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Apresentação

A atual diretoria da Sociedade Brasileira de Patologia Clínica/Medicina 
Laboratorial (SBPC/ML) sente-se honrada em dar continuidade à publicação de 
recomendações e diretrizes técnicas visando a difundir as boas práticas em labo-
ratórios clínicos, bem como a contribuir para o processo de educação continuada 
dos profissionais que trabalham nesse setor da assistência à saúde.

Esta obra, dedicada a abordar fatores pré-analíticos e interferentes em exames 
laboratoriais, mostra-se muito oportuna, visto que a fase pré-analítica ainda com-
preende a que revela maior vulnerabilidade entre todas as demais que reúnem os 
processos laboratoriais, merecendo especial e permanente atenção.

Como novidade, esta publicação foi enriquecida com a inclusão de casos clíni-
cos com comentários e temas relacionados a decisivas contribuições da área labo-
ratorial, como a utilização da troponina e a definição de diagnósticos de doenças 
hematológicas.

Deixo aqui registrado o meu agradecimento aos autores que, gentilmente, con-
cordaram em participar desse projeto, em especial ao Dr. Nairo Sumita, diretor 
científico da SBPC/ML e incansável organizador que tem nos proporcionado essas 
importantes realizações.

Fica também registrado o meu igual agradecimento às empresas que contribuí-
ram com a SBPC/ML, tornando possível a concretização deste projeto: ABBOTT, BD, 
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Wilson Shcolnik
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1 Gestão da qualidade como ferramenta para minimizar 
os erros pré-analíticos

INTRODUÇÃO  
Por definição, “qualidade” é a capacidade de atender às necessidades e expectativas 
do cliente. Para que um produto tenha essa característica, precisa ser produzido de 
maneira adequada, dentro de determinado padrão que atenda a essas necessidades 
e expectativas; para que isso se dê, quem o produziu precisa ter implantado um 
sistema de gestão da qualidade.

A medicina laboratorial pode ser considerada o setor pioneiro, na área de saúde, 
a introduzir e promover os conceitos da qualidade. Quando se leva esse conceito 
para a área do laboratório clínico, pode-se dizer que a gestão da qualidade em 
laboratórios funciona como um diferencial competitivo, por demonstrar um con-
trole efetivo dos processos e de sua rastreabilidade em todos os procedimentos. 
A gestão da qualidade resulta em um aumento da produtividade, já que passa a 
otimizar melhor o tempo, a partir da utilização de procedimentos padronizados. 
É importante ressaltar que a implementação de Programas de Certificação e de 
Acreditação da Qualidade aumenta a adesão ao controle de processos e pessoas,  
de modo a reduzir riscos e falhas que possam comprometer a qualidade do serviço 
e afetar a segurança dos pacientes.

A gestão da qualidade deve seguir políticas, prevendo nestas treinamentos com 
foco na correta identificação do paciente e da amostra. Deve-se priorizar mecanis-
mos informatizados que impeçam trocas de amostras.

Todas as etapas devem ser monitoradas por um sistema de indicadores, de ma-
neira a registrar eventuais desvios e poder atuar para garantir eventuais melhorias.

Como é sabido, resultados de laboratórios são muito importantes para as de-
cisões médicas. Estima-se que aproximadamente 70% de todos os diagnósticos 
são feitos com base nos testes laboratoriais, cujos resultados são responsáveis por 
afetar a maioria das decisões quanto à admissão, à alta hospitalar e ao regime tera-
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pêutico dos pacientes. Por esses motivos, é imprescindível que médicos e pacien-
tes tenham confiança nos laudos fornecidos pelos laboratórios clínicos. A fase do 
laboratório conhecida como pré-analítica é apontada como a grande responsável 
pelos erros laboratoriais, em razão da grande evolução e automatização das fa-
ses analíticas e pós-analíticas, com significativa diminuição do número de erros.  
A fase pré-analítica é bem mais difícil de controlar, pois algumas etapas, como o 
preparo do paciente, fogem do controle direto do laboratório. Para evitar esses pro-
blemas, é preciso se cercar de procedimentos e controles bem definidos, que visem 
a aumentar a segurança e a confiabilidade dessa fase. A educação continuada dos 
profissionais que realizam a coleta e manipulam as amostras também se mostra 
extremamente importante. 

