calculo
RDW Derivado do histograma de RBC
RDW-DP Derivado do histograma de RBC
PLT Principio de Coulter
MPV (MVP) Derivado do histograma de PLT
UV\\//\/BBCC Principio de Coulter
NE#
LY#
MO#
EO#
BNAI\E# Tecnologia VCSn
LY
MO
EO
BA

Eritrograma

Nos eritrogramas, é também importante interpretar os parametros analiticos
(Tabela 5) que séo essenciais principalmente para o diagnéstico de anemias, que podem
estar relacionadas com diversas outras patologias. De notar que é sempre necessario ter

em consideracao o historico do utente.



Tabela 5 - Interpretagéo clinica dos parametros dos eritrogramas (6)

Parametro Significado clinico
RBC Auxilia o diagnostico de uma anemia ou de uma policitemia.
Hb Indicador de'a'nem'ia (quando esta diminuido) ou de uma
policitemia (quando est4 aumentado).
Proporcéo do volume da amostra de sangue que é ocupada
pelos eritrocitos.
Volume médio dos eritrocitos que auxilia na classificacao das
anemias.
Microcitose (quando esta diminuido) ou macrocitose (quando
esta aumentado).
Medida da concentracdo média de hemoglobina em cada
eritrécito, o que auxilia na classificacdo de anemias.
Hipocromia quando o valor esta diminuido e hipercromia quando
esta aumentado. Normocromia quando esti normal.
Concentracao média de hemoglobina num dado volume de
eritrécitos, também participando na classificacdo de anemias.
Hipocromia quando o valor esta diminuido e hipercromia quando
esta aumentado. Normocromia quando esta normal.
Coeficiente de distribuicao do volume dos eritrécitos. Quando
RDW esta aumentado, existe uma anisocitose (eritrécitos com
tamanhos diferentes).
Diferentes morfologias de eritrocitos que podem ser encontrados:
Células em alvo
Esferdcitos
Eliptocitos
Acantocitos
Poiquil4citos
Estomatocitos
Células falciformes
Burr cells
Bite Cells
Dacridcitos
Pencil Cells

HTC

MCV

MCH

MCHC

Morfologia
eritrocitaria

Referente a forma dos gldébulos vermelhos, alguns exemplos que pude observar
(Figura 2) em contexto laboratorial sdo os acantécitos, estomatdcitos (ambos comuns em
doencas hepéticas) e as células em alvo (pode estar relacionado com hemoglobinopatias,

doencas hepéticas, deficiéncias em ferro, entre outros).



Figura 2 - Visualizagcdo microscoOpica de esfregacos sanguineos. Observagcédo de (A)
Estomatdcitos, (B) Células em alvo e (C) Acantécitos. Objetiva de 40x em (A) e (B) e Objetiva de
100x em (C)

Leucograma

O leucograma também €é muito informativo principalmente quando se trata de
processos infeciosos. No entanto, existe outros tipos de patologias que podem estar
associadas a altera¢des na contagem ou na férmula leucocitaria (Tabela 6). Nem toda a
alteracdo de leucocitos se traduz em patologia, pois podem ser tipicas do utente em
guestao. Mas, quando existe uma inversao de férmula leucocitaria injustificada e sem

precedentes, é realizada a contagem manual ao microscépio para confirmacao dos valores.

Tabela 6 - Interpretagdo do leucograma e possiveis significados clinicos (7) (8)

L Alteracdes na populacéo Possivel significado
Leucocitos . S .
linfocitaria clinico
Neutrofilia Infecdo bacteriana
Neutrofilos . Apla.S"'." medu_lar
Neutropenia Quimioterapia
Terapia imunossupressora
. . Infecdes virais
Linfocitose ¢ .
Leucemias
Linfocitos Aplasia medular
Linfopenia Quimioterapia
Terapia imunossupressora
L . . Infecdes virais
Monocitos Monocitose GO -
Quimioterapia
e . Processos alérgicos
Eosinéfilos Eosinofilia . 9
Parasitoses
L . - Processos alérgicos
Basofilos Basofilia erg
Leucemias
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Para além do que esta descrito, existem ainda outros casos, como a presenca de
linfécitos reativos, que é comum em infegcdo por Virus Epstein-Barr (mononucleose
infeciosa), citomegalovirus (CMV) e toxoplasmose, entre outros. Na Figura 3, esta
representado um esfregagco sanguineo, onde observei linfécitos reativos que diferem de

monacitos, por exemplo, pela sua caracteristica de contornar os eritrocitos a sua volta.

Figura 3 - Visualizacdo microscépica de um esfregaco sanguineo de sangue total a objetiva
40x. Observacao de um linfécito reativo num caso de mononucleose infeciosa

Plaguetograma

O plaquetograma é também de extrema relevancia principalmente relativamente a
resposta a lesdo vascular, uma vez que as plaquetas funcionam como um tampao
mecéanico durante a resposta hemostatica. (9)

Este parametro é altamente influenciado pela fase pré-analitica nomeadamente a
proporcao entre amostra e anticoagulante que, quando néo é respeitada, pode provocar
coagulagdo da amostra. Assim, é necessario desenvolver sentido critico na analise dos
resultados, percebendo se o resultado é coerente com o estado do utente ou se existe
possibilidade de haver agregacdo plaquetaria ou coagulos. Alteragbes nos parametros
plaquetarios podem ter diversos significados clinicos que irdo influenciar o diagndstico,

procedimentos cirlrgicos e tratamentos do utente, por exemplo (Tabela 7).

Tabela 7 - Interpretagdo do plaguetograma e possiveis significados clinicos

Alteracfes na populacdo plaguetaria Possivel significado clinico
Hemorragias agudas
Inflamacgbes
Infe¢Bes cronicas
Trombocitose Anemias
Leucemias
Policitemia vera
Trombocitemia essencial
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Aplasia medular
Infe¢des virais
Tratamentos
Trombocitopenia Esplenomegalia
Parpuras trombocitopénicas
Mieloma multiplo
Leucemias

4.2. Contagem de reticulocitos

A contagem dos reticuldcitos € um guia para o diagndstico de anemia e a resposta
medular a esta, distinguindo-se uma eritropoiese insuficiente de um aumento da destruicéo
de eritrécitos perifericamente. (6) Quando existe aplasia medular, os indices dos
reticuldcitos irdo estar diminuidos, enquanto que em algumas terapias, como terapias com
folatos, cobalaminas ou terapias para as deficiéncias de ferro, estes indices estarédo
aumentados. (10) Na Tabela 8 estdo descritos os parametros da contagem de reticulocitos

e respetiva definicdo, bem como o método pelo qual sdo determinados.

Tabela 8 - Pardmetros da contagem de reticuldcitos e respetiva definicdo e métodos

Reticuldcitos Método Definicao
RET Tecnologia VCSN Percentagem de retic_ulc:)c!tos no namero
total de eritrécitos
RET# Valor absoluto de reticuldcitos
MRV Calculado Volume reticulocitario médio
IRF Fracdo imatura de reticul6citos

4.3.Contagem de eritrécitos e leucdcitos nos fluidos corporais

Os fluidos corporais estdo presentes em diferentes partes do corpo com a funcéo
de as proteger ou facilitar o seu funcionamento. A contagem de eritrocitos e leucécitos
nestes liquidos é feito pelo Principio de Coulter e pode auxiliar no diagnostico de infecdes,

doencas inflamatorias, malignidades, entre outros (Tabela 9). (11)

Tabela 9 - Valores de referéncia da contagem de eritrocitos e leucécitos em fluidos corporais

Eritrécitos Leucécitos
P <100 x 10° )
Liquido pleural células/pl < 1.000 células/uL
< 100 x 10° < 500 células/uL

Liguido ascitico células/ul. = Mononucleares: <70%
H = Polimorfonucleares: <60%
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0-200
células/pL

200-2.000
células/pL

Sem va[ore_s de Inflamatério 2.090-50.000
referéncia células/pL

> 50.000
células/pL

=  Mononucleares: =80%

Normal

N&o inflamatério

Liquido sinovial

Séptico

=  Polimorfonucleares: =20%

Liquido Sem valores de < 1.000 células/pL

pericérdico referéncia

DxH 900 Hematology Analyser

No ULSO - Hospitalar de Torres Vedras, os hemogramas, contagem de reticulécitos
e contagem de leucdcitos e eritrocitos em fluidos corporais sao realizados pelo DxH 900,
um analisador automatico quantitativo de parametros hematolégicos da Beckman Coulter

com o qual pude trabalhar (Figura 4).

Principio de Coulter

O Principio de Coulter utiliza a impedancia elétrica para detetar e medir as
mudancas de resisténcia elétrica provocadas pela passagem de células em suspensao
num liquido condutor por uma abertura. Ou seja, quando uma célula atravessa a abertura,
aumenta a resisténcia elétrica, uma vez que a corrente elétrica que existe entre os dois
elétrodos é interrompida momentaneamente, criando um impulso elétrico mensuravel. O
numero de células na amostra é contado pelo nimero de impulsos elétricos medidos,
enguanto que o volume de cada uma das células é calculado pela amplitude de cada um

dos impulsos.

Tecnologia VCSn

A tecnologia Volume, hight frequenct Condutivity, Scatter (VCSn) vai diferenciar as
populacdes de leucdcitos e contar os reticuldcitos e eritroblastos através da andlise de 3
parametros:

» Volume individual da célula — através de uma corrente de baixa frequéncia.
13



» Condutividade de alta frequéncia — a utilizacdo de uma corrente alternada
permite atravessar a camada fosfolipidica da membrana celular, penetrar a
célula e perceber a estrutura interna da célula (composi¢cdo quimica e
volume do nucleo).

= Dispersao de uma luz laser — quando atingida por uma luz laser, a célula
dispersa a luz em vérias dire¢des, dependendo das granulacdes celulares,
segmentacao nuclear e estrutura da superficie celular. (12)

Figura 4 - Analisador de parametros hematolégicos através da tecnologia VCSn e Principio
de Coulter - DxH 900, Beckman Coulter. Cedido por ULSO — Hospital de Torres Vedras

Controlo de Qualidade Interno

O Controlo de Qualidade Interno € o processo responsavel pela monitorizagéo
continua da reprodutibilidade da fase analitica laboratorial, identificando erros inerentes a
todo o processo laboratorial. Este € realizado na rotina do laboratério utilizando controlos
de valores conhecidos e que irdo integrar um grafico de controlo de qualidade. Apesar
disso, todas as fases do processamento de uma amostra sao relevantes para garantir
resultados de alta qualidade. (13)

Para a determinacdo de um dado paréametro, primeiro € necessario que 0
equipamento trace uma reta de calibragédo para que se relacione o que esta a ser medido
com o resultado analitico pretendido (por exemplo, relacionar a absorvancia com a
concentracdo). As calibracdes do equipamento séo realizadas pelos operadores da casa
comercial. De seguida, € processado um controlo interno para confirmar a calibragéo e

apenas depois, inicia-se 0 processamento das amostras.
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No inicio de uma série analitica, que no caso deste laboratério € 1x ao dia, existe a
analise dos controlos internos, que geram um ponto que é colocado num grafico de Levey-
Jennings. Este permite visualizar a tendéncia dos pontos anteriores e mais facilmente
avaliar o desempenho do equipamento. O laboratério segue as regras de Westgard,
assegurando a eficicia do controlo de qualidade. (14)

Os controlos que existem para este equipamento controlam o desempenho de
diferentes parametros e incluem: (15)

= Controlo Celular COULTER 6C — parametros do hemograma, formula
leucocitaria, eritroblastos e plaquetas.

= Controlo Celular COULTER Retic-X — parametros dos reticuldcitos.

= Controlo de fluidos corporais COULTER — parametros dos RBC e células
nucleadas totais (TNC) nos fluidos corporais.

Quando um ponto se encontra fora dos limites de controlo estabelecidos, é
verificada a validade e qualidade do controlo e a repeticdo do ensaio ou troca de controlo,
se necessario. Em ultimo caso, a casa comercial deve ser informada para que operacionais

venham resolver o problema ao laboratorio.

Reagentes

Uma parte do trabalho num laboratério de analises clinicas consiste na verificacdo
dos reagentes e execucdo das manutencdes que asseguram o bom funcionamento do
equipamento e evitam possiveis avarias. Os reagentes utilizados pelo DxH 900 vao de
encontro ao que € normalmente utilizado para realizar um hemograma. Na Figura 5, é
possivel acompanhar a ordem de uso de cada reagente pelo equipamento para realizar

cada parte do hemograma.
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[ Amostra - Sangue Tolal ]

1

|
[ Diluigio ] [ 1* Diluigao ] 1% Diluigdo

| Dauente DxH Coutter | | Diluents DxH Coutter | [ Divente DxH Coutter |
l | | |
Lise dos Eritracitos | ‘ [ 2° Diluiglo
Coulter DxH Cell Lyse [ = dos EAbicion ] [ 2% Diluigdo ] [ Divente D Couter |
] Reacdo Hemoglobina [ Diluente DxH Coufter ] ]

Conservante de Leucocilos [ Couller DxH Cell Lyse ]

[ Lise dos Eritrécitos

I Contagem de
[ couter D Diff Pack | S Eritrocitos [ Couttor Dt Coll Lyso
p Hemoglobina \
Contagem e Diferenciagao
de Leucdcitos [ Incubagdo ]

Nota: Contagem de
A contagem de Reticulécitos utlliza 2 reagentes: O reagente A (Novo Azul de Metileno) Eritroblastos

Ira precipitar todo o RNA presente na amostra (dentro dos reticuldcitos). O reagente B
(Acido Sulfirico e Tioclanato de Potassio) Ird remover a hemoglobina eritrocitaria,
alterando o volume do eritréeito. Os reticulbcitos sao dentificados por 3 parametros
volume da célula (remogdo da hemoglobina), condutividade (precipitagao do RNA) e
estrutura superficial da célula (devido ao corante).

A contagem de Leucocitos e Eritrocitos nos fluidos corporais utiliza um procedimento
semelhante 3@ contagem de Leucocitos e Eritrocitos ne Sangue Total, variando, por
exemplo, as diluigbes

Figura 5 - Fluxograma ordenado dos reagentes utilizados pelo DxH 900 e respetivas
funcBes para o processamento dos parametros hematoldgicos (15)

Manutencgdes

As diversas manutencdes do equipamento sdo procedimentos aconselhados pela
casa comercial que visam evitar avarias ou problemas no equipamento. O DxH 900 tem
manutencgdes diarias, semanais e mensais. As manutencgdes diarias (Daily Checks) séo
realizadas automaticamente pelo equipamento a uma determinada hora e garantem que o
equipamento esta a funcionar adequadamente.

As manuteng¢des semanais, que pude realizar, estdo dividias em 2 fases:

= A fase feita pelo técnico:
1. Limpar o revestimento da agulha
2. Limpeza externa das camaras de diluicdo
3. Limpeza da valvula segmentadora de amostra
4. Limpeza dos depdsitos de entrada e saida de amostras (modulo de
transporte de amostras).

Todo este procedimento é feito com agua destilada, zaragatoas e compressas.
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= A fase feita pelo equipamento — limpeza da abertura da célula de fluxo
A manutenc¢do mensal consiste na limpeza do filtro do médulo do transporte de
amostras. Depois das manutencdes, é processado um controlo, o Controlo COULTER
LATRON CP-X que monitoriza a estabilidade do processamento elétrico e os sistemas de
taxa de fluxo de fluidos utilizados para medir os pardmetros de VCSn.

4.4. Velocidade de sedimentacéo

A velocidade de sedimentacéo (VS) é medida numa amostra de sangue total num
tubo de EDTA. Apesar de ser um parametro muito pedido neste laboratorio, € muito
inespecifico, podendo estar elevado por diversas razbes, como infe¢des, inflamacdes,
anemia, cirrose, insuficiéncia renal, arterite reumatoide, entre muitos outros, estando
relacionadas com a existéncia de proteinas de fase aguda no sangue. (16—18)

Os valores de referéncia da velocidade de hemossedimentagéo sao:

= Homem: 12 — 14 mm

=  Mulher: 12 — 20 mm

ALIFAX® TEST 1

Neste laboratério, as velocidades de sedimentacdo sdo medidas pelo equipamento
ALIFAX® TEST 1, representado na Figura 6.

Figura 6 - Analisador de velocidade de hemosedimentacdo, ALIFAX® TEST 1, Beckman
Coulter. Cedido por ULSO — Hospital de Torres Vedras
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Fotometria Capilar Quantitativa

s

A fotometria capilar quantitativa € um método que estuda o comportamento
dindmico dos eritrocitos e o resultado desta técnica é expresso em mm (milimetros),
baseando-se no classico Método de Westergren. Este método foi desenvolvido para o
calculo da VS. A técnica da fotometria capilar foi implementada para evitar as
desvantagens associadas ao Método de Westergren, entre elas, ser afetado por varias
variaveis, como a temperatura, 0 hematacrito, vibracdo da superficie, tempo prolongado de
realizacdo, policitemia, lipemia, globulinas e niveis de fibrinogénio. (19,20)

Na técnica de fotometria capilar, a amostra flui por um capilar transparente até que
o fluxo é interrompido. As interrup¢des do fluxo juntamente com as proteinas inflamatorias
presentes na amostra provocam o inicio da agregacao eritrocitaria. Assim, em apenas 20
segundos, € medida a absorvancia da amostra, que se converte num valor quantitativo

expresso em mm. (21)

Controlo de Qualidade Interno

Para garantir que os resultados analiticos do equipamento estdo exatos, pude
participar no controlo interno do ALIFAX®, realizado uma vez por semana, utilizando um
conjunto de Latex com 3 tubos com valor conhecidos de transmitancia.

Para efetuar os controlos, € necessario realizar 0os seguintes passos: (22)

1. Fazer uma lavagem com 2 tubos com agua destilada (normalmente é

requisitado pelo equipamento).

2. Fazer uma lavagem com 1 tubo com hipoclorito de sédio e 1 tubo com agua

destilada.