Os problemas pré-analíticos podem estar relacionados à elevada rotatividade de 
pessoal, à negligência, à falta de entendimento sobre boas práticas em laboratório 
e ao treinamento insuficiente.

Resultados laboratoriais equivocados provocam condutas médicas errôneas, 
que podem ser catastróficas aos pacientes, colaborando para a insegurança no sis-
tema de saúde. 

DEFINIÇÃO DE ERROS PRÉ-ANALÍTICOS  
Segundo a ABNT AMN ISO/TS 22367:2009:

erro de laboratório é a falha de uma ação planejada que não se completou como foi 
proposta, ou o uso de um plano incorreto para alcançar uma meta, que pode ocorrer em 
qualquer parte do ciclo de laboratório (desde o pedido da análise até o laudo de resulta-
dos e sua interpretação e a reação aos erros).1

 
Na Tabela 1, demonstra-se a frequência de erros na fase pré-analítica em labo-

ratórios clínicos. 

TABELA 1 Frequência de erros na fase pré-analítica em laboratórios clínicos

Frequência (%)

Ano 1997 2007

Coleta da amostra inadequada 2,1 0,6

Interpretação incorreta da solicitação médica 3,2 3,8

Perda da solicitação médica 18,1 1,9

Erro na identificação do paciente 2,6 8,8

Coleta em tubo inadequado 2,6 8,1

(c0ntinua)
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TABELA 1 Frequência de erros na fase pré-analítica em laboratórios clínicos 
(c0ntinuação)

Frequência (%)

Ano 1997 2007

Amostra coletada em membro com rota de  

infusão intravenosa

20,6 1,9

Tubo vazio - 6,9

Ausência da entrada da solicitação médica no  

sistema de informática

- 2,5

Incorreta proporção entre sangue e anticoagulante - 13,1

Amostra sem refrigeração - 1,9

Perda do tubo - 3,1

Total 49,2 52,6

Fonte: Adaptada de Guimarães et al., 2011.2

O erro pré-analítico é aquele que ocorre em uma das etapas descritas a seguir.

Indicação pré-teste   
A possibilidade de os erros ocorrerem tem início no momento da solicitação do 
exame pelo médico, que deve ser instruído com relação à solicitação de exames, já 
que pedidos desnecessários podem ocasionar conclusões errôneas, condutas des-
necessárias e elevação de custos no sistema de saúde. São exemplos de solicitações 
desnecessárias:

• Antígeno prostático específico (PSA) em mulheres;
• CK-MB para diagnóstico de infarto na ausência da troponina;
• Screening de marcadores tumorais.

Deve-se priorizar o uso racional de exames, evitando a solicitação de alguns que 
não agregarão valor ao paciente, sem deixar de pedir aqueles que, por protocolos 
clínicos, são essenciais. Também é da responsabilidade do médico patologista clí-
nico assessorar os médicos a interpretar corretamente os resultados dos exames.

Para destacar a importância do uso consciente dos exames laboratoriais, a So-
ciedade Brasileira de Patologia Clínica (SBPC) participa do projeto colaborativo 
Choosing Wisely Brasil, criado em 2015, a partir da iniciativa Choosing Wisely, 
lançada em 2011 pela Fundação American Board of Internal Medicine (ABIM), 
nos Estados Unidos.
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Nessa primeira etapa, foi elaborada uma lista de recomendações com cinco itens –  
também chamadas Top Five –, que pode ser acessada em: <http://www.sbpc.org.br/
noticias-e-comunicacao/sbpcml-participa-do-choosing-wisely-brasil/>.

Pedido médico  
A dificuldade de interpretar a lista de exames solicitados, pela caligrafia do médico, 
pode provocar interpretações errôneas e lançamentos de exames incorretos, retar-
dando o cuidado do paciente. A falha poderá somente ser percebida no momento 
de retorno do paciente ao médico com os resultados.

Atualmente, muitos serviços já implementaram prontuários eletrônicos, situação 
em que o contato com o médico para elucidar dúvidas quanto às solicitações é bem 
mais fácil. O médico solicitante deve ser responsável pelas instruções ao paciente 
quanto às condições requeridas para a realização do exame. Ele deve informar a 
paciente quanto à necessidade de realizar jejum, interromper o uso de alguma me-
dicação, fazer uma dieta específica ou, ainda, se pode realizar ou não uma atividade 
física antes da coleta dos exames. De qualquer maneira, os pacientes continuarão 
ligando aos laboratórios para receber informações sobre o melhor horário de coleta 
ou a necessidade de frascos adequados para a coleta de amostras em sua casa.

Dieta  
A partir de recentes publicações que questionam a necessidade de jejum para a  
realização dos exames, principalmente aqueles que determinam os níveis de lipí-
dios no sangue, como o Fasting is not routinely required for determination of a lipid 
profile: clinical and laboratory implications including flagging at desirable concen-
tration cut-points – a joint consensus statement from the European Atherosclerosis 
Society and European Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine,3 
tem havido uma verdadeira revolução no conceito da necessidade ou não de jejum 
para coleta dos exames laboratoriais. Esse trabalho sugere que cada país deve ado-
tar estratégias para implementar o uso rotineiro do não jejum e deve sinalizar va-
lores anormais com base em pontos de corte de concentração desejável em vez de 
usar intervalos de referência. Vários serviços, inclusive no Brasil, já adotaram essa 
prática, o que facilitou muito a coleta de exames de pacientes diabéticos, crianças 
ou idosos, em horários mais flexíveis.

É importante citar que a informação sobre a dieta do paciente pode fazer toda a 
diferença para evitar julgamentos errôneos com relação aos resultados de labora-
tório (p. ex., as amostra de pacientes que consumirem muito leite integral podem 
ser lipêmicas, em razão do excesso de gordura, capaz de se mostrar como um inter-
ferente para determinadas reações). Ácido úrico elevado, acidose sem explicação 
ou elevação de lactato podem estar relacionados à ingestão excessiva de álcool às 

http://www.sbpc.org.br/noticias-e-comunicacao/sbpcml-participa-do-choosing-wisely-brasil/
http://www.sbpc.org.br/noticias-e-comunicacao/sbpcml-participa-do-choosing-wisely-brasil/
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vésperas da coleta. Se as informações sobre a dieta não forem transparentes, o mé-
dico poderá investigar problemas que não existem.

Nordestgaard e colaboradores3 descreveram a variação dos níveis lipídicos em 
uma população canadense (Figura 1).

Dependendo do tempo decorrido desde a ingestão até a quantidade de bebida 
consumida, a ingestão de bebidas alcoólicas pode alterar vários resultados de exa-
mes. Existem variações mais nítidas quando do uso crônico de bebidas alcoólicas, 
como elevação na gama GT e transaminases, e outras mais características, quando 
agudo. Em um período de 2 a 4 horas após a sua ingestão, pode haver redução de 
glicemia e aumento de lactato e ácido úrico.

FIGURA 1 Variação dos níveis lipídicos em uma população canadense.
Fonte: adaptada de Nordestgaard et al., 2016.3
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Drogas de abuso  
A morfina, por exemplo, pode causar espasmos no esfíncter de Oddi, elevação do 
nível das enzimas pancreáticas (amilase e lípase) e redução da insulina e da nora-
drenalina. Já a maconha pode aumentar os níveis de sódio, potássio, ureia e cloro, 
bem como reduzir a glicose e o ácido úrico.

Influência do ritmo biológico  
A concentração plasmática de várias substâncias flutua durante o dia, por varia-
ções cíclicas (diárias, sazonais ou biológicas) e lineares (idade).

Cadastro  
A identificação do paciente, com a inclusão de dados demográficos, informações 
sobre uso de medicamentos, peso e altura, data da última menstruação (quando 
aplicável) e tempo de jejum, deve ser corretamente registrada, sendo fundamental 
na hora da análise da consistência dos resultados dos exames.