3. Realizar o controlo, que contem na mesma rack, 2 tubos com 4gua destilada e

3 controlos.

Tal como noutros equipamentos, é necessario verificar os valores dos controlos e,
caso esses valores nao forem os esperados, € possivel solucionar o problema, trocando
de controlo, confirmando as quantidades dos mesmos ou chamar a equipa técnica, caso

necessario. (21)
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Manutengdes e Reagentes

Todos os dias € realizada uma lavagem com agua destilada 2x ao dia. Além disso,

o recipiente de residuos é trocado semanalmente.

4.5. Esfregacos Sanguineos

Durante o estagio na seccao de Hematologia, tive a oportunidade de praticar a
execucdo de esfregacos diariamente. Um exemplo de um esfregaco sanguineo esta
demonstrado na Figura 7, onde se pode encontrar as principais zonas que um esfregaco
bem executado deve apresentar, sendo estas, a cabeca, o corpo e a cauda. Esta também
delimitada a zona de estudo morfoldgico, ou seja, a zona de monocamada onde é possivel
visualizar as células separadas. Na zona da cabeca, a densidade celular é demasiada e

ndo é possivel distinguir e contar facilmente as diferentes populacdes celulares. (23,24)

Zona de estudo
Cabeta morfolégico
(S

l

[
o

Figura 7 - Esfregaco sanguineo legendado

C

Em regra geral, os passos principais para se fazer um esfregago sanguineo correto
encontra-se ilustrado na Figura 8 e é feito utilizando sangue total retirado de um tubo com
anticoagulante EDTA. Por outro, também pude aprender os diversos erros humanos e
caracteristicas da propria amostra devido aos quais um esfregaco pode ficar mal

executado.
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Figura 8 - Execucédo de um esfregago sanguineo. (A) Colocar uma gota de sangue total
homogeneizado na lamina. (B) Posicionar uma lamina superiormente. (C) Chegar a lamina atras até
atingir a gota e esta se espalhar pela aresta da lamina. (D) Num angulo de aproximadamente 45°,
arrastar a lamina superior ao longo do comprimento da lamina inferior. (E) Identificar a lamina com
0 respetivo utente

Além dos exemplos ja dados como a contagem leucocitaria (Figura 9.A e Figura
9.B), através dos esfregacos é possivel também realizar uma observagéo celular que pode
auxiliar o médico a determinar o diagndstico. Por exemplo, nhormalmente, em casos de
infe¢bes virais, os linfocitos sdo muito diferentes entre si (em termos de dimensdes,
basofilia, tamanho do citoplasma e granulagdes), enquanto que em casos de leucemias
linfoides cronicas, geralmente os linfocitos sdo mais semelhantes entre si (Figura 9.B). Os
esfregacos sanguineos também séo realizados para a pesquisa de parasitas, caso seja

necessario, como exemplificado na Figura 9.D.
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Figura 9 - Observagdo microscopica de esfregagos sanguineos (A) Observacdo de um
eosindfilo (objetiva de 100x). (B) Caso clinico de leucemia linfoide crénica com observagao de
smudge cells e linfocitose (objetiva de 40x). (C) Exemplo de um basdfilo (objetiva de 100x). (D) Caso
clinico de malaria com observacao de Plasmodium falciparum em eritrocitos (objetiva de 100x)

Aerospray® HematologyPro

A coloracdo de laminas necesséaria para a observacdo de esfregagos ao
microscoépio € realizada pelo Aerospray® (Figura 10). Este equipamento permite escolher
o0 modo coloracdo pretendido, podendo variar a propor¢do dos corantes, o tempo de

centrifugacao e a intensidade de coloracao.
Reagentes de Coloracao
O equipamento contem um recipiente lateral onde estéo colocados os 4 reagentes

utilizados pelo mesmo: aerofix + metanol, a eosina, a tiazina e o tampé&o pH 6,2.
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Figura 10 - Equipamento hematoldgico de coloracao de laminas de esfregacos sanguineos.
Cedido por ULSO — Hospital de Torres Vedras

Existem alguns cuidados a carregar o carrossel:
= A colocacdo das laminas deve seguir as mesmas regras que se seguem
numa centrifuga, equilibrando sempre as laminas no carrossel.
= Deve-se colocar sempre as laminas com a identificacdo para dentro e o
esfregaco sempre virado no sentido dos ponteiros do relégio.
= Sempre que o carrossel ndo esta cheio, adicionam-se duas laminas
bloqueadoras que vao evitar que os esfregacos recebam corante em

excesso, para nao ficarem manchados.

Procedimento de Coloracgéo

Fixacao (utilizando metanol + aerofix).

2. Vaporizagédo de uma mistura concentrada dos corantes eosina e tiazina (razéo
50/50), seguida de rotagdo por 40 segundos.

3. Utilizag&o intermédia do tampé&o pH 6,2 para remover um pouco do corante em
excesso.

4. Vaporizacdo de uma mistura diluida de eosina e tiazina (razéo 50/50), depois
de uma mistura de corantes e tampao (razdo 30/70 respetivamente) e seguida
de rotagdo de 1 segundo.

Utilizacao final de tampéo pH 6,2.

Tempo de secagem.
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4.6. Provas de coagulacéo

Neste laboratério sdo analisadas 4 provas de coagulacdo: tempo de protrombina
(TP), aPTT, fibrinogénio e D-dimeros. Durante o meu estagio, pude participar no
processamento das amostras, acompanhar a interpretacdo dos resultados, reposicdo dos

reagentes e realizar as principais manutenc¢des dos equipamentos.

Tempo de protrombina

O tempo de protrombina (TP) é um parametro que avalia a funcionalidade da via
extrinseca e comum da cascata da coagulacédo, através da adi¢ao de calcio, fator tecidual,
fosfolipidos plaquetarios e um excesso de tromboplastina para desencadear a via
extrinseca. Os reagentes RecombiPlasTin 2G (RTF) e RecombiPlasTin 2G diluent (RTF
Diluent) sdo essenciais para a progressao das vias extrinseca e comum, ja que esta se
encontra interrompida devido ao anticoagulante da amostra. Assim, o TP sera
especialmente sensivel para detetar défices nos fatores X, VII, V, Il e Fibrinogénio. (25)

Este parametro é expresso em L.N.R. (international normalized ratio) que ir4
padronizar o TP sobre as possiveis diferencas entre reagentes de tromboplastina. (26)

Os valores de referéncia deste parametro séo:

= TP (s)-9,0-13,0s
= TP (%) -70-100 s

Um tempo prolongado deste paréametro pode significar deficiéncia nalgum dos
fatores anteriormente mencionados. Este pardmetro e mais precisamente o I.N.R irdo
monitorizar terapéuticas, como o warfin, para controlar a coagulacdo de utentes que
normalmente tém predisposi¢do de formar trombos e evitar acidentes hemorragicos que

podem ser fatais. (27)

Tempo de tromboplastina parcial ativado

O tempo de tromboplastina parcial ativado (aPTT) € um parametro que ira avaliar a
funcionalidade da via intrinseca e comum da cascata da coagulagdo. Para tal, o plasma é
recalcificado na presenca de fosfolipidos “tipo plaquetarios” e ainda um ativador dos fatores

de contacto. (27) Desta forma, apenas se avalia os fatores intrinsecos (fatores VIII, 1X, Xl
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e Xll), fatores comuns (fatores Il, V, X e fibrinogénio) e os cofatores pré-calicreina e
cininogénio de alto peso molecular (HMWK). (28)

Os valores de referéncia do aPTT séo 25,1-36,5 segundos, variando consoante a
idade e o ratio pode estar entre 0,9 e 1,2. No entanto, um aPTT prolongado pode ser
causado por:

= Doengas congénitas ou adquiridas de fatores de coagulacao;
= Défice dos fatores XII, XI, X, IX, VIII, Il e fibrinogénio;

= Efeito de terapia com anticoagulante com heparina;

= Défice de vitamina K;

= Inibicdo devido a anticoagulantes lUpicos;

» Inibidores especificos da coagulacao.

Para a determinacdo deste parametro é utilizado um reagente de SynthASil que
inclui dois reagentes: reagente aPTT e cloreto de célcio. A incubag¢do da amostra com
reagente aPTT ira iniciar a via intrinseca da cascata da coagulacdo e apés incubacao a 37
°C, a adicdo do cloreto de calcio ird desencadear a coagulacdo e o tempo necessario para

formacédo do coagulo sera medido. (29)

Quantificacdo de fibrinogénio

O fibrinogénio é medido em segundos (tempo necessario para a coagulacdo), mas
convertido em mg/dL ou g¢g/L (quantificacdo da concentracdo de fibrinogénio na amostra).
Esta analise baseia-se no Método de Clauss, onde se adiciona um excesso de trombina a
uma amostra de plasma diluida e onde o tempo de coagulacédo é medido. Uma deficiéncia
em fibrinogénio sem histérico clinico pode estar relacionada com uma doenc¢a genética,
mas também pode significar causas adquiridas, como coagulagéo intravascular, fibrindlise,
doencas hepéticas e algumas terapias. (30)

Os seus valores de referéncia sdo de 200-393 mg/dL, mas, sendo o fibrinogénio um
agente de fase aguda, este estara aumentado em diversos quadros inflamatérios, como
diabetes, obesidade, sindrome nefrotica, doencas inflamatdrias agudas ou cronicas, entre
outros. (31)

Quantificacdo de D-dimeros

Os D-dimeros sdo um resultado da degradagdo dos coagulos de fibrina pela

plasmina induzidas pela ativacdo de plasminogénio durante a fibrindlise. Assim, este
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analito € um biomarcador da formacao e degradacao da fibrina, neste caso no plasma. (32)
Estes podem ser quantificados utilizando imunoensaios turbidimétricos e utilizando o
reagente D-Dimer HS 500, composto por um Latex reagent e um Reagent buffer. (33)

Os D-dimeros podem estar aumentados em diversas patologias, entre elas, doenca
renal crénica, trombose venosa profunda, acidente vascular cerebral (AVC), embolismo
pulmonar, infe¢do viral por COVID-19, hemorragia, entre outros. Assim sendo, este
parametro € muito sensivel, mas muito pouco especifico. A determinacdo de D-dimeros
pode conter um papel crucial no diagnéstico de patologias, mas com um valor preditivo

negativo. (34)

ACL TOPCTS

O ACL TOPC™S (Figura 11) é um equipamento hematolégico altamente
automatizado da Werfen com que pude trabalhar e que visa apresentar um diagndstico in
vitro utilizando os testes de coagulacao e fibrindlise.

Neste laboratdrio, o0 ACL TOPC'S esta equipado para realizar os parametros de
aPTT, TP, quantificacdo de fibrinogénio e quantificacdo de D-dimeros. (35) Para os testes
de coagulacéao é utilizado plasma do utente, que foi obtido apds centrifugacdo do sangue
total num tubo com o anticoagulante citrato de sodio. Neste laboratério existem dois destes
equipamentos, o ACL TOPCTS 50 ysado na rotina e o ACL TOPCTs 3% ysado como

equipamento de urgéncia.

[~

Figura 11 - Equipamento hematolégico ACL TOPCTS 500 Werfen. Cedido por ULSO -
Hospital de Torres Vedras
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Medic&o coagulométrica (TP, aPTT, fibrinogénio)

A medicdo coagulométrica baseia-se no tempo necessario para uma amostra de
plasma coagular através da alteracdo da densidade Otica, mensurada atraveés da
turbidimetria. (35,36) Enquanto a amostra coagula progressivamente, a absorcédo de luz a
671 nm por esta aumenta, pelo que a luz que chega ao fotodetetor diminui continuamente.
O equipamento contem um computador que processa 0s resultados analiticos e determina

0 momento exato da coagulagao.

Medicao imunoldgica (D-dimeros)

A medicao imunoldgica também utiliza a turbidimetria como base, mas, em vez de
determinar o tempo necessario para se formar um coagulo (atividade de um analito), é
avaliada a concentracao fisica do analito, através da formacédo de complexos anticorpo-
antigénio que vao afetar a transmissao de luz (também a 671 nm) até ao fotodetetor. O
grau de aglutinacdo entre o analito e 0 seu anticorpo € medida pela diminuicdo de
transmissdo de luz ao fotodetetor causada pelos agregados e serd diretamente

proporcional a concentracao de D-dimeros na amostra.

Outros reagentes e consumiveis

Este equipamento, além dos reagentes dos ensaios ja referidos, também utiliza
outros regantes e consumiveis necessario ao seu funcionamento e que pude repor sempre
gue necessario, como por exemplo:

= Fator diluente

= Cleaning agent (Clean B)
» Rinse solution

= Cleaning solution

= Caixas de cuvetes de plastico descartavel

Controlo de Qualidade Interno

Os controlos internos destes equipamentos séo realizados sempre que hd mudanca

de lote de reagente ou que se justifique. Das 4 provas de coagulacéo realizadas neste
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laboratério, apenas o aPTT néo requer calibracédo. S&o usados 2 calibradores: 1 que calibra
os D-dimeros e 1 que calibra o Fibrinogénio e o TP (Tabela 10).

Tabela 10 - Controlos de qualidade internos realizados nos equipamentos ACL TOP e
respetiva periodicidade de troca e de execucéao diaria

aPTT TP Fibrinogénio D-dimeros
Controlos de qualidade Low abnormal control assayed Nivel 1
internos Normal control assayed Nivel 2

Diariamente novos controlos no ACL TOPCTS

300 e ps antigos passam para 0 ACL TOPCTS 50 Diariamente

Periodicidade de troca

Periodicidade | 1 mrs so 1x/dia : :
de execucdo ACL
diaria TOPCTS 300 3x/dia
Manutencbes

Este equipamento contem muitas manutencdes que podem ser necessarias e estas

variam na sua periodicidade, tal como descrito na Tabela 11.

Tabela 11 - Manutenc8es executadas com mais frequéncia no equipamento ACL TOP

Manutencao Periodicidade
Esvaziar desperdicio de cuvete
Limpeza reforcada para todas as sondas Diarias

Limpeza reforcada para sonda do reagente (automatica)

Limpeza da gaveta de desperdicio de cuvetes
Limpeza da area de limpeza aprofundada e area de cuvetes

Esvaziar fluido desperdicio Semanais
Limpar sonda de amostra
Substituir filtro CTS e limpar area de cuvete limpa As 5.000 puncdes

5. Quimica Clinica

A Quimica Clinica é parte integrante das Analises Clinicas e baseia-se na pesquisa
e doseamento de analitos principalmente no soro, mas também na urina, sangue total ou
LCR. Assim, é possivel obter respostas em relacdo as importantes fungdes do organismo
humano. (37) Nesta seccao, foi me possivel aprender, acompanhar e participar ativamente

na rotina diéria, incluindo na reposicdo de reagentes, processamento de controlos e
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calibradores e respetiva interpretacdo, processamento das amostras, manutencdo dos
equipamentos e acompanhar a interpretacdo e validacdo dos resultados.

5.1. Alinity ci-series

O Alinity ci-series (Figura 12) é um equipamento automatizado da Abbott que

integra totalmente os ensaios de Quimica Clinica e Imunologia.

Figura 12 - Equipamento Alinity ci-serie, Abbott. Adaptado de Abbott, 2023 (38)

Neste laboratdrio existem 2 Alinity ci-series, ambos constituidos por um modulo de
Quimica Clinica e um mddulo de Imunologia. Os mdédulos da quimica e da imunologia sdo
semelhantes no seu funcionamento, diferindo em alguns aspetos, como o principio
analitico que utiliza, nomeadamente reagentes, consumiveis e alguns componentes

internos.

Fotometria (principio analitico da Quimica Clinica)

A fotometria € uma medicdo da intensidade ou quantidade de luz que atinge um
fotodetetor. Ou seja, uma determinada quantidade luz atravessa a cuvete com a amostra,
e, dependendo da concentracdo do analito em questdo, a luz ira ser absorvida. A luz ndo
absorvida continuard o seu trajeto, chegando a um detetor que converte a energia luminosa
em energia elétrica, que é registada.

Nesta técnica, existem 2 tipos de ensaios:

= Ensaio de ponto final - As medi¢des da absorvancia sdo feitas apos todo o

agente da reacdo ter sido consumido e a absorvancia for estavel;
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= Ensaio cinético - Quando a reacdo atinge uma cinética estavel, onde a
variagcao da absorvancia é constante e se deve medir pelo menos 3 pontos

fotométricos.

Potenciometria (principio analitico dos ionogramas)

A potenciometria € uma técnica que mede a diferenca de potencial elétrico entre
dois elétrodos conectados por uma solucéo eletrolitica. A presenca de ides na amostra
(Na*, K* e CI) gera uma diferenca de potencial que é medida pelo elétrodo do ido seletivo
e serd comparado com um elétrodo de referéncia.

O Alinity utiliza a tecnologia ICT (integrated chip technology) que mede os 3 ides
simultaneamente, através do uso de elétrodos seletivos semicondutores contidos num
Unico circuito. Cada idao medido tera o seu préprio elétrodo e o seu proéprio ionéforo e o
elétrodo de referéncia é de cloreto de prata e é imerso num gel de cloreto de potassio (KCI).

Esta integracéo confere a vantagem da reducéo das manutencfes necessarias.

Imunoensaios por guimioluminescéncia (principio analitico da Imunologia)

A gquimioluminescéncia refere-se a emisséo de luz derivada de uma reacao quimica
onde um dos produtos ou um intermediario da reacéo é excitado e emite luz quando volta
ao seu estado fundamental/basal.

Neste equipamento, a amostra é combinada com microparticulas paramagnéticas
revestidas de anticorpo especifico para o analito pretendido, formando um complexo
antigénio-anticorpo. Depois da adicdo de um anticorpo conjugado com acridina, a adicdo
de uma solucao pré-ativadora separa a matéria corante da acridina. De seguida, a solucao
ativadora € adicionada e fornece um meio alcalino que é necessario a oxidagéo da acridina
pelo peroxido de hidrogénio da solugdo pré-ativadora, tornando-se N-metilacridona.
Quando esta volta ao seu estado fundamental liberta energia em forma de luz. Esta é
medida em unidades relativas de luz (RLU) e convertida em concentracdo, através das

curvas de calibracéo.

Calibradores e controlos de qualidade internos

Todas as manhas, no inicio da rotina diaria, € verificada a quantidade de reagentes

a bordo do equipamento e garantida a quantidade suficiente para o dia. De seguida, sdo
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verificadas as calibragbes. Dependendo da estabilidade de cada reagente e do proprio
teste, as calibragbes podem ter diferentes validades e os parametros com calibragdes
expiradas bem como reagentes de um novo lote sé@o calibrados no inicio do dia.

Apoés as calibragbes, sdo processados 0s controlos internos, que sdo executados
em todos os parametros, quer tenham sido calibrados no dia ou n&o. Os valores dados
pela andlise dos controlos internos integram gréaficos de Levey-Jennings e, se todos os
valores estiverem dentro das regras de Westgard, inicia-se o processamento de amostras.
No entanto, se algum controlo interno indicar um valor fora dessas regras, devemos
confirmar:

= A validade e a estabilidade do controlo e utilizar um novo, ou eventualmente
trocar de nivel de controlo interno;
= Realizar nova calibragdo quando a suspeita nao for o controlo.

Os controlos internos e as calibracfes sdo uma parte extremamente importante
num laboratério de andlises clinicas pois garantem a exatiddo dos resultados de cada
utente. Cada parametro tem um calibrador e um controlo interno. No entanto, existem
calibradores e controlos que s@o comuns a varios parametros.

Eu pude patrticipar ativamente nestes procedimentos diariamente, pelo que retive a
importancia deste passo e aprendi a ter o sentido critico necessario para compreender
possiveis erros que podem acontecer durante uma calibracdo e passagem de controlo e

solucionar esses problemas.

Consumiveis

Os moédulos de Quimica e de Imunologia contém uma lista de consumiveis,

especificados na Tabela 12, que sdo repostos no inicio do dia ou sempre que necessario.

Tabela 12 - Consumiveis e respetiva descricdo dos dois mddulos do Alinity

Quimica Clinica Imunologia
Consumivel Descrigao Consumivel Descricao
Solucéo de Solugéo
- ) Solucéo de peroxido de
Iavag_em Soluggo pre- hidrogénio fotossensivel
alcalina lavagem das ativadora
. Solucgéo de cuvetes Solugéo Solugéo de hidroxido de
Solugdes | |avagem &cida ativadora so6dio
Geneéricas Fornece uma
. a Tampéo de 3
Solugao de concentracao p Tampéo dg
referéncia ICT de referéncia lavagem descontammaqao dos
para 0s concentrado bracos de pipetagem
ionogramas
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Solucéo de
lavagem &cida L q - -
das sondas avagem de
sondas
Detergente A - -
Detergente B - -
Solugdes Water Bath Usadas para a Probe
Additive < o L
de Solucio de manutencao | Conditioning Manutencéo Diéria
Manutencao >OUe diaria Solution
limpeza ICT
. Utiliza a potenciometria para a ) i
Modulo ICT medicdo dos ionogramas
Cuvetes de ) ) Carregadas no sistema para 0s
Reacao imunoensaios por quimioluminescéncia.
Manutencdes

Este equipamento requer manutencdes diarias, semanais, mensais, trimestrais e
semestrais. Enquanto que as manutengdes diarias, semanais e mensais séo realizadas
pelos técnicos, as restantes estao a cargo dos engenheiros da casa comercial. Na Tabela

13, estdo resumidas as manutencdes feitas pelos técnicos. (39)

Tabela 13 - Resumo das manutencdes realizadas no equipamento Alinity e respetiva
periodicidade

Periodicidade Equipamento Manutencao
Mudar a agua e adicionar aditivo ao banho
de incubacéo
Lavar a sonda ICT
Esvaziar e encher o copo de solucéo de
referéncia ICT
Lavar as sondas de amostra
Limpar a sonda do braco de pipetagem
Limpar o exterior das sondas das zonas de
lavagem
Purgar as solucdes pré-ativadora e ativadora
Lavagem das cuvetes de reagdo com
detergente A
Limpar o exterior das sondas dos bragos de
Semanal pipetagem
Alinity i-series Limpar o exterior das sondas das zonas de
lavagem
Limpar os copos de lavagem de amostras
Mensal Alinity c-series Limpar a ponta de drenagem ICT

Alinity c-series

Diaria

Alinity i-series

Alinity c-series
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Parametros: significado clinico e metodologia

De notar que todos os valores de referéncia apresentados, referem-se a adultos,
exceto quando for especificada a faixa etaria.

1. Metabolismo dos lipidos e hidratos de carbono (Tabela 14)

A glicose é um monossacarideo utilizado para o diagnéstico de diabetes mellitus,
juntamente com a determinagdo da hemoglobina glicada (HgA1C) que permite avaliar a
média de glicemia nos ultimos 90-120 dias. Outra prova que pode ser usada para
diagnostico € a PTGO (prova de tolerancia a glucose oral), onde é doseada a glicose em
jejum e passado 2h, depois da ingestao de 75g de glucose. (40)

A microalbumindria é importante para o diagnostico de nefropatia diabética, onde
os utentes demonstram lesGes renais e proteinuria persistente. Para a avaliacdo deste
parametro, foi convencionado que se utilizaria a microalbuminudria numa amostra ocasional
para se determinar a microalbumindria de baixa concentragdo, onde se calcula o racio
albumina/creatinina urinarias para evitar limitacbes, como a taxa de filtracdo glomerular
(41).

O colesterol ¢é sintetizado no figado, no intestino e também nas células dos varios
tecidos, sendo transportado na corrente sanguinea por lipoproteinas, entre elas o HDL
(high density lipoprotein) e o LDL (low density lipoprotein). Além de doencas adquiridas
relacionadas a lipoproteinas, existem também doencas genéticas deste metabolismo,
como é o exemplo da hipercolesterolemia familiar. Os triglicéridos sao ésteres de glicerol
gue constituem o principal componente do armazenamento de gordura no tecido adiposo.
Disturbios do metabolismo destas lipoproteinas sdo chamadas dislipidemias e séo
caracterizados pelo aumento dos valores de colesterol e/ou triglicéridos. A principal razéo

para o diagndstico das dislipidemias séo o risco cardiovascular aumentado. (42)

Metodologias de determinacdo dos parametros

- Glucose - Metodologia: Hexoquinase/G-6-PDH - Através de uma metodologia

enzimatica que utiliza a hexoquinase e a glucose-6-fosfato desidrogenase (G-6-PDH),
havera a redugdo de NAD a NADH. O aumento da absorvancia a 340 nm do NADH ira
correlacionar diretamente com a concentragéo de glucose.

- Colesterol total - Metodologia: colesterol esterase e colesterol oxidase -

Metodologia enzimatica através de colesterol esterase e colesterol oxidase e formacao de
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peroxido de hidrogénio. Havera formagéo de um cromoforo (corante de quinoneimina) e a
absorcdo a 500 nm deste € diretamente proporcional & concentracéo de colesterol total.
- Colesterol LDL - Metodologia: detergente seletivo liguido - Principio semelhante

ao colesterol total. A solubilizacdo do LDL e a presenca de um acoplador cromogénio
induzira a formacao de cor.

- Colesterol HDL - Metodologia detergente seletivo liquido - O método é
semelhante ao colesterol LDL, mas aplicado ao colesterol HDL.

- Triglicéridos - Metodologia: glicerol fosfato oxidase - Metodologia enzimatica
usando glicerol fosfato oxidase (GPO) depois da acao da glicerol quinase (GK). Producao

de peroxido de hidrogénio (H202) que, na reacdo posterior catalisada pela peroxidase,
produz um composto corado. A absorcdo do corante é diretamente proporcional a
concentracao de triglicéridos na amostra.

- Microalbumina - Metodologia: imunoturbidimetria - A combinacdo da albumina

com um anticorpo anti-albumina humana forma um agregado insoluvel que provoca
turvacao. O grau de turvacao é diretamente proporcional a concentracdo de albumina na
amostra. (41,43)

Tabela 14 - Parametros relacionados com hidratos de carbono e lipidos e respetivos valores
de referéncia, metodologia aplicada e amostra utilizada

Valores de
Amostra referéncia Unidades Método
Mulher | Homem
Soro 70-105 mg/dL
Glucose Urina tipo 2 1,0-15,0 mg/dL
Urina 24h <05 g/24h ]
LCR 40-70 mg/dL Espetrofotometria
Colesterol total < 200
Colesterol LDL Soro <130 mg/dL
Colesterol HDL 40-60
Triglicéridos <150
Microalbumina
/ Creatiinna
) ) ) <
(Albg;ril)l(r;a de | Urinatipo 2 30 mg/g Turbidimetria
concentracao)
Microalbumina Urina 24h <30 mL
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2. lonogramas (Tabela 15)

Os ides sodio, cloro e potassio sao fundamentais para a manutencdo do equilibrio
eletrolitico e funcionalidade celular do organismo. Enquanto que o sodio é um iao
predominantemente extracelular, o potassio € o principal eletrdlito intracelular, sendo os
valores muito influenciados pela hemodlise da amostra. A quantificacdo dos eletrélitos é
importante uma vez que estes estdo envolvidos na homeostase da agua e do pH, varias

reacg0es fisioldgicas e ainda sao cofatores de algumas enzimas. (42,43)

Metodologia de determinacéo dos parametros

Os ides sao analisados pela metodologia elétrodos iono-seletivos diluidos (indireta)

— os elétrodos sao seletivos para cada ido e o potencial elétrico é desenvolvido através das
membranas entre os elétrodos de referéncia e de medicdo. A diferenca de potencial é

comparada com a referéncia e depois é convertida na concentracdo dos iées. (43)

Tabela 15 - Pardmetros relacionados ao ionograma e respetivos valores de referéncia,
metodologia aplicada e amostra utilizada.

Amostra Valorf:s qle Unidades Método
referéncia
Na* (s6dio) Soro 136-145
Na* Urina 54-190
K (poKt?ssm) Sg:; 328201 mEq/L Espetrofotometria
CI" (cloro) Soro 98-107
CI LCR 118-132

3. Funcao Hepatobiliar (Tabela 16)

A alanina aminotransferase (ALT) e a aspartato aminotransferase (AST) séo
enzimas produzidas maioritariamente pelo figado. Estas sédo quantificadas principalmente
para o diagnostico de doencas hepaticas. Os valores estdo muito elevados em hepatites
virais, em qualquer situagdo de necrose hepatica e estdo moderadamente elevados em
casos de colestase intra ou extra-hepatica. Por estarem presentes dentro dos eritrécitos,
séo afetadas pela presenca de hemolise.

A Lactato desidrogenase (LDH) é uma enzima que catalisa a oxidag¢éo de lactato
em piruvato e € produzida em varios tecidos, como no figado, coragéo, rins, musculos e
nos eritrocitos. Esta esta aumentada em casos diversos, como por exemplo, enfarte do

miocardio, hepatite, hemdlise e anemias hemoliticas.
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A fosfatase alcalina (ALP) é uma enzima que € produzida principalmente no figado
€ nos 0ssos, pelo que o aumento desta enzima sérica pode auxiliar no diagnostico de
doencas hepatobiliares e 6sseas. A y-GT (Gamma-glutamiltransferase) é uma enzima que
também é produzida no figado e por isso é também utilizada no diagnostico de doencas
hepatobiliares.

A bilirrubina é um pigmento amarelo resultante principalmente da decomposicao da
hemoglobina. Enquanto que a bilirrubina indireta (ndo conjugada) é a que se liga na
corrente sanguinea a albumina, a bilirrubina direta (conjugada) é a que ja no figado se
conjuga com o &cido glucorénico pela acao da enzima glucorunil-transferase. A bilirrubina
total € a soma das fracbes conjugadas e ndo conjugadas. A bilirrubina é normalmente
elevada em casos de hepatite, cirrose, anemias, desequilibrios hemoliticos e deficiéncias
enzimaticas hereditarias.

A albumina é a proteina mais abundante no soro humano e é sintetizada pelas
células do parénquima hepatico. As principais funcées da albumina sdo manter a pressao
osmotica coloidal e o transporte de compostos, como o calcio, hormonas tiroideias e
bilirrubina. Enquanto que concentracdes elevadas de albumina pode significar
desidratacao, valores baixos podem estar relacionados, por exemplo, inflamacéo, doencas
hepaticas, perdas urinarias ou gastrointestinais, desnutricdo, edemas e queimaduras

graves. (42)

Metodologias de medicdo dos parametros

- ALT - Metodologia: reacao oxidacdo-reducdo - Lactato desidrogenase e NADH -

A ALT da amostra catalisa a transferéncia de um grupo amina da L-alanina com formacéao
de piruvato. A reacéo de oxidacao-reducédo catalisada pelo lactato desidrogenase provoca
a reducdo do piruvato a lactato e oxidacdo do NADH em NAD". A taxa da absorvancia a
340 nm ira diminuir & medida que a reagdo ocorre, pelo que quanto maior a oxidagdo do

NADH, maior a concentragdo de ALT na amostra.

- AST — Metodologia: malato desidrogenase e NADH — A AST presente na amostra
catalisa a transferéncia de um grupo amina do L-aspartato com formac&o de oxaloacetato.
Este é reduzido a L-malato num principio da reacdo semelhante ao aplicado na ALT, mas
a enzima utilizada é o malato desidrogenase.

- LDH — Metodologia: reagdo inversa lactato a piruvato - A reacdo de oxidagao-

reducdo catalisada pelo lactato desidrogenase no sentido inverso provoca a reducgéo de
NAD* em NADH. A taxa de aumento da absorvancia é medido a 340 nm e sera proporcional
a atividade do LDH.
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- Fosfatase alcalina — Metodologia: para-nitrofenil fosfato — Esta enzima catalisa a

reacdo de producdo de para-nitrofenol e a taxa de aumento da absorvancia a 404 nm é
diretamente proporcional a concentracédo de fosfatase alcalina.
- Gamma-GT - Metodologia: L-gama-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida - Esta enzima

catalisa a reacdo de transferéncia de um grupo gamma-glutamil com producdo de 3-
carboxi-4-nitroanilina e a taxa de aumento da absorvancia a 416 nm é diretamente
proporcional a concentracdo de gamma-GT.

- Bilirrubina total — Metodologia: sal de diazénio — A bilirrubina total (conjugada e

ndo conjugada) é acoplada a um reagente diazo e forma azobilirrubina na presenca de um
sulfactante (agente solubilizante). O aumento da absorvancia da azobilirrubina a 548 nm é
diretamente proporcional a concentragéo da bilirrubina total presente na amostra.

- Bilirrubina direta — Metodologia: reacéo diazo — A azobilirrubina é formada pela

ligacdo da bilirrubina direta a um sal de diazénio, na presen¢a do acido sulfamico. A
azobilirrubina é um composto corado cuja absorvancia é medida a 548 nm e aumentara
proporcionalmente a concentragao de bilirrubina direta na amostra.

- Bilirrubina indireta - Diferenca entre bilirrubina total e bilirrubina direta.

- Albumina — Metodologia: colorimétrica com verde de bromocresol — A albumina

liga-se ao verde de bromocresol (BCG) formando um complexo corado que absorve a 628

nm. A absorvancia sera proporcional a concentracao de albumina. (43)

Tabela 16 - Parametros relacionados a funcdo hepatobiliar e respetivos valores de
referéncia, metodologia aplicada e amostra utilizada

Valores de referéncia

Amostra Mulher | Homem Unidades Método
ALT <34 < 45
AST 11-34
LDH 125-220 uU/L
Fosfatase 42-122 | 50-116
alcalina
Bilirrubina
total Soro 0,20-1,20 Fotometria
Bilirrubina
direta 0,0-0,50 mg/dL
Bilirrubina 0.0-0,60
indireta
Albumina 3,5-5,0 g/dL
Gama-GT < 55 < 38 U/L
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4. Funcao Renal (Tabela 17)

A creatinina sérica € um metabolito endégeno de producdo relativamente
constante, sendo um dos parametros mais indicados para a avaliagcdo da funcédo renal. A
clearance de creatinina é usada para avaliar a taxa de filtracdo glomerular, relacionando-
se o valor de creatinina no soro e na urina de 24h, num dado volume de amostra de urina
de 24h, e num intervalo de tempo de 1440 min (minutos em 24h). O valor é dado em
mL/min.

A ureia é o0 maior produto do metabolismo proteico no organismo e €
maioritariamente excretado na urina. Os valores de ureia sérica e urinaria dependem de
varios fatores, como o conteddo proteico da dieta, da sintese hepatica, desidrata¢éo,
perfusdo renal ou obstrucdo. Este pardmetro pode avaliar alteracbes no catabolismo
proteico e patologias renais ou pré-renais. (44)

O acido urico € um composto nitrogenado que pode ser quantificado na urina e no
soro. A quantificacdo deste parametro pode ajudar a direcionar o diagndstico, seja de
doencas hereditarias do metabolismo das purinas, seja de patologias associadas a
hiperuricemia, como o caso da gota.

As proteinas plasmaéticas sdo um parametro que pode estar alterado em situacdes
patoldgicas. A hipoproteinemia pode estar relacionado com sindrome nefrética, hemorragia
generalizada, ma absorcao proteica, entre outros. Ja a hiperproteinemia pode ser causada,
por exemplo, por desidratacdo e patologias como mieloma mdltiplo. A avaliacdo da
proteinuria (proteinas na urina) é importante para detetar problemas renais, enquanto que
a quantificacao de proteinas no LCR permite avaliar a permeabilidade da barreira hemato-

encefélica, por exemplo. (42)

Metodologia de determina¢&o de parametros

- Creatinina — Metodologia picrato alcalino cinético — A creatinina reage com acido

picrico em meio alcalino formando um complexo creatinina-picrato cuja taxa de aumento
da absorvancia a 500 nm é diretamente proporcional a concentracéo de creatinina.

- Ureia — Metodologia urease — A ureia vai ser hidrolisada pela urease e a aménia

resultante é convertida em glutamato pelo glutamato desidrogenase na presenca de a-
cetoglutamato. Nesta reacdo existe a oxidacdo de NADH a NAD, cuja absorvancia é
medida a 340 nm. A diminui¢cdo da absorvancia a 340 nm € proporcional & concentracao

de ureia na amostra.
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- Acido urico — Metodologia uricase — O &cido Urico é oxidado pela uricasa

formando alantoina e peréxido de hidrogénio (H-O;). Este na presenca de peroxidase e de
outros intermediarios produz um corante quinoneimina que absorve a 604 nm e é
proporcional a concentragcéo de acido urico.

- Proteinas Totais no Soro — Metodologia biureto — Os i6es de cobre em meio

alcalino (reagente Biureto) reagem com as ligacdes peptidicos das proteinas séricas e
formam um complexo de cor purpura cuja absorvancia € medida a 572 nm e € proporcional
a concentracao das proteinas totais no soro.

- Proteinas na Urina e no LCR — Metodologia cloreto de benzetdnio — O cloreto de

benzetdnio vai desnaturar as proteinas na urina ou no LCR originando uma suspenséo. A
turvacdo desta suspensdo € medida a 404 nm e € proporcional a concentracao de

proteinas.

Tabela 17 - Parametros relacionados a funcao renal e respetivos valores de referéncia,
metodologia aplicada e amostra utilizada

Valores de
Amostra referéncia Unidades Medicéo
Mulher | Homem
Clearance .
de Urna 24h | 75-115 = 85-125 MY mr;]”z/ 1,73
creatinina
- Soro 0,5-1,1 0,6-1,2
Creatinina i tipo2 | 15-278 | 22-328 mg/dL
Soro 15-40 16-45 ma/dL
Ureia Urina tipo 2 900-3.000 g Espetrofotometria
Urina 24h 1500-42.800 mg/24h
Soro 2,5-6, 3,7-7,7 ma/dL
Acido arico | Urina tipo 2 37-92 9
Urina 24h 270-750 mg/24h
Proteinas Soro 6,0-7,8 gldL
totais
. Urina < 300 g/24h .- ,
Proteinas LCR 15-45 gldL Turbidimetria

5. Funcao Cardiaca (Tabela 18)

A creatina quinase (CK) é uma enzima que possui quatros formas: CK-MM, CK-
MB, CK-BB e CK mitocondrial, sendo que a quantificacdo da CK total, pode ajudar no
diagnéstico de patologias associadas a lesdo muscular. JA& a CK-MB é mais especifico
para o musculo cardiaco e € determinado para o diagnostico de enfarte agudo de miocardio

(EAM). Apesar disso, a troponina | é o parametro de elei¢cdo para o diagnostico de EAM
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pois é 0 que apresenta mais sensibilidade e especificidade para o musculo cardiaco. A
Troponina | € uma das subunidades do complexo troponimico (troponinal, T e C) associado
ao filamento fino de actina, com acgéo reguladora da contracdo muscular. O BNP e 0 NT-
pro-BNP sado péptidos produzidos em resposta ao esfor¢co ventricular e, por isso, sao
usados para avaliar insuficiéncia cardiaca. Os dois péptidos tém comportamento
semelhante na detec&o e monitorizacéo de patologia, tendo o BNP uma semi-vida inferior
ao NT-pro-BNP. Este permanece mais tempo em circulacdo e, segundo alguns autores, 0
doseamento é mais afetado em casos de insuficiéncia renal (Tabela 19). (42,43)

Metodologia da determinagcéo de parametros

- Creatina quinase (CK) — Metodologia NAC (N-acetil-L-cisteina) — Esta enzima ira

catalisar uma reacao de formacédo de ATP, que depois atuard em reacfes consequentes
envolvendo hexoquinase e G-6-PDH, terminando na reducdo de NADP a NADPH. A taxa
de formagdo do NADPH sera medida pela absorvéncia a 340 nm e é proporcional a
atividade do CK.

-Isoenzima MB da creatina quinase, BNP, NT-pro-BNP, hs Tnl STAT (troponina

1) - Metodologia quimioluminescéncia com conjugado de anticorpo com acridina — Estes 4

parametros sdo medidos pela mesma metodologia, onde depois do analito se ligar as
particulas paramagnéticas revestidas com anticorpo, € adicionado um anticorpo conjugado
com acridina que se liga ao analito ligado as particulas e ap6s a adi¢cdo das solucdes pré-
ativadora e ativadora, a luz é medida em RLU. Quanto maior a RLU, maior a concentracao

de analito na amostra. (43)

Tabela 18 - Parametros relacionados a fungéo cardiaca e respetivos valores de referéncia,
metodologia aplicada e amostra utilizada

Valores de
Amostra referéncia Unidades Método
Mulher | Homem

CK Soro 29-168 | 30-200 U/L Espetrofotometria
CK-MB 0,0-5,2 U/L Imunoquimiolumescéncia

BNP Plasma <100 pg/mL
N-IE;_NDE,O_ Tabela 21
th_|_2_:_| Soro Imunoquimiolumescéncia

(troponina 0,0-34,2 ng/L
)
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Tabela 19 - Valores de referéncia correspondentes ao parametro NT-pro-BNP

Idade (anos) <50 50-75 > 75
Com dispneia Improvavel < 300 - :
aguda Duvidoso 300-450 300-900 300-1800
Provavel > 450 > 900 > 1800
Sem dispneia Improvavel <125 - -
aguda Duvidoso 125-600 - -
Provavel > 600 - -

6. Funcéao Pancreatica (Tabela 20)

As enzimas amilase e lipase sao os biomarcadores mais pesquisados no soro para
o diagnostico de doencas pancreaticas, como a pancreatite aguda. A amilase é uma
enzima predominantemente produzida pelo pancreas e pela glandula salivar e a
hiperamilasemia pode estar relacionada, por exemplo, com doencas pancreaticas,
pulmonares, intra-abdominais geniturinaria e neoplasias. Ja a lipase € também utilizada
para o diagndstico de pancreatite aguda, demonstrando maior especificidade clinica.
(42,43)

Metodologia de determinacdo de parametros

- Amilase - Metodologia enzimatica/colorimétrica — Esta enzima promove a

formacdo de intermediarios que sdo hidrolisados em mondémeros de glucose e no
cromoforo do ensaio (4-nitrofenol) pela a-glicosilase. A alteracdo da absorvancia a 404 nm
devida a formacao do cromoforo sera diretamente proporcional a concentracao.

- Lipase — Metodologia corante guinona — Esta enzima hidrolisa um diglicérido para

libertar glicerol. Este € metabolizado em 2 rea¢des enzimaticas com formacao de perdxido
de hidrogénio pela acéo de glicerol-3-fosfato oxidase. A enzima peroxidase atua no H>O»
(e em outros intermediarios) para formar o corante quinona cuja taxa de formagéo é medida

pela absorvancia a 548 nm e é diretamente proporcional & concentragéo de lipase. (43)

Tabela 20 - Parametros relacionados a fungdo pancreatica e respetivos valores de
referéncia, metodologia aplicada e amostra utilizada

Amostra Valorgs c_ie Unidades Método
referéncia
Soro 28-100 u/L
Amilase Urina tipo 2 <460 U/24h Espetrofotometria
Urina 24h 170-2000 U/L
Lipase Soro 8-78
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7. Funcéao Tiroideia (Tabela 21)

As hormonas tiroideias tiroxina (T4) e tri-iodotironina (T3) sédo produzidas pela
glandula tiroide, sendo que a maioria da T3 é formada pela conversdo da T4 em T3. Estas
hormonas circulam na corrente sanguinea maioritariamente ligadas a proteinas, como a
albumina e apenas uma fracédo circula livre. Apenas a fragéo livre é metabolicamente ativa.
(45,46) A hormona estimuladora da tiroide (TSH) € sintetizada pela pituitaria anterior em
resposta a um feedback negativo derivado de concentracdes baixas de T3 e T4 na corrente
sanguinea. Esta hormona permite avaliar a resposta tiroideia aos niveis de T3 e T4, bem
como auxiliar no diagnostico de patologias relacionada a esta funcdo. (47) Em casos de
hipertiroidismo, estas hormonas estdo aumentadas, mas em utentes muito especificos,
pode apenas a hormona T3 estar aumentada. Ja no hipotiroidismo, estas estao diminuidas.
(42)

Metodologia de determinagcéo de parametros

- T3 livre - Metodologia quimioluminescéncia com conjugado de T3 com acridina -

Depois da T3 presente se ligar as particulas paramagnéticas revestidas com anticorpos
anti-T3, é adicionado um conjugado de T3 marcado com acridina que se vai ligar as
particulas paramagnéticas disponiveis. Depois da adi¢cdo das solucdes pré-ativadora e
ativadora, a luz € medida em RLU. Quanto maior a RLU, menor a concentracao de T3 livre.

- T4 livre — Metodologia semelhante a do T3 livre, mas aplicado & T4 livre.

- T3 total - Metodologia semelhante a do T3 livre, mas aplicado a T3 total.

- T4 total - Metodologia semelhante a do T3 livre, mas aplicado a T4 total.

- TSH - Metodologia guimioluminescéncia com conjugado de anticorpo com

acridina — Depois do analito se ligar as particulas paramagnéticas, € adicionado um
anticorpo conjugado com acridina que se liga a TSH ligada as particulas e depois da adi¢éo
das solucgdes pré-ativadora e ativadora, a luz é medida em RLU. Quanto maior a RLU,

maior a concentracdo de analito na amostra. (38) (43)

Tabela 21 - Par@metros relacionados a funcéo tiroideia e respetivos valores de referéncia,
metodologia aplicada e amostra utilizada

Valores de

Amostra < Unidades Método
referéncia
T3 livre 1,73-3,71 pg/mL
T3 total 0,58-1,59 ng/mL
T4 livre Soro 0,70-1,48 ng/dL Imunoquimiolumescéncia
T4 total 49-11,7 ug/dL
TSH 0,35-4,94 pUl/mL
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8. Metabolismo do Ferro e Anemias (Tabela 22)

O ferro é obtido pela dieta e é absorvido no intestino. O ferro ferroso (Fe?*) pode
ser armazenado por ligacdo a ferritina (proteina de reserva de ferro), ou pode ser
exportado das células intestinais, convertido em ferro férrico (Fe3*) e transportado na
corrente sanguinea pela transferrina. (48) A capacidade latente de fixacao do ferro (UIBC)
€ uma determinacdo indireta de transferrina, pois € determinada indiretamente a
guantidade de ferro que se pode ligar a esta. A haptoblobina esta incluido neste
metabolismo uma vez que, em caso de destruicao dos glébulos vermelhos, a haptoglobina
ird transportar a hemoglobina para o figado de modo a haver a reabsor¢éo do ferro. Os
folatos e a vitamina B12 sao importantes para a sintese de DNA e estdo especialmente
diminuidos em casos de anemia megaloblastica. (49) Estes parametros, juntamento com

alguns parametros hematoldgicos, vao auxiliar o diagnéstico das anemias. (42,43)

Metodologia de determinacéo dos parametros

- Ferro (Fe) — Metodologia ferene — O ferro liberta-se da transferrina em pH &cido

e, depois de ser reduzido ao estado ferroso, forma um complexo colorido com o ferene-S.
A intensidade da cor do complexo colorido a 604 nm é proporcional a quantidade de ferro
na amostra.

- UIBC — Metodologia ferene — Um tampdao alcalino de concentracdo de ferro

conhecida é adicionado para saturar os locais de ligacédo da transferrina. O ferro livre depois
desta saturacéo é reduzido ao estado ferroso e complexado com o ferene-S. A intensidade
da cor do complexo colorido é medida a 604 nm e é inversamente proporcional & UIBC.

- Transferrina — Imunoturbidimetria - A combinacdo da transferrina com um

anticorpo anti-transferrina forma um imunocomplexo insolivel que provoca turvagdo. O
grau de turvacéo é diretamente proporcional a concentracdo de transferrina na amostra.

- Haptoglobina - A combinagdo da haptoglobina com um anticorpo anti-
haptoglobina forma um imunocomplexo insoltvel que provoca turvacdo. O grau de turvagéo
é diretamente proporcional & concentragéo de haptoglobina na amostra

- Ferritina - Metodologia quimioluminescéncia com conjugado de anticorpo com

acridina — Depois do analito se ligar as particulas paramagnéticas, € adicionado um
anticorpo conjugado com acridina que se liga a ferritina ligada as particulas e depois da
adicdo das solugbes pré-ativadora e ativadora, a luz é medida em RLU. Quanto maior a

RLU, maior a concentracdo de analito na amostra.
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- Folato — Metodologia quimioluminescéncia com conjugado de &cido pteroico com

acridina - Depois do folato presente se ligar as particulas paramagnéticas através de uma
proteina de ligacdo aos folatos (PLF), é adicionado um conjugado de &cido pteroico
marcado com acridina e vai ligar-se as particulas paramagnéticas disponiveis. Depois da
adicdo das solugbes pré-ativadora e ativadora, a luz é medida em RLU. Quanto maior a
RLU, menor a concentracao de folatos na amostra.

- Vitamina 12 — Metodologia quimioluminescéncia com conjugado de vitamina B12

com acridina - Depois da vitamina B12 presente se ligar as particulas paramagnéticas
revestidas com um fator intrinseco, é adicionado um conjugado de vitamina B12 marcado
com acridina e vai ligar-se as particulas paramagnéticas disponiveis. Depois da adi¢cao das
solucdes pré-ativadora e ativadora, a luz é medida em RLU. Quanto maior a RLU, menor

a concentracao de folatos ha amostra. (43)

Tabela 22 - Parametros relacionados ao metabolismo do ferro e anemias e respetivos
valores de referéncia, metodologia aplicada e amostra utilizada

Valores de
Amostra referéncia Unidades Método
Mulher | Homem
Fe (ferro) 50-100 | 65-175 mg/dL Espetrofotometria
UIBC 70-310 | 69-240 pg/dL
Transferrina 174-364 mg/dL Imunoturbidimetria
Ferritina Soro 21,8-274,6 ng/mL
Vitamina B12 187-1059 pg/mL Imunoquimiolumescéncia
Folato 5,3-14,4 ng/mL
Haptoglobina 14-258 mg/dL Imunoturbidimetria

9. Metabolismo Osseo (Tabela 23)

O calcio e o fésforo presentes no organismo estdao abundantemente presentes nos
0ssos na forma de cristais de hidroxiapatite e apenas uma parte estd na corrente
sanguinea. Enquanto que o célcio estd envolvido, por exemplo, no processo de
coagulagéo, onde atua como cofator, no metabolismo 6sseo e também na libertacdo de
neurotransmissores, o fosforo desempenha fungbes em doencas renais, tiroideias e
Osseas. O magnésio desempenha um papel estrutural nos acidos nucleicos, como co-
ativador na ativacdo de enzimas e participa no processo de fosforilagdo oxidativa. Este iao
também se encontra na constituicdo 6ssea, apesar de ndo tanto quanto o calcio e o fésforo.
(42,43)
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Desta forma, a concentracdo plasmatica destes i6es ira depender da formacao e
reabsorcao 6ssea, absor¢éo intestinal derivado da dieta e da excrec¢éo renal. (49)

Metodologia da determinagcéo de parametros

- Célcio (Ca) — Metodologia arsenazo Ill — O corante arsenazo lll reage com o Ca

em solucao &cida e forma um complexo azul-lilas, cuja cor formada é medida a 660 nm e
€ diretamente proporcional a concentracao de calcio.

- Magnésio (Mg) — Metodologia isocitrato desidrogensase — O magnésio € um

cofator na reacao catalisada pelo isocitrato desidrogenase onde o NADP é reduzido a
NADPH. A taxa de formagdo do NADPH é medida pela absorvancia a 340 nm e é
proporcional & concentragdo de magnésio.

- Fosforo (P) — Metodologia fosfomolibdato — O fosfato inorgéanico reage com o

molibdato de amonio e forma um complexo hétero-poli-acido cuja absorvéancia a 340 nm é

diretamente proporcional a concentracao de fosforo. (43)

Tabela 23 - Parametros relacionados ao metabolismo 6sseo e respetivos valores de
referéncia, metodologia aplicada e amostra utilizada

Valores de
Amostra referéncia Unidades Método
Mulher | Homem
8,8-
Soro 8,40-10,20 10,00 mg/dL
Calcio Url_na 6.8-21.3 mg/dL
ocasional
Urina 24h 42,00-353,00 mg/24h
Soro 1,60-2,60
Magnésio U”.n a mg/dL Espetrofotometria
ocasional
Urina 24h 24,00-255,00 mg/24h
Soro 2,3-4,7
Fésforo Urina 40-140 mg/dL
ocasional
Urina 24h 400,00-1300,00 mg/24h

10.Marcadores Tumorais (Tabela 25)

Um marcador tumoral é uma substancia produzida pelo hospedeiro em resposta a
um tumor ou pelas préprias células neoplasicas e que pode ser usado para detetar a sua
presenca, evolucdo da doenca e diferenciar de outros tipos de tumores. Assim, existem

alguns marcadores que estdo relacionados apenas com um tipo de cancro e outros que
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podem estar envolvidos em mais que um. Na Tabela 24, podemos relacionar cada
marcador tumoral, com o tipo de cancro a que pode estar relacionado. (42)

Tabela 24 - Pardmetros analisados e tipos de cancro com 0s quais estdo mais relacionados

Parametros Uso

Cancro de células germinativas
Cancro hepatocelular

AFP (a-fetoproteina)

CA 125 Cancro do ovéario
Cancro da mama
CA 15-3 Tumor pulmonar, do colon, pancreatico, hepatico,

ovarico, cervical e endometrial
Carcinoma pancreético, colorretal, gastrico e

CA 19-9XR hepatico
Tumores do trato gastrointestinal
CEA .
Carcinoma colorretal, da mama e pulmonar
PSA .
PSA livre Cancro da préstata

Metodologia Quimioluminescéncia com conjugado de anticorpo com acridina
— Estes parametros sao medidos pela mesma metodologia, onde depois do analito se ligar
as particulas paramagnéticas revestidas com anti-corpo, € adicionado um anticorpo
conjugado com acridina e depois da adicdo das solucdes pré-ativadora e ativadora, a luz

€ medida em RLU. Quanto maior a RLU, maior a concentra¢do de analito na amostra. (43)

Tabela 25 - Parémetros de marcadores tumorais e respetivos valores de referéncia,
metodologia aplicada e amostra utilizada

Amostra Valor?s qle Unidades Método
referéncia
AFP 0,89-8,78 ng/mL
CA 125 < 35,0
CA 15.3 <31,3 U/L
CA 19.9 < 37,0 Imunoquimiolumescéncia
CEA <3,0
PSA Soro 0-4 ng/mL
PSA livre 0,0-2,50
Razao PSA <10 -
livre/PSA patolégico - Célculo
total > 20 - normal

11.Drogas de Abuso e Farmacos (Tabela 25)

As benzodiazepinas sao farmacos hipnético-sedativos e normalmente

administrados para aliviar a ansiedade ou induzir o sono, mas que podem ser usadas como

45



drogas de abuso. (50) Ja o fenobarbital foi introduzido para o tratamento de epilepsia para
controlar a sua sintomatologia.

Tanto a vancomicina como a gentamicina sado antibioticos, sendo que a
gentamicina € usada para infe¢des por organismos sensiveis aos aminoglicosideos, como
por exemplo as bactérias gram negativas e a vancomicina para infecées por organismos
sensiveis aos glicopeptideos, como o0 caso de Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina (MRSA). A quantificacdo destes parametros é principalmente relevante para
monitorizar a terapéutica e assegurar que esta a ser adequada.

A digoxina é um glicosideo cardiaco usado no tratamento de arritmias e
insuficiéncia cardiaca e, devido a ter uma pequena janela terapéutica, implica uma
monitorizacdo mais frequente. O mesmo acontece com a teofilina, que é um farmaco
antiasmatico utilizado para tratar casos como asma persistente. Neste caso, efeitos toxicos
da teofilina sdo atingidos com pequenas variacbes de concentracdo sérica do farmaco.
(42,43)

Metodologia de determinacéo de parametros

- Digoxina — Metodologia imunoturbidimetria de inibicdo otimizado pela utilizacdo

de particulas (PETINIA) — A digoxina presente na amostra vai competir com a digoxina

ligada a microparticulas para a ligacao a anticorpos anti-digoxina. Na auséncia de digoxina
na amostra, as microparticulas com digoxina ligam-se aos anticorpos causando
aglutinacdo na amostra. O consequente aumento da absorvancia é medido por
espetrofotometria e € indiretamente proporcional a concentracdo de digoxina na amostra.

- Teofilina — Metodologia imunoensaio enzimatico — A teofilina presenta na amostra

vai competir com teofilina marcada com a enzima glicose-6-fosfato desidrogenase
(G6PDH) para se ligar a anticorpos anti-teofilina. Na auséncia de teofilia na amostra, a
teofilina marcada com a enzima liga-se ao anticorpo e a atividade da G6PDH ¢ inibida.
Com a consequente reducédo da formacdo de NADH, a sua absorvancia a 340 nm vai
diminuir. Na presenca de teofilina, esta liga-se aos anticorpos, a atividade da G6PDH néo
€ inibida e absorvancia da NADH vai aumentar. Quanto mais absorvancia houver, maior a
concentracao de teofilina.

- Benzodiazepina - Metodologia imunoensaio _enzimatico — Metodologia

semelhante ao ensaio da teofilina, mas aplicado a benzodiazepina.

- Vancomicina — Metodologia imunoturbidimetria de inibicdo otimizado pela

utilizacao de particulas (PETINIA) — Metodologia semelhante ao ensaio da digoxina, mas

aplicado a vancomicina.
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- Gentamicina — Metodologia Imunoturbidimetria de inibicdo otimizado pela

utilizacdo de particulas (PETINIA) — Metodologia semelhante ao ensaio da digoxina, mas

aplicado a gentamicina.
- Fenobarbital — Metodologia imunoturbidimetria de inibicdo otimizado pela

utilizacdo de particulas (PETINIA) — Metodologia semelhante ao ensaio da digoxina, mas

aplicado ao fenobarbital. (43)

Tabela 26 - Parametros relacionados a farmacos e drogas de abuso e respetivos valores
de referéncia, metodologia aplicada e amostra utilizada

Amostra Valorgs qle Unidades Método
referéncia
Digoxina 0,80-2,00 ng/mL Imunoturbidimetria
Teofilina Soro Terapéutico ug/mL _
(8-20) Espetrofotometria
Benzodiazepinas Urina
Vancomicina Vale: 5-10 pg/mL
Gentamicina Soro Vale: <2 pg/mL Imunoturbidimetria
Fenobarbital 15,0-40,0 pg/mL

12.Marcadores Inflamatérios

Tal como a ferritina e a haptoglobina, outra proteina de fase aguda € a proteina C
reativa (PCR) cujos valores de referéncia séo inferiores a 0,5 mg/dL. Este parametro
aumenta os seus valores inespecificamente em resposta a uma inflamacéo. Assim, além
de ser utilizada como um marcador de diagnéstico de infe¢do ou inflamacao, pode ainda
ser usado para monitorizar a resposta a terapéutica ou apoés cirurgia. (42) A procalcitonina
€ uma pré-hormona da calcitonina cujos valores séricos aumentam significativamente em
resposta a estimulos inflamatérios, podendo manter-se elevados até 48 horas. Quando a
causa da inflamacao ou infe¢éo estiver controlada, os seus valores descem para os valores
de referéncia (0,50-2,00 ng/mL) ao longo de varios dias. Este parametro é, entdo, (til, por

exemplo, para o diagnoéstico e prognostico de infecdo bacteriana. (38)

- Proteina C reativa — Imunoturbidimetria - A combinagdo da PCR com um

anticorpo anti-PCR adsorvido em particulas de latex forma um imunocomplexo insolavel
gue provoca turvacdo. O grau de turvagdo a 572 nm é diretamente proporcional a
concentracdo de PCR na amostra. (43)

- Procalcitonina - Metodologia guimioluminescéncia com conjugado de anticorpo

com acridina — Estes parametros sdo medidos pela mesma metodologia, onde depois do

analito se ligar as particulas paramagnéticas, é adicionado um anticorpo conjugado com
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acridina que se liga a procalcitonina ligada as particulas e depois da adi¢cdo das solu¢des
pré-ativadora e ativadora, a luz é medida em RLU. Quanto maior a RLU, maior a
concentracao de analito na amostra. (38)

5.2. Sorologia

Testes imunocromatograficos

Testes imunocromatograficos s@o testes de rapida execucdo que detetam a
presenca de anticorpos ou antigénios numa dada amostra. (51,52) Os testes
imunocromatograficos com os quais tive contacto e que pude realizar neste laborat6rio séo

para a pesquisa das drogas de abuso, teste de gravidez e testes virais.

1. Drogas de abuso

Os testes rapidos imunocromatograficos para detecdo de drogas de abuso sdo
realizados através de uma amostra de urina fresca e, de seguida, é possivel interpretar os
resultados, nos quais eu pude participar. As drogas de abuso pesquisadas através de estes
testes sdo cocaina, opiaceos, anfetaminas, metanfetaminas, canabinoides e
antidepressivos triciclicos.

Principio dos testes: Nas tiras de teste existem anticorpos conjugados com
corante e um conjugado da droga em questdo. Num resultado positivo, a droga presente
na amostra ira competir com o conjugado da droga para se ligar ao anticorpo conjugado
com corante, pelo que o conjugado de droga e o anticorpo ndo se irdo ligar e por isso nao
havera banda colorida. Num caso de resultado negativo, o conjugado da droga e o
anticorpo conjugado com corante ir-se-ao ligar e formar uma banda colorida.

A forma de interpretacdo destes testes é semelhante em todos e esté ilustrada na
Figura 13:

» Resultado positivo: Formacdo de apenas 1 banda colorida na zona de
controlo. Nenhuma banda colorida na zona de teste;

» Resultado negativo: Formacdo de 2 bandas coloridas. Uma na zona de
controlo e uma na zona de teste;

= Resultado invalido: Sempre gue nao se formar uma banda colorida na zona
de controlo, independentemente de se ter formado uma banda na zona de

teste ou néo.
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De notar que um resultado negativo ndo indica necessariamente a auséncia de
droga na amostra, mas sim que a quantidade existente, seja nula ou ndo, est4 abaixo do

limite de detecé&o do teste.

2. Teste de gravidez e testes virais

O teste de gravidez realizado no laboratério € usado muitas vezes como despiste,
principalmente em mulheres em idade fértil. Neste teste, é pesquisada a gonadotrofina
coriénica humana (HCG) que é um marcador de gravidez produzido pela placenta. Os
testes virais realizados sdo SARS-CoV2, virus da hepatite b (HBV), virus da hepatite c
(HCV) e virus Epstein-Barr (EBV).

Em qualquer um destes testes, representados na Figura 13, um resultado positivo
implica a formacdo de um complexo anticorpo-antigénio entre a amostra e o reagente.
Neste caso, serao visiveis 2 bandas coloridas: 1 na zona de controlo e 1 na zona de teste.

Nesse caso, confirma-se a positividade do teste em questdo. JA4 um resultado
negativo em qualquer um destes testes implica o aparecimento de apenas uma banda
colorida na zona de controlo, confirmando a viabilidade do teste e a auséncia de banda na
zona de teste. Um resultado invalido implica a inexisténcia de uma banda de controlo

independentemente de haver ou ndo banda na zona de teste. Neste caso, o teste deve ser

rejeitado.
Drogas de Abuso Testes de Gravidez e Testes Virais
POSITIVO NEGATIVO INVALIDO POSITIVO NEGATIVO INVALIDO
s N N |- \ [ 3
) in 10 0 (1) 0 o o
l |
C C C C [ — < r—n ( (
| T T 1
T — ' T — '
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Figura 13 - Possiveis resultados de um teste rapido imunocromatogréfico para detegéo de
drogas de abuso, a esquerda, e para os testes de gravidez e testes virais SARS-CoV2, HBV, HCV
e EBV

No caso do teste de detecéo de HIV (virus de imunodeficiéncia humana), causador
de SIDA (Disturbio de Imunodeficiéncia Adquirida), os anticorpos contra HIV-1 e HIV-2 bem

como o antigénio livre HIV-1 sdo pesquisados numa amostra de sangue capilar, sangue
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venoso total, plasma ou soro. (53) E considerado positivo, tal como representado na Figura
14, quando esta presente uma banda colorida na zona controlo bem como uma banda
numa das zonas de testes ou em ambas. Quando apenas existe uma banda colorida na
zona do controlo, o resultado é negativo e sempre que a banda na zona de controlo esta

ausente, o resultado é invalido.

POSITIVO NEGATIVO INVALIDO
0 ]3] D ‘ D | [+ ‘ 0 10
C { L C {
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Figura 14 - Possiveis resultados de um teste rapido imunocromatografico para detecdo de
antigénios e anticorpos de HIV

Testes de imunoaglutinacao

Testes de Imunoaglutinacéo séo testes de protocolo simples e de realizacao rapida
e gue se baseiam na aglutinacao de anticorpos presentes na amostra de soro na presenca
de antigénios especificos. (54) Neste laboratorio, pude assistir a realizacao dos 3 testes de

imunoaglutinacdo: Rosa de Bengala, Weil-Félix e Widal (Tabela 27).

Tabela 27 - Testes de Imunoaglutinacdo realizados no laboratorio e respetivos anticorpos
pesquisados, possiveis diagndsticos e o tempo necessario para realizar cada teste

Teste Diagnoéstico Anticorpos pesquisados

Rosa de Bengala Brucelose = Anticorpos IgG e IgM anti-Brucelose

= Anticorpos de diferentes grupos anti-
Salmonella spp.
Anticorpos anti-Brucella spp.

= Anticorpos anti-Proteus OX2, OX19 e OXK.

Weil-Félix Doencas febris

= Anticorpos especificos, somaticos e
Widal Doencas febris flagelares anti-Salmonella spp., anti-Brucella
spp. e anti-Proteus spp.

Também pude interpretar estes testes e, para se concluir se um resultado é positivo

ou negativo (se existe aglutinacdo ou ndo, respetivamente) é necessario ter em conta 0s
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controlos positivos e negativos que existem em todos os testes (Figura 15) e, assim,

diminuir a sua subjetividade.

(A) (B)

Figura 15 - Exemplo de (A) controlo positivo e (B) controlo negativo num teste de
imunoaglutinacdo. Adaptado de Nishanth et al., 2023 (55)

6. Alergologia e Autoimunidade

A seccdo de Alergologia e Autoimunidade tem 3 equipamentos: Phadia 250,
EUROBIotMaster e IF Sprinter. Nesta sec¢do, pude acompanhar os ensaios feitos nestes
equipamentos, perceber a gestdo semanal realizada e acompanhar as passagens de
calibradores e controlos de qualidade interno. No entanto, o tempo despendido foi menor

do que nas restantes seccoes, pelo que a aprendizagem foi mais superficial.

Phadia® 250

O equipamento Phadia® 250 (Figura 16) é desenhado para realizar testes de
alergias e doencas autoimunes de forma relativamente rapida. (56) O Phadia® 250 utiliza
0s Ensaios Imunoenzimaticos (EIA) indiretos para a detecao e quantificacdo dos anticorpos

presentes no plasma. (57)

3

Figura 16 - Equipamento Phadia® 250, da Thermo Fisher Scientific. Adaptado de Thermo Fisher

Scientific, 2024 (58)
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Ensaio imunoenzimético indireto

A EIA é umatécnica que usa as propriedades das enzimas para detetar e quantificar
reacdes imunoldgicas, nomeadamente formacgéo de complexos anticorpo-antigénio. Assim,
a amostra € adicionada a uma cup, que contem o antigénio de interesse e 0s anticorpos
presentes, se existirem, ir-se-ao ligar. Depois de adicionado um anticorpo secundario anti-
imunoglobulina marcado com a enzima pB-galactosidase, é adicionado o substrato 4-
metilbeliferil-B-D-galactésido com formacao de um produto fluorescente. A reagéo é por fim
parada através de carbonato de sédio e é medida a fluorescéncia. De notar que todas as
fases s@o separadas por incubacéo e lavagem.

Esta técnica é usada tanto para os ensaios de alergologia como para os de
autoimunidade, com a diferenca de que, na autoimunidade sao pesquisadas

imunoglobulinas 1gG, IgM e IgA, enquanto que na alergologia apenas se pesquisam IgE.

Parametros de Autoimunidade

Na parte de autoimunidade, existem alguns conjuntos de anticorpos que sdo
testados, como:

= Anticorpos anti-nucleares (anti-DNA, anti SSA/RO, antiCENP, anti SSB, ...)
relacionados com grande variedade de doencas autoimunes (lupus,
doencas mistas de tecido conjuntivo, esclerodesmia, sindrome de
Sjogren...);

= Anticorpos relacionados com doenca celiaca (anticorpos anti-
transglutaminase e anti-gliadina);

= Anticorpos ASCA (anti-Saccharomyces cerevisiae antibodies) e
calprotectina 2, relacionados com a doengas inflamatorias intestinais

= Anticorpos relacionados com vasculite, como membrana basal glomerular
(GBM) e anticorpos anticitoplasma de neutréfilo (PR3 e MPO);

= Anticorpos relacionados com sindrome anti-fosfolipidica, como anti-
cardiolipina e anti-B2-glicoproteina;

= Anticorpos anti-célula parietal e anti-fator intrinseco, relacionado com

anemia perniciosa. (58)
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Parametros de Alergologia

No que toca as alergias, existem 3 tipos de testes que séo: os multiplos, que sédo

mais gerais e onde sédo avaliadas diversas alergias diferentes para ajudar a direcionar a

pesquisa, como por exemplo, um conjunto de alimentos; os simples, onde se pesquisa um

de cada vez, por exemplo, 0 péssego; e 0s moleculares, onde se deteta a molécula de

alergénico que causa alergia e a sua eventual localizacéo, por exemplo, a pele do péssego.

Neste laboratério, os principais conjuntos de parametros pesquisados sao:

Alimentos, como bacalhau, ovo, camarao, péssego, trigo, leite, cevada, ...
Arvores, como salgueiro, oliveira, eucalipto, pinheiro, ...

Ervas, como erva de santiago, soda, tanchagem, ...

Gramineas, como panasco, azevém, sargaco bravo, ...

Fungos, como Penicillium notatum, Cladosporium herbarum, Aspergillus
fumigatus, ...

Carnes, como porco, galinha e vaca.

Penas aviarias, como de ganso, galinha, pato e peru.

Penas de passaros, como periquito, canario, papagaio, ...

Antibioticos, como cefactor, amoxicilina, ampicilina, ...

IF Sprinter

O IF Sprinter (Figura 17) é um equipamento automatizado de coloracao de laminas

utilizando a técnica de imunofluorescéncia indireta. (59)

Figura 17 - Equipamento IF Sprinter, EUROIMMUN. Adaptado de EUROIMMUN, 2022 (59)
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Imunofluorescéncia indireta

A imunofluorescéncia indireta € uma técnica bastante semelhante ao ensaio
imunoenzimatico, mas, neste caso, o conjugado ja contem um fluoréforo, pelo que néo é
necessario adicionar um substrato.

Nesta técnica, depois da adicdo da amostra de soro diluida aos campos de reagéo
das laminas contendo antigénios fixados nos tecidos, é adicionado um anticorpo anti-
imunoglobulina marcado com fluoresceina (FITC) havendo ligacdo. Os anticorpos que se
ligam sé&o visiveis no comprimento de onda de excita¢do entre 450 e 490 nm através do
microscopio de fluorescéncia. Todas as fases sdo separadas por incubacédo e lavagem.
(60)

Parametros e significado clinico

ApOs a preparacgdo das laminas, estas sdo montadas e observadas ao microscopio
de fluorescéncia, onde sdo avaliados os padrdes e intensidade da fluorescéncia. Os
mosaicos e respetivos tecidos, anticorpos pesquisados e exemplos de significados clinicos
mais comuns estdo esquematizados na Tabela 28. De notar que uma positividade pode
nao se traduzir em nenhuma patologia, principalmente na auséncia de sinais clinicos. Em
algumas situacgdes, depois deste ser examinado, é realizado um teste confirmatorio através

do EuroBlotMaster.

Tabela 28 - Mosaicos analisados nos campos das laminas do equipamento IF Sprinter e
respetivos substratos, anticorpos pesquisados e exemplos de possiveis significados clinicos

Substrato Anticorpos Significado Clinico
(tecido) pesquisados
- Lupus eritematoso
4 sistémico
_ Células HEp-2 ANA e - Singlrome de S_harp
Mosaico ANA citoplasmaticos | Artrite reum_at0|d(_e
Figado de - Esclero_se sistémica
macaco progressiva
- Polimiosite
Rim de rato - Cirrose hepatica biliar

Figado de rato
Estébmago de

, . rato ASMA
Mosaico hepéatico AMA
ACTINA
Células VSM47

primaria
- Hepatite autoimune
cronica ativa
- Hepatite viral
- Mononucleose
infeciosa
- Hepatite autoimune do
tipo |
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Células HEp-2 + ANCA - Poliangite
Granuldcitos em — granulomatosa
. etanol . - Poliangite microscépica
r%ﬁgﬁgco Granuldcitos em (mie?;t;mzigase) - Granulomatose
9 etanol e allonti-RP?, eosinofila com poliangite

Granulocitos em . - Vasculites
roteinase-3 .
formol (P ) imunocomplexas

ANA — anticorpos anti-nucleares; ANCA - anticorpos anti-citoplasma de neutréfilos; ASMA —
anticorpos anti-musculo liso; AMA — anticorpos anti-mitocondria.

EUROBIotMaster

O EUROBIotMaster (Figura 18) € um equipamento automatizado que processa tiras
de imunoblot revestidas com conjuntos de antigénios aplicados a pesquisa de cada perfil.
Ap6s as tiras processadas, existe um scanner (flatbed scanner) com um software
(EUROLIineScan) que digitaliza e avalia as tiras de testes, dando um resultado negativo ou
positivo semi-quantitativo. (61) Estes ensaios sdo usados para pesquisa de anticorpos nao

doseados por ELISA ou como confirmatério do ensaio de Imunofluorescéncia Indireta.

Figura 18 - Equipamento EUROBIotMaster, EUROIMMUN. Adaptado de EUROIMMUN,
2022 (61)

Imunoblot

Neste equipamento, o teste de imunoblot inicia-se pela presenga de antigénios que
revestem as membranas da fase sélida e, de seguida, é adicionado um tampéao de
lavagem. Depois de este ser aspirado, € adicionado um tamp&o de diluicdo seguido da
amostra. Por fim, é adicionado um anticorpo IgG conjugado com fosfatase alcalina seguido
do substrato (NBT/BCIP). Todas as etapas sdo separadas por incubacgdo e algumas por
lavagem. Num caso positivo, forma-se uma banda colorida, que é lida e interpretado pelo

flatbed scanner.
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Parametros e significado clinico

Neste equipamento sdo estudados 5 perfis, com respetivos conjuntos de antigénios,
cujos anticorpos pesquisados irdo direcionar o diagndstico para uma dada patologia
(Tabela 29).

Tabela 29 - Perfis de antigénios realizados no equipamento EuroblotMaster e possiveis
significados clinicos relacionados a positividade nesses antigénios

Perfil Significado Clinico
Anticorpos anti-nucleares Doencas reumaticas, como:
- LUpus eritematoso sistémico
- Sindrome de Sharp
- Esclerose sistémica
- Miosite
- Sindrome de Sjogren
- Artrite reumatoide; e ainda
Hepatite autoimune
Colangite biliar priméria
Doencas hepaticas de 9 antigénios + F- | Hepatite autoimune

actina Cirrose biliar priméria

Cirrose esclerosante primaria
Doencas hepaticas de 14 antigénios Sindromes de sobreposicdo
Miopatias inflamatorias autoimunes Tipos de miosites:

- Fibrodisplasia ossificante progressiva

- Miosites infeciosas bacterianas, virais,

parasitarias ou fungicas

- Miopatias inflamatérias idiopéticas
Esclerose sistémica Esclerose sistémica autoimune

7. Urina Tipo Il

O sistema laboratorial completo de analise de Urina tipo Il é constituido por 2
equipamentos que estao ligados e que funcionam em conjunto: o0 UC-MAX e o sediMAX
conTRUST PRO, ambos totalmente automatizados (Figura 19). Durante o estagio,
executei 0 processamento de amostras e acompanhei a reposicdo de reagentes, a
execucdo das manutencdes, visualizagdo das imagens microscopicas e interpretacdo e
validagdo dos resultados.

O Menasoft é o software de manuseamento dos resultados destes dois
equipamentos e passara os resultados para o CLINIJATA®, onde serdo posteriormente
validados. Assim, no Menasoft é possivel visualizar os resultados obtidos nas tiras de

reagente de teste do UC-MAX, obtendo para cada pardmetro um resultado semi-
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guantitativo, e ainda 15 imagens microscépicas do sedimento através do conTRUST PRO,
com legenda do que o equipamento interpreta de cada elemento presente. (62,63)

' 5
3L -

Figura 19 - Equipamentos UC-MAX e sediMAX conTRUST PRO, A. Menarini diagnostics.
Adaptado de A.Menarini Diagnostics, n.d. (64)

UC-MAX

O UC-MAX é um analisador quimico de fitas reagentes de urina que sédo colocadas
no equipamento pelo operador e que dardo um resultado semi-quantitativo dos parametros.
Este sistema microquimico baseia-se na existéncia de blocos individuais para cada
parametro testado e na mudanca de cor de cada bloco quando este mergulha na amostra
de urina. Através de um fotdmetro de refletancia, as mudancas de cor de cada bloco séo
comparadas com um quadro de cores para a obtencdo dos resultados. (62)

E importante garantir a reposi¢éo dos consumiveis, que sio agua destilada e fitas
reagentes de urina e que sdo essenciais para o bom funcionamento do equipamento, bem
como realizar varias manutencdes, como por exemplo:

= Lavagem do equipamento com uma solucao de hipoclorito de sédio (NaOCI)
a 2% seguida de uma lavagem com agua destilada;

= Esvaziar o recipiente de residuos e lavagem com NaOCI a 2% seguida de
agua destilada;

= Limpeza da unidade de transportes;

» Limpeza de pecas removiveis (fase de pipetagem de fitas e pente de
cronometragem de fitas).

Todos os parametros analisados por esta metodologia podem ser uteis para auxiliar

no diagndstico do utente (Tabela 30), complementando outros exames e sintomatologia.
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Tabela 30 - Par@metros analisados nas fitas reagentes pelo equipamento UC-MAX e
respetivos possiveis significados clinicos (65-68)

Parametro

Significado Clinico

Bilirrubina

Urobilinogénio

Cetonas

Acido ascérbico

Disfuncao hepatica
Obstrucao biliar
Elevado — Hemdlise e doenca hepatocelular
Baixo — Antibiéticos e obstrugdo do ducto biliar
Gravidez
Deficiéncia em hidratos de carbono
Diabetes n&o controlada
Suplementacao
Alimentacao rica em vitamina C
Diabetes mellitus

Glicose Sindrome de Cushing
Doencas hepaticas e pancreaticas
Desidratagédo, atividade fisica intensa, febre, gravidez e
Proteinas doenca renal e os seus fatores de risco (diabetes, hipertensao
arterial)
Sangue Infecéo do trato urinario _(ITU), in_fegéo ou doenca renal, litiase
renal, exercicio fisico intenso e farmacos
Elevado — Acidose tubular renal, faléncia renal, dieta
pH vegetariana, ITU, vémitos, diuréticos
Baixo — Cetoacidose diabética, diarreia, fome.
Nitritos ITU
Leucocitos Doencas renais, como glomerulonefrite e pielonefrite
Turvacao Fosfataria, pidria, lipiddria, dieta rica em purinas
Castanha — Pigmentos biliares, mioglobinuria, farmacos
Preta acastanhada — Pigmentos biliares, melatina,
metahemoglobina, farmacos
Cor Laranja — Pigmentos biliares, farmacos
Vermelha - Hematldria, hemoglobindria, mioglobindria,
alimentos ingeridos na dieta
Amarela — Urina concentrada, alimentos ingeridos na dieta
Elevado — Desidratacdo, uso de diuréticos, , glicosuria e
. proteinuria.
Densidade

Baixo — Hidratacao, diabetes insipidus, funcao renal
comprometida (défice de filtracao)

sediMAX comTRUST PRO

Depois de realizado o teste com a tira reagente, a prateleira com o tubo de amostra
de urina tipo Il é transferida para o equipamento sediMAX comTRUST PRO. Para a
realizacdo do sedimento, este equipamento comeg¢a por homogeneizar a amostra de urina
utilizando uma pipeta, seguida da aspiracdo de uma pequena quantidade de urina para
uma cuvete descartavel. A pipeta é lavada interior e exteriormente de modo a evitar a

contaminacé&o cruzada entre amostras. Depois da centrifugagdo da amostra, o sedimento
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estard acumulado no fundo da cuvete, para onde esta dirigido o foco da camara. Esta tira
fotografias que correspondem a 10 campos visuais de um microscépio normal em objetiva
de 100x. (63)

O software MenaSOFT anteriormente referido deteta e classifica automaticamente
0s parametros avaliados neste equipamento, cujos significados clinicos podem auxiliar o
diagnostico do utente (Tabela 31).

Para o funcionamento do equipamento, é necessario repor 0s consumiveis: as tiras
de reacdo, cuvetes e agua de alimentacao do instrumento. Além disso, sao realizadas as
manutencodes:

= Lavagem do equipamento com uma soluc¢édo de NaOCI (hipoclorito de sddio)
a 2% seguida de uma lavagem com agua destilada;

= Esvaziar o recipiente de residuos e lavagem com NaOCI a 2%, seguida de
agua destilada;

* Limpeza da unidade de transportes;

» Limpeza de pecas removiveis (guia de cuvetes traseira, tampa e braco da
centrifuga);

= Limpeza da objetiva do microscépio com alcool a 70%.

Tabela 31 - Par@metros analisados no sedimento urinério pelo sediMAX comTRUST PRO
e respetivos possiveis significados clinicos (69—-72)

Parametro Significado Clinico
Isomorficos: atividade fisica intensa
Eritrocitos Dismérficos: inflamacéo e algumas doencas
renais
Leucdcitos Indicador de um processo inflamatério

Pode estar presente em individuos saudaveis
Hipersecrecdo da proteina Tamm-Horsfall
Evidéncia de comprometimento ou danos

renais
Indicador de dano ou irritagdo de uma parte do
trato urinario

Cilindros hialinos
Cilindros patolégicos

Células epiteliais escamosas

. T Menstruacao
Células epiteliais ndo escamosas - ) ) .
Pode indicar uretrite e ferimento mecéanico
Bactérias (geral) Indicador de um processo infecioso
Leveduras Infec&o fungica do trato urinario

Hipercalcuria

Cristais de oxalato de calcio mono- . .
Disturbios metabdlicos

hidratado )
Problemas renais
pH da urina 4cido
Cristais de oxalato de calcio di- Desidratagéo
hidratado Farmacos

Disturbios metabdlicos
Dieta rica em proteinas

Cristais de acido urico pH acido da urina
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Em utentes em quimioterapia
Gota
Trifosfatos Inflamacé&o ou ITU
ITU
Doencas sexualmente transmissiveis
Colite ulcerosa
Litiase Renal
Disturbios ejaculatérios
Menor contracdo do esfincter uretral interno

Muco

Espermatozoides

8. Microbiologia

A seccdo de Microbiologia neste laboratério € responsavel pelos estudos
bacteriologicos, micolégicos, parasitologicos, virolégicos e micobacteriolégicos. Ao
contrario do restante laborat6rio, esta seccdo € menos automatizada, necessitando de um
trabalho mais organizado por parte do profissional.

Durante o meu estagio, tive oportunidade de participar nos estudos bacteriolégicos,
micoldgicos, parasitoldgicos e viroldgicos, tendo acompanhado e realizado o trabalho da
rotina diaria, incluindo semear os produtos biolégicos, interpretacédo das placas, realizacédo
das provas de identificacdo presuntiva e testes imunocromatograficos e realizar
identificacdo e antibiogramas. Além disso, pude aprender a trabalhar com os equipamentos
presentes na seccado e 0s seus funcionamentos e participar nas manutencdes. Em relacao
a micobacteriologia, ou seja, a pesquisa de bactérias do género Mycobacterium é uma

parte presente na sec¢do, mas com a qual ndo tive contacto direto.

Exame microbiolégico — rotina laboratorial

Na rotina bacteriolégica, quando os produtos biolégicos sdo entregues no
laboratorio, é confirmada a qualidade da amostra, de forma a se garantir que as exigéncias
de cada produto séo respeitadas. Todos os dias, os produtos biol6gicos sdo semeados e
incubados a temperatura e condi¢des (O2 ou CO,) exigidas. No dia seguinte, é avaliado o
crescimento em placa.

Quanto a validagdo dos resultados, no caso das urinas, na ficha de cada utente é
colocado o numero de colénias, se a cultura é pura ou polimicrobiana (com ou sem
predominio) e verifica-se o antibiograma, histérico do doente e o sedimento urinario. Na

folha existente de cada produto biolégico, € sempre escrito 0s passos que sao realizados
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para que seja sempre possivel consultar os testes que ja foram realizados e respetivos
resultados.

Exame a fresco

No exame a fresco, a amostra é colocada numa lamina sem coloracdo e é

observada ao microscépio. Este exame é realizado, por exemplo, para a pesquisa de

Trichomonas spp. e de leveduras.

Coloracéao de Gram

A coloracdo de Gram permite diferenciar as bactérias em Gram positivas e Gram
negativas, baseando-se na composicao da sua parede celular. (73)

Para a execucdo desta coloracao, primeiramente uma coldnia isolada é suspendida
numa gota de agua destilada numa lamina e, depois de seca, é fixada na chama de um
Bico de Bunsen. A coloracdo de gram é realizada pelo equipamento Aerospray® Gram,
EliTechGroup, que automatiza o procedimento de vaporizacdo da lamina com violeta de
cristal, lugol (iodina), de coracdo com solugéo alcool-acetona, adicdo da safranina e por
fim lavagem e secagem da lamina. (74,75)

Assim, a coloracdo das bactérias dependera da capacidade das bactérias Gram
positivas reterem o violeta de cristal e o Lugol, tornando-se purpura (Figura 20.A). Ja as
bactérias Gram negativas ndo irdo reter o corante e tornam-se transllcidas, podendo reter

a coloracao de safranina, tornando-se vermelhas (Figura 20.B). (75)

Figura 20 - (A) Cocos gram positivo. (B) Bacilos gram negativo. Adaptado de Ahmad, 2013
(76) e Clarck, 1977 (77)
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Exame cultural

Os meios de cultura onde as amostras sdo semeadas neste laboratério estdo
listados e caracterizados na Tabela 33, em Anexo.

Produtos biolégicos

1. Urina

A infecdo do trato urinério (ITU) é a infecdo mais comum no homem e normalmente
€ adquirida via ascendente. A urina presente nos rins e na bexiga € um produto estéril. As
principais ITU sdo causadas por Enterobacterales, como Escherichia coli, Proteus spp.,
Klebsiella spp., mas também por Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis e
Staphylococcus aureus.

A verificacao da fase pré-analitica da colheita da amostra é essencial, uma vez que
se a amostra estiver contaminada, é necessario pedir nova colheita, atrasando o
diagndstico clinico.

= Quando a colheita é feita pelo utente, este deve ser informado das
exigéncias e cuidados a ter, como a boa higienizacdo dos d6rgaos genitais
exteriores antes da colheita da amostra e que se deve colher o jato médio
no recipiente assético que lhe é fornecido.

= Nos doentes algaliados, a amostra ndo deve ser obtida do saco coletor.

= Em criancgas é utilizado um saco coletor estéril, enquanto que em recém-
nascidos, o ideal é por aspiracdo supra-pubica. (78)

Devido a rapida multiplicacdo dos microrganismos na urina & temperatura ambiente,
estas amostras devem ser rapidamente transportadas e analisadas ou refrigeradas. Para
0 exame cultural, é utilizada urina ndo centrifugada e é semeada por técnica de sementeira
de 4 quadrantes com uma ansa de 1 yL em 2 meios previamente identificados: gelose
columbia agar+5%sangue de carneiro (COS) e gelose Mac Conkey (MCK). Depois de
semeadas, as placas sao colocadas a 37°C por 24h em aerobiose.

Quando crescem bactérias de possivel interesse clinico (Figura 21) que nao estao
puras ou isoladas, realiza-se o re-isolamento em meios adequados. Por fim, quando se
justifica, a amostra segue para realizar a identificagdo (ID) e teste de suscetibilidade a
antibioticos (TSA).
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Figura 21 - Colénias de bactérias semeadas a partir de urina assética, em meio Mackonkey.
(A) Colonias mucoides gram negativas fermentadoras de lactose. (B) Colénias gram negativas em
forma estrelada e nado fermentadores de lactose. (C) Coldnias ndo mucoides gram negativas
fermentadoras de lactose

2. Sangue (hemocultura)

A hemocultura é o método de referéncia para confirmar uma infe¢cdo na corrente
sanguinea. Como o sangue é um produto estéril, guando um microrganismo (bactéria ou
fungo) é detetado, é de extrema relevancia conseguir identificar rapidamente o agente
etiolégico e a terapéutica adequada. A utilidade do exame cultural de uma hemocultura
dependera da sua colheita, pois quando a colheita ndo é colhida de acordo com as
exigéncias, o resultado pode ser falso (falso positivo ou negativo) (79):

= Condicoes estéreis adequadas do utente, do técnico que faz a colheita e do
frasco para onde se colhe.

= Volume de sangue necessario, respeitando a proporcdo meio
liquido/sangue (frasco de adulto — 10 mL maximo e frasco pediatrico — 2-5
mL maximo).

= Hora de colheita, que de preferéncia, deve ser antes do inicio de terapéutica
de antibiéticos e caso nao seja possivel, colher imediatamente antes da
préxima toma.

= Colheita em 2 ou 3 locais anatémicos diferentes e de preferéncia em horas
separadas, aumentado a probabilidade de detetar bacteremias menores.

Os frascos de hemoculturas devem ser entregues ao laboratorio num tempo inferior
a 2h apés a colheita. Depois, sé@o transportados para a seccdo de bacteriologia e sao
colocados no equipamento BACT/ALERT 3D durante um periodo padronizado de 5 dias.
Este equipamento deteta a presencga de microrganismos nas hemoculturas e caso ndo os
detete, passados os 5 dias, 0 equipamento transmite-0s como negativos. Caso se suspeite
de brucelose ou endocardite, o periodo no equipamento é de, respetivamente, 21 e 12 dias.
Quando, antes dos 5 dias, uma hemocultura € dada como positiva, as hemoculturas séo
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retiradas, semeadas em COS, MCK e gelose Chapman 2 (MAS2), e incubadas por
aproximadamente 24h a 37°C em aerobiose. Qualquer crescimento relevante deve ser
identificado e feito o TSA.

Ponta de cateter vascular

As contamina¢gbes das hemoculturas podem ser causadas pela entrada de
microrganismos nao patogénicos durante procedimentos cirlrgicos ou terapéuticas
endovenosas, como por exemplo por bactérias presentes na microbiota da pele, como
Staphylococcus coagulase negativos. Nestes casos, fazer uma sementeira a partir do
rolamento do cateter vascular pode auxiliar a diferenciar um verdadeiro agente patogénico
a causar infecdo de apenas um contaminante (79,80).

O método de Maki é adotado para semear o cateter em meio COS e, de seguida,
as placas sdo incubadas a 37°C por 24h. Dependendo das UFC/mL que crescem no meio
e do proprio resultado das hemoculturas a que o cateter vem associado, é necessario
interpretar se houve uma colonizacao do cateter e ndo uma infecéo, ou, se realmente existe

uma infecéo associada ao cateter e por isso prossegue-se com a identificacdo e TSA.

BACT/ALERT 3D

O BACT/ALERT, representado ha Figura 22, é um equipamento da bioMérieux, que
permite detetar a presenca de microrganismos nos frascos de hemocultura. Este
equipamento recebe os frascos e mantém-nos em agita¢ao constante e a uma temperatura
de 37 £ 2°C.

Principio Analitico: Os frascos de hemocultura possuem no seu fundo sensores
de emulsao liguida (LES) que mudam visivelmente de cor quando o pH do meio é alterado
devido ao aumento de CO; produzido pelos microrganismos. Quando mais CO- existe na
amostra, maior a diminuicdo do pH e alteracdo da cor do fundo do frasco e mais luz é
emitida ao fotodetetor.

O equipamento faz leituras que s&o constantemente comparadas as leituras iniciais
do sensor (consideradas zero). Quando ha uma taxa alta e ndo comum de producéo de
CO, ou uma producdo sustentada deste, a amostra € considerada positiva.
Contrariamente, se houver pouca ou nenhuma alteracéo da taxa de producéo deste gas, a

amostra é dada como negativa. (81)
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Figura 22 - Equipamento BACT/ALERT 3D, bioMérieux, automatizado para a detecédo de
microrganismos em frascos de hemocultura. Adaptado de bioMérieux, 2020 (82)

3. Aparelho respiratério superior

As vias respiratdrias superiores, que se difere das inferiores no ponto do epiglote,
tém uma microbiota natural, incluindo Staphylococcus epidermidis, S. aureus e bactérias
potencialmente patogénicas, como Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis e
Haemophilus influenzae.

A maioria das infecdes das vias superiores sdo causadas por virus e sdo
autolimitadas, pelo que é importante identificar o agente patogénico para que a terapéutica

usada seja adequada. (83)

3.1.Exsudado nasal

A colheita do exsudado nasal utiliza uma zaragatoa estéril que é inserida nas duas
cavidades nasais até se sentir resisténcia e rodado contra as laterais da parede nasal. Este
produto é usado como controlo epidemiolégico para a detecéo de portadores de MRSA (S.
aureus meticilina resistentes), em relagdo a Staphylococcus coagulase negativo (Figura
23).

Quando o crescimento € de valorizar, é de seguida feita a identificagcdo e TSA.
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Figura 23 - Meio solido MAS2. (A) Colénias brancas em meio rosa, sugestivo de
Staphylococcus coagulase negativo. (B) Colonias amarelas em meio amarelo sugestivo de S.
aureus

3.2. Exsudado faringeo

A colheita deste exsudado deve ser de preferéncia de manha, antes do consumo
de alimentos, de uso de desinfetantes locais e da toma de antimicrobianos de modo a
aumentar a probabilidade de detecdo da bactéria. O utente é informado destas exigéncias
e, durante a colheita, a zaragatoa estéril é introduzida até a faringe posterior, sem tocar na
lingua nem na mucosa bucal. A zaragatoa deve ser conservada a temperatura ambiente e
enviada ao laborat6rio assim que possivel em meio de transporte adequado.

Este teste tem como principal objetivo a pesquisa de Streptococcus pyogenes
(Streptococcus beta-hemoliticos do grupo A), um dos principais causadores de faringite
bacteriana, logo, o exsudado é semeado apenas no meio COS e a placa identificada é
incubada entre 24-48h em CO; a 37°C.

3.3.Exsudado auricular

O exsudado auricular é um produto utilizado para o diagnéstico de otite externa
aguda ou cronica e otite média. Enquanto que num caso de otite externa a amostra &
colhida com uma zaragatoa estéril, num caso de otite média pode ser necessario uma
timpanocentese. Na maioria dos casos, o tratamento € empirico n&o recorrendo a analise
laboratorial. (84)
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Exemplos dos principais causadores de otite externa séo P. aeruginosa, S. aureus,
S. pyogenes, entre outros. No que toca a otite média, alguns exemplos dos principais
agentes sdo S. pneumoniae, Moraxella catarrhalis, H. influenzae e S. pyogenes.

O exsudado auricular € semeado em COS e Gelose Chocolate PolyViteX (PVX) a
37°C por 24h em CO; e em MCK e MAS2 a 37°C por 24h em aerobiose. Dependendo do
local da colheita e do crescimento em si, € realizado a identificacéo e TSA.

4. Aparelho respiratorio inferior

O sistema respiratorio inferior comeca aproximadamente a seguir ao epiglote e, ao
contrario das infec6es do trato respiratério superior, sdo geralmente de origem bacteriana.
Como este trato ndo possui uma microbiota natural, estas infecdes sdo mais facilmente
associadas a casos mais graves. (85)

Os principais causadores de estas infe¢des incluem Pseudomonas spp., Klebsiella
pneumoniae, E. coli, S. aureus, S. pneumoniae, Streptococcus beta-hemolitico do grupo A,
H. influenzae e H. parainfluenzae. (86,87) As amostras mais frequentes para o estudo de
infecBes do trato respiratério inferior sdo:

= Expetoracdes

A fase pré-analitica da colheita da expetoracdo é muito importante e todos os
aspetos devem ser explicados ao utente. Resumidamente, a expetoracdo deve ser colhida
de manh@, em jejum e antes da toma de qualquer medicacao. O utente deve lavar as maos
e de lavar bem a boca com agua antes da colheita para retirar bactérias contaminantes.
Além disso, recordar o utente de tentar ndo tocar com a boca nem com as maos dentro do
frasco, no rebordo ou do interior da tampa. A tosse induzida deve ser profunda e deve-se

evitar recolher saliva. (88,89)

= Secrecdes brénquicas e os lavados bronco-alveolares
A sua colheita consiste em procedimentos mais invasivos e sao realizados por
profissionais especializados nos respetivos setores.
Estes 3 produtos sdo semeados por téchica de 4 quadrantes em COS e Gelose
Haemophilus 2 (HAE2) a 37°C em CO, e em MCK e MAS2 a 37°C em aerobiose. (Figura
24).
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Figura 24 - Visualizacdo de uma identificagcdo presuntiva de Haemophilus spp. pela
sementeira de expetoracdo em COS e HAE2 e incubacéo a 37°C em CO.. (A) Placa de meio COS
onde ndo houve crescimento. (B) Placa de meio HAE2 onde houve crescimento

Para a identificacdo de S. pneumoniae é possivel observar a sua caracteristica de
a-hemdlise, derivado da reducdo da hemoglobina em meta-hemoglobina, que causa uma

descoloracdo verde ou castanha do meio, como é observado na Figura 25.

Figura 25 - Visualizacdo de uma placa COS incubada a 37°C em CO.. Placa ndo pura com
presenca de colbénias de bactérias a-hemoliticas (exemplo dado pela seta preta). Caracteristica
comum de S. pneumoniae

5. Aparelho genital

O trato genital feminino € portador de microbiota natural, como Lactobacillus spp.
gue, no caso da vagina, contribuem para a manutencdo do pH &cido, evitando o
crescimento e estabelecimento de bactérias potencialmente patogénicas. Num caso de
vaginose bacteriana, existe um distarbio da flora vaginal, onde Lactobacillus spp.
diminuem, levando ao aumento de uma variedade de outras, como Gardnerella vaginalis e
Prevotella spp. Exemplos de bactérias possivelmente patogénicas incluem S. pyogenes,

Streptococcus agalactiae, Listeria monocytogenes, Clostridium perfringens, G. vaginalis,
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ou fungos como Candida spp., também presente na flora natural, mas que podem ter

crescimento ndo natural.

5.1.Exsudado uretral

Através deste exsudado € possivel investigar infecdes exdgenas, tanto de
bactérias, como ja referido, mas também de parasitas como Trichomonas vaginalis. As
bactérias pesquisadas como causadores de uretrite podem ser bactérias sexualmente
transmissiveis, como Neisseria gonorrhoease, mas também fungos como Candida spp.

Este produto é semeado nos meios:

= COS, HAE2 e Gelose de Chocolate PolyViteX VCAT3 (VCA3) 24h a 37°C
em COy;
= MCK e MAS2 24h a 37°C em aerobiose;
= Gelose Sabourad (SGC2) 24-48h a 37°C em aerobiose.
Dependendo do microrganismo que tenha crescimento, € realizada a sua

identificacdo e TSA.

5.2. Exsudado vaginal/anal

O Streptococcus do grupo B (S. agalactiae), apesar de poder pertencer a flora
vaginal da mulher, em caso de gravidez, esta bactéria pode ser transmitida ao recém-
nascido durante o parto, podendo causar septicemia e/ou meningite com altas taxas de
mortalidade associadas. Deste modo, a mée deve realizar este rastreio e, em caso positivo,
€ submetida a profilaxia antibi6tica intraparto ou outras medidas aplicadas pelo seu médico.

Para a realizacdo deste rastreio, o exsudado vaginal/retal é semeado por técnica
de 4 quadrantes em Gelose Granada (GRAN) até 48h a 37°C e em CO.. Neste meio, as
colénias de S. agalactiae, ao contrario de outras que possam crescer neste meio, séo cor-

de-laranja/salmao (Figura 26). (90)
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Figura 26 - Meio Granada, diferencial para S. agalactiae. (A) Coldnias laranja
caracteristicas de S. agalactiae. (B) Exemplos de col6nias ndo relevantes para a pesquisa de S.
agalactiae. Adaptado de bioMérieux, 2023 (91)

5.3.Exsudado vaginal

O exsudado vaginal tem como objetivo principal diagnosticar vaginoses
bacterianas, pesquisar microrganismos patogénicos e pesquisar a presenca de S.
agalactiae do grupo B em gravidas. O exsudado é usado para realizar um exame a fresco
e é observado ao microscopio, onde € possivel pesquisar a presenca do parasita T.
vaginalis, de leveduras, sendo a mais comum Candida spp., e ainda observar se ha
presenca de “clue cells”, que vao poder levantar suspeitas sobre a existéncia de vaginose
bacteriana. (92)

De seguida, 0 exsudado € semeado por técnica de 4 quadrantes em:

= COS e VCA3 por 24h a 37°C em COy;

=  GRAN por 24h a 37°C em CO; — se a utente estiver gravida;
=  MCK, MAS2 por 24h a 37°C em aerobiose;

= SGC2 por 24-48h a 37°C em aerobiose.

Dependendo do microrganismo, procede-se a identificacdo e TSA.

6. Exsudados purulentos

Os exsudados purulentos sé@o produtos cuja relevancia clinica vai depender do tipo
e local da infe¢do, de como é colhido e do proprio historial do utente. Estes sé@o colhidos
de formas diferentes, nos respetivos setores e 0 modo como cada uma é processada esta
detalhado de seguida.
e Zaragatoa (Superficial)
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A colheita com zaragatoa deve ser realizada ap6és uma correta descontaminacao
da superficie e deve-se procurar colher amostra mais profunda para evitar contaminagao.
Este produto € semeado por técnica de 4 quadrantes em meios COS, MCK e MAS2 a 37°C
em aerobiose por 24h. (84)

e Profundo (Aspiracdo)

Ao contrario da zaragatoa, a colheita por aspiracdo é realizada numa cavidade
profunda, idealmente estéril, pelo que qualquer crescimento deve ser valorizado. Este
produto € semeado em COS e PVX a 37°C em CO; entre 24 e 48h e em MCK e MAS2 a
37°C em aerobiose por 48h. Caso haja crescimento, realiza-se a identificacdo e o TSA.
(84)

e Biopsia

As biopsias devem ser obtidas de porcdes representativas do processo infecioso e
sdo transportadas num recipiente estéril com tampa rosca. A biépsia € semeada por inteiro
em meio liquido calso de coracgéo e cérebro (BHI), agitar no vortex e incubar durante 48h
em aerobiose.

No dia seguinte, o recipiente da biépsia em BHI é agitado novamente no vortex para
promover a saida do contetdo bacteriano de dentro para fora e, através da técnica de 4
guadrantes, a subcultura é semeado em COS e PVX em CO; de 24 a 48h a 37°C e em
MCK e MAS2 por 24h a 37°C em aerobiose. As colénias bacterianas isoladas que

crescerem, sao identificadas e é realizado o TSA.

7. Liquidos biologicos

Os liquidos biolégicos, ja referidos anteriormente, quando vao sofrer avaliacdo

microbioldgica sdo processados de forma diferente:
= Liguido pleural e liquido ascitico

Estes, dependendo da quantidade de produto, podem ser colocados em frasco de
hemocultura e incubados por 5 dias no Bact/ALERT ou ser colocados em meio liquido BHI
e incubados por 24h a 37°C em aerobiose.

No primeiro caso, se o liquido pleural positivar, este é depois semeado em COS e
HAE2 (24h, 37°C, CO,) e em MCK e MAS2 (24h, 37°C, aerobiose) e 0 mesmo é feito
passado as 24h em BHI. J& o liquido ascitico, se positivar, é depois semeado em COS e
PVX (24h, 37°C, CO,) e em MCK e MAS2 (24h, 37°C, aerobiose) e o0 mesmo é feito
passado as 24h em BHI.

» Liquido sinovial
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Ao contrario dos anteriores, este € semeado em meios solidos: COS e PVX a 37°C
24h em CO; e em MCK e MAS2 em 37°C, 24h em aerobiose.

Os liquidos biolégicos sédo produtos estéreis, logo é de valorizar qualquer
crescimento, prosseguindo com a identificacdo e TSA.

8. Rastreio EPC — exsudado anal

As EPC (Enterobacteriales produtoras de carbapenemases) constituem um
problema de saude publica que tem crescido ndo sé pela sua propagac¢édo como pela falta
de antibiéticos eficazes contra estas, pelo que o seu rastreio € de extrema importancia para
0 controlo destas infe¢Bes. As principais EPC pesquisadas sé@o E. coli, Klebsiella spp.,
Enterobacter spp., Serratia spp., e Citrobacter spp. (93,94)

O exsudado anal é o produto utilizado para este propésito e € semeado em gelose
CARBA SMART (CARB/OXA) onde o meio OXA é usado para detetar OXA-48 e o lado
CARB para detetar outras Enterobacteriaceae produtoras de Carbapenemase. E
necessario ter em atencdo de semear primeiro no meio CARB e depois no meio OXA e o

meio é incubado 24h, a 37°C em aerobiose.

9. Fezes

A flora microbiana intestinal é muito diversa, constituida principalmente por
Enterobacteriales e bactérias anaerbbias. As principais bactérias pesquisadas neste
produto sdo patogénicos, como Shigella spp., Salmonella spp., Campylobacter spp,
causadoras de infe¢des gastrointestinais.

As amostras de fezes sdo semeadas em meio liquido de selenite e gelose Hektoen
(HEKT), que é incubado a 37°C em aerobiose por 24h e em gelose Campylosel (CAM) até
72h a 42°C em CO,. Passadas 24h, o meio liquido é passado para meio HEKT que é depois
incubado nas mesmas condi¢des. Neste meio € de valorizar as colonias azuis/verdes com
centro negro ou nao, pois sdo produtoras de H-S (sulfeto de hidrogénio) (Figura 27). Este
produto & também semeado em CAM, seletivo para Campylobacter spp. e a presenca de
coldnias pequenas e esverdeadas pode ser indicativos da presenca desta bactéria. (95,96)

Quando este tipo de bactérias tem crescimento neste meio, € importante prosseguir

com identificacdo e TSA. Ja outros tipos de bactérias sdo desvalorizados.
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Figura 27 - Meios Hektoen, bioMérieux. (A) Bactérias azuis escuras sugestivas de
Salmonella spp. ou Shigella spp. (B) Colénias amarelas/rosa desvalorizadas na pesquisa de
bactérias nas fezes

Testes de identificacao presuntiva

1. Oxidase

O teste da Oxidase deteta a presenca da enzima citocromo oxidase da cadeia de
respiracdo aerdbia das bactérias. Ao teste sdo adicionadas umas coldnias de bactérias
isoladas e, num caso positivo, € produzido uma pigmentacdo azul/roxa, representado na
Figura 28. (97)

Este teste permite distinguir as Enterobacteriales, bactérias que contém a enzima,
sendo oxidase positivas, das outras bactérias oxidase negativas. A Enterobacterales mais

pesquisada pela sua relevancia clinica é Pseudomonas spp. (75)

Figura 28 - Teste Oxidase. (A) Resultado positivo com formacgéo de cor azul/roxa. (B)
Resultado negativo sem alteracéo de cor. Adaptado de Kaiser n.d. (98)
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2. Coagulase

No teste de coagulase sdo pesquisados 0s microrganismos que produzem
coagulase. Esta torna os microorganismos potencialmente patogénicos invasivos pois
permite-os persistir nos tecidos e protege-os de fagocitose. Este teste € utilizado para
diferenciar espécies de Staphylococcus spp., pois apenas S. aureus € coagulase positivo
(Figura 29.A). (75,99,100)

As coldnias séo adicionadas a um tubo com plasma de coelho em EDTA e este é
incubado em aerobiose a 37°C. Se houver formacdo de um codagulo, o resultado é dado
como positivo. Caso contrario, € colocado novamente a incubar e interpretado no dia
seguinte e se continuar, o resultado é negativo (Figura 29.B). De notar que devido ao
processo de fibrindlise, se o tubo for incubado por demasiado tempo, o coagulo pode ser

digerido e resultar num falso negativo. (101)

Figura 29 - Teste coagulase. (A) Resultado positivo, presenca de coagulo. (B) Resultado
negativo. Auséncia de coagulo. Adaptado de Sapkota, 2022 (102)

3. Optoquina

A optoquina &€ um antibittico derivado da quinina que € utilizado para a identificacéo
de S. pneumoniae devido a sua sensibilidade a esta (Figura 30.B). As restantes espécies
de Streptococcus spp. a-hemoliticos séo resistentes a esta (Figura 30.A). Neste teste, os
discos de papel impregnados com optoquina sdo aplicados diretamente em placas
semeadas a partir de coldnias isoladas. Depois, a placa é incubada a 37°C durante
aproximadamente 24h em CO,. Passado esse tempo, é realizada a leitura e interpretacéo
e, se existir um halo de inibicdo = 19 mm, o teste é dado como positivo. Caso nédo exista
um halo de inibicdo e exista crescimento bacteriano em toda a placa, o teste é negativo.
(75,101,103)
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Figura 30 - Teste de Optoquina. (A) Resultado negativo, auséncia de halo de inibic&do. (B)
Resultado positivo, presenca de halo de inibicdo. Adaptado de Talip Al-mohanna, 2006 (104)

Testes imunocromatograficos de identificacao

O principio dos testes imunocromatograficos para a detecéo de Legionella spp., S.
pneumoniae e Campylobacter spp. sdo semelhantes entre si a excecdo do teste de
Clostridium difficile.

Principio dos testes: Na membrana do teste estdo adsorvidos anticorpos anti-
bactéria testada, conjugados com particulas visualizadoras na zona de teste e foram
também adsorvidos anticorpos para a zona de controlo. O teste pode ser interpretado apés
passar o tempo indicado, neste caso, 15 minutos.

Interpretacdo: Num caso positivo, 0s antigénios presentes na amostra irdo formar
um complexo anticorpo-antigénio, formando 2 bandas coloridas: uma na zona de teste e
uma na zona controlo. Num resultado negativo, apenas aparecerd uma banda na zona de
controlo. Caso na zona de controlo ndo exista uma banda colorida, o teste é considerado
invalido.

e Legionella spp.

A legionelose é um tipo de pneumonia grave causada pela bactéria do género
Legionella, sendo que a maioria das infe¢des sdo causadas por L. pneumophila. Este teste
imunocromatografico permite detetar a presenca de um antigénio especifico de L.

pneumophila do serogrupo 1 solGvel na urina de utentes infetados. (105)
e S.pneumoniae
Este teste imunocromatogréfico permite a detecdo de antigénios de S. pneumoniae
em amostras de urina. Este microrganismo é o principal causador de pneumonia adquirida
em comunidade. (106,107)

e Campylobacter spp.
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Este teste imunocromatogréfico permite a detecdo de antigénios de Campylobacter
spp. em amostras de fezes. A espécie de Campylobacter que mais infeta o humano é C.
jejuni e C. coli. (108,109)

e C. difficile

C. difficile € uma bactéria anaerdbia que atua como um patogénico oportunista e a
doenca é causada por duas toxinas (Toxina A e B). As estirpes podem ser produtoras das
duas Toxinas ou apenas de uma delas. A GDH (Glutamato Desidrogenase) € um marcador
da proliferacéo de C. difficile pois esta enzima é produzida pelas colénias. (110)

Este teste imunocromatografico tem um principio semelhante aos anteriores, mas
contem 3 zonas de teste para a pesquisa de GDH, Toxina A e Toxina B em amostras de
fezes. Em casos positivos, formam-se pelos menos duas bandas coloridas, em pelo menos
uma zona de teste e uma no controlo. Um teste apenas é valido quando existe uma banda

colorida na zona controlo e caso contrario, o teste é invalido. (111,112)

Testes de suscetibilidade a antibidticos

1. ATB™ HAEMO

Como o equipamento utilizado nao realiza antibiogramas para Haemophilus spp. e
Moxarella spp, quando uma bactéria é identificada como uma destas, € realizado este
antibiograma manual. Primeiro, as colonias isoladas recentemente da bactéria sao
inoculadas numa solucdo de NaCl até uma turvacdo especifica na escala de McFarland.
Depois, parte desta suspensao € colocada numa ampola de ATB S Medium disponibilizada,
homogeneizada e inoculada nas cupulas da galeria.

O ATB™ HAEMO consiste numa galeria de 16 pares de cupulas, onde sio testadas
duas concentracdes de uma vasta gama de antibioticos (c e C) e, dependendo do seu
resultado, esse antibiético é dado como Sensivel (S) ou Resistente (R). O termo (1) significa
suscetivel com aumento de exposi¢ao (dose aumentada ou maior nimero de doses ou via

de administracéo). (113)

2. E-Teste

O E-teste consiste em tiras de gradiente de Concentracdo Minima Inibitoria (CMI)

numa escala de diluigbes de antibidticos usadas para complementar os testes
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automatizados de suscetibilidade a antibiéticos. O Etest Ceftazidime/Avibactam determina
a suscetibilidade de espécies de Enterobacteriales, Pseudomonas spp., Staphylococcus
spp. e Enterococcus spp. e é utlizado pois demonstrou ser ativo contra estes
microorganismaos in vitro.

Para a realizagcdo deste teste, primeiro é criado um in6culo com uma turvacdo da
escala de McFarland especifica e, com uma zaragatoa estéril, € semeado numa placa de
Gelose de Muller Hinton E (MHE). De seguida, a tira de teste € aplicada com extremo
cuidado (colocar a tira virada para cima e aplicar de uma s6 vez sem arrastar a tira pela
placa). Por fim, procede-se a leitura da placa, onde, apds a incubacao, aparecera uma
elipse de inibicdo de crescimento bacteriano, como representado na Figura 31. Onde a
elipse termina corresponde ao valor de CMI. (114)

Figura 31 - Imagem representativa de um halo de inibicdo de um E-Teste. Adaptado de
bioMérieux, 2023 (115)

3. O.K.N.V.I. RESIST-5

Este teste imunocromatogréafico é utilizado para detetar a presenca de bactérias
produtoras de carbapenemases e 0s seus padrdes de resisténcia, que representam uma
preocupacao ao nivel da saude publica. Neste teste séo testados 5 carbapenemases: KPC,
NDM e OXA-48 no card 1 e VIM e IMP no card 2, ambos com uma linha destinada ao
controlo onde esta um reagente de captura.

O principio deste teste é semelhante aos anteriormente mencionados. Depois de
homogeneizar umas coldnias da bactéria pura com o tampao fornecido, a amostra diluida
€ adicionada ao pogo “sample”. A forma de leitura também é semelhante aos anteriores,
mas, havendo varias zonas de teste, um resultado positivo pode apresentar uma ou mais

bandas coloridas. (94)
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Exame parasitologico

O teste parasitologico é realizado com amostras de fezes frescas e refrigeradas que
devem ser colhidas em 3 dias consecutivos devido ao periodo negativo de eliminacdo
parasitologica. Para a realizac@o deste teste, é usado 3 zonas diferentes da amostra e sao
adicionados uma solugéo de formol e 0 acetato de etilo para separacgéo e coloracéo. Depois
a amostra é filtrada por um filtro num segundo tubo e por centrifugacdo. O sobrenadante,
gue contem apenas material organico fecal, é descartado, ficando apenas com o
sedimento, que terd o material de interesse clinico. Por fim, este é re-suspendido e

observado entre lamina e lamela a microscépio 6tico. (116)

Automatizacéao

1. VITEK 2 XL

O VITEK2 XL (Figura 32) € um equipamento automatizado que realiza a
identificacdo microbiana (ID) e o teste de suscetibilidade a antibidticos (TSA) de

organismos isolados que cresceram nos meios semeados.

Figura 32 - Equipamento VITEK2 XL, BioMérieux, automatizado para a identificacao
microbiana e teste de suscetibilidade a antimicrobianos. Adaptado de bioMérieux, 2024 (117)

Enquanto que as cartas de ID contém micropogos com reagentes bioquimicos
desidratados, as cartas de TSA contém antimicrobianos desidratados. As reacfes nos
micropocos irdo formar um dado padréo, que, comparado com padrbes-teste
caracteristicos, dara a identidade de uma dada estirpe de microrganismo associado a uma

percentagem de probabilidade (ID) ou a suscetibilidade que esta apresenta a cada
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antimicrobiano testado bem como a indicacdo da existéncia ou auséncia de resisténcias
(TSA). (118,119)
As cartas ID utilizadas séo:
= GN ID - Bactérias gram-negativas fermentadores e ndo fermentadores;
= GP ID - Bactérias gram-positivas;
= YST ID — Leveduras e organismos semelhantes;
= NH ID — Neisseria spp., Haemophillus spp. e outras bactérias fastidiosas.
As cartas de TSA utilizadas séo:
= AST-N355 - Bactérias gram-negativas fermentadores e ndo fermentadores;
= AST-N427 — Bactérias gram-negativas ndo fermentadoras (Pseudomonas
spp.);
= AST-P648 — Bactérias gram-positivas (Staphylococcus spp.);
= AST-P586 — Bactérias gram-positivas (Enterococcus spp.)
= AST-STO03 — Streptococcus spp.

= AST-YS08 - Leveduras e organismos semelhantes.

O VITEK DENSICHEK € um equipamento que auxilia na preparacédo de um inéculo
com uma escala de turbidez especifica e que é necessario para que o VITEK 2 XL consiga
realizar a ID e TSA. (120) O software associado ao VITEK2 |é a placa inicial com
identificacdo do utente bem como as cartas de ID e TSA utilizadas, organizando toda a

informacéo e disponibilizando os resultados depois de estarem concluidos. (121)

2. GeneXpert®

O GeneXpert, da Cepheid é um equipamento de biologia molecular que utiliza a
técnica de Reverse Transcription Polymerase Chain Reation (RT-PCR) e PCR a tempo real
para quantificar o RNA viral presente na amostra. (122) O modo e principio de
funcionamento deste equipamento foi estudado superficialmente devido ao tempo de
contacto reduzido.

Neste laboratorio, este equipamento € utilizado para diagnésticos de doencas virais
respiratdrias, nomeadamente Covid-19 (SARS-CoV-2), Gripe A (Influenza A), Gripe B
(Influenza B) e Virus Sincicial Respiratorio (RSV). Os 3 principais testes realizados sao:

= Xpert® Xpress SARS-CoV-2/FIu/RSV (123)
= Xpert® Xpress CoV-2 plus (124)
= Xpert® Xpress FIuU/RSV (125)
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A amostra normalmente utilizada é um exsudado nasofaringeo ou nasal colocado
num tubo contendo meio de transporte viral. Esta é adicionada a um cartucho especifico
gue contem os reagentes necessario e onde vai ocorrer o processo de PCR para cada
teste. Este € carregado no equipamento, que processa a amostra automaticamente.

9. Controlo de qualidade externo

A avaliagdo externa de qualidade é um ponto essencial num contexto laboratorial
para a avaliagdo do desempenho analitico de um laboratério através da comparacao entre
pares, mas também para a detecdo de erros sistematicos. O objetivo € garantir a
comparabilidade, repetibilidade e uniformidade interlaboratorial dos resultados. O
laboratério avaliado recebe uma amostra liofiizada e um conjunto de instrucdes de
processamento e, depois de processadas, os resultados sédo devolvidos ao organizador
que realizara uma analise estatistica. (126)

Este laboratério participa na Avaliacdo Externa de Qualidade pelo Instituto Nacional
de Saulde Doutor Ricardo Jorge (INSA) que coordena o Programa Nacional de Avaliacao
Externa de Qualidade Laboratorial (PNAEQ) e ainda na RANDOX International Quality
Assessment (RIQAS), coordenado pela RANDOX. Apenas a microbiologia € ainda avaliada
pela UK NEQAS (United Kingdom National External Quality Assesment Scheme). Os

parametros avaliados e a periodicidade de cada um estd listado na Tabela 32.

Tabela 32 — Paradmetros de cada seccdo avaliados pelo controlo de qualidade externa
realizados pelo INSA, RANDOX e UK NEQAS e respetiva periodicidade

Seccio PNAEQ RIQAS UK
& (INSA) (RANDOX) = NEQAS
Hemograma 4x [ ano 12x/ ano -
Provas d? 8x /ano 12x/ano -
Hematologia Coggulagao
Reticuldcitos 2x [ ano -
VS 4x [ ano - -
Morfologia 3x /ano -
. - Parametros de rotina 6x / ano 12x / ano -
Quimica Clinica T
Urina tipo Il 3x /ano - -
Crescimento em
meios de cultura em
. . . ) - - 12x / ano
Microbiologia placa;
Identificacdo e TSA
Parasitologia 3x /ano - -
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10. Conclusao

Atualmente, as andlises clinicas assumem um papel crescente nos cuidados de
saude, sendo fundamentais para o diagndstico e tratamento de patologias e monitorizacao
de utentes. Durante o periodo do meu estagio curricular, pude acompanhar, praticar e
aprender sobre as areas incluidas nas andlises clinicas, como hematologia, quimica
clinica, imunologia, alergologia e autoimunidade e microbiologia. A experiéncia
proporcionada permitiu ndo apenas a consolidacdo tedrica, mas também a aplicacdo
pratica laboratorial e de tudo o que esta envolve, desde 0s equipamentos e as suas
manutengdes, controlos internos e externos, manuseamento de amostras, realizagéo de
testes e outros procedimentos. A conjugacéao entre teoria e pratica, aliada a supervisao dos
meus orientadores, foi essencial para o aperfeicoamento do meu conhecimento e para a

minha formacéao.
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(HAE2)
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PolyViteX (PVX)

Gelose de
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PolyViteX VCAT3
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Peptonas, violeta de
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extrato de leveduras,
lactose, D-Manitol,
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acida

Meio de enriguecimento n&o seletivo
utilizado para o isolamento de
bactérias fastidiosas ou ndo, bem
como para a detecdo de hemolise
Meio seletivo para o isolamento de
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fermentadores de lactose e ndo
fermentadores de lactose. Inibidor
do crescimento de Gram Positivos.
Meio seletivo para o isolamento de
Staphylococcus spp. e diferencial
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Meio seletivo para o isolamento de
Haemophilus spp.
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para isolamento de Neisseria spp.,
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Streptococcus pneumoniae

Meio seletivo para o isolamento de
Neisseria gonorrhoeae e de
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Meio seletivo para o isolamento de
Salmonella spp. e Shigella spp.
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Gelose CARBA
SMART
(CARB/OXA)

Gelose Granada
(GRAN)

Gelose de Muller
Hinton E (MHE)

Caldo de coracédo e
cérebro (BHI)
Meio Liquido

Caldo Selenito
Meio Liquido

Gelose Campylosel
(CAM)

Gelose de Muller
Hinton 2 agar + 5%
sangue de carneiro

Gelose Sabourad
(SGC2)

Peptonas, mistura de

substratos cromogénicos,

mistura de antibiéticos
seletivos para CARB ou
para OXA-48

Peptonas, piruvato e
glucose

Peptona de caseina,
extrato de carne

Nutrientes, glicose,
peptonas, vitaminas,
cloreto de sodio

Peptonas, lactose,
biosselenito de sédio

Sangue de carneiro e
mistura de antibiéticos

Sangue de carneiro,
peptona de caseina e
extrato de carne

Peptonas, glucose,
gentamicina e gelose
ligeiramente acida

Meio seletivo para o isolamento de
Enterobacterales produtoras de
Carbapenemases

Meio seletivo para o isolamento e
identificacdo de Streptococcus grupo
B (Streptococcus agalactiae)
Meio néo seletivo utilizado para o
estudo manual de sensibilidade a
antibidticos em bactéricas
previamente isoladas
Meio de enriguecimento n&o seletivo
utilizado para o crescimento de
bactérias existentes atraves da
riqueza nutritiva do meio
Meio de enriquecimento usado para
o isolamento e crescimento de
Salmonella spp. e Shigella spp. e
téxico para outras Enterobacterales
Meio seletivo para o isolamento de
Campylobacter spp.

Meio néo seletivo utilizado para o
estudo manual de sensibilidade a
antibioticos para pneumococus e
outros Streptococcus spp. ja
isolados
Meio seletivo para o isolamento de
fungos e leveduras.
Pesquisa de Candida albicans
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