Identificação do paciente e de suas amostras  
Fundamental atenção deve ser dispensada durante a identificação do paciente. Ao 
entrar no posto de coleta, o profissional deverá checar a identificação do paciente 
versus o pedido médico e etiquetas de seus tubos. Já existem dispositivos móveis 
(PALM) com aplicativos passíveis de utilização no momento da coleta, possibili-
tando a migração das informações do paciente diretamente ao sistema de infor-
mática laboratorial. Com eles, é possível extrair rapidamente estatísticas de pro-
dutividade por colhedor e sobre o tempo gasto desde o acionamento do colhedor 
até a confirmação de coleta, entre outras informações. Deve-se lembrar sempre da 
importância de utilizar dois identificadores para todas as etapas de identificação, 
como nome completo e número de prontuário.

Sequência de tubos   
O flebotomista precisa observar a sequência correta dos tubos que serão utiliza-
dos, verificar o volume de sangue apropriado para cada tubo e realizar a correta 
homogeneização dos tubos, pois compreendem fatores determinantes na obten-
ção de amostras adequadas para a realização de exames. Conforme a norma do 
Manual Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), o flebotomista deve 
observar, ainda, a correta técnica de utilização do torniquete e da venopunção, 
pois esses procedimentos podem interferir nos resultados de alguns parâmetros 
analíticos. Caso não se siga a ordem de coleta dos tubos com critério, podem 
ocorrer variações de resultados, muitas vezes difíceis de detectar. Por exemplo, 
coletar amostra em um tubo que contenha heparina antes de coletar no tubo que 
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contém citrato de sódio pode levar a heparina para dentro do tubo de citrato e 
causar resultados errôneos em exames de coagulação; e efetuar coleta no tubo 
de EDTA k3 antes do tubo seco pode causar elevação nos níveis de potássio. Se-
gundo a Norma H3-A6 do CLSI, a ordem dos tubos deve considerar a sequência 
descrita na Figura 2.

FIGURA 2 Sequência dos tubos para coleta de sangue conforme Clinical Laboratory 
Standards Institute (CLSI).
EDTA: ácido etilenodiamino tetra-acético.

Frasco de 
hemocultura

Tubo com 
citrato

Tubo com 
ativador de 

coágulo (com 
ou sem gel)

Tubo de 
heparina

Tubo de 
EDTA

Tubo de 
fluoreto 
(EDTA)

Torniquete   
É utilizado para facilitar a visualização da veia apropriada. Porém, se não forem 
respeitadas as orientações quanto ao tempo de garroteamento, poderá haver inter-
ferência em analitos, como potássio, hematócrito ou quaisquer outros influencia-
dos pela hemoconcentração.

Hemólise  
Mesmo que discreta, a hemólise tem alto impacto em alguns analitos, como a tro-
ponina. Entretanto, quando a intensidade da hemólise é maior, pode haver aumen-
to de algumas enzimas, como aldolase, fosfatase alcalina, lactato desidrogenase 
(DHL), aspartato transaminase (AST), potássio, magnésio e outras, causando a 
rejeição da amostra. Se o fato não for percebido durante a análise, o laboratório 
poderá liberar resultados com grandes alterações, que não refletem o quadro do 
paciente. Modernas linhas de automação pré-analítica dispõem de módulos capa-
zes de detectar hemólise e lipemia nas amostras, antes de serem passadas para os 
módulos analíticos.

Os fatores que aumentam o risco de hemólise incluem:

• Usar agulha de calibre muito pequeno (23 ou menos) ou muito grande para  
o vaso;

• Pressionar o êmbolo da seringa para forçar a entrada de sangue em um tubo, 
aumentando, assim, o cisalhamento dos glóbulos vermelhos;

• Coletar espécimes sanguíneos de um cateter intravenoso (IV) ou uma linha 
central;
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• Encher um tubo de maneira insuficiente, de tal modo que a razão anticoagulan-
te/sangue seja maior que 1:9;

• Reutilizar tubos que foram preenchidos à mão com quantidades impróprias de 
anticoagulantes;

• Agitar um tubo de maneira excessivamente vigorosa;
• Não esperar que o álcool ou desinfetante seque na pele;
• Usar tubo grande demais para coleta a vácuo (p. ex., tubo de adulto para um 

paciente pediátrico).

É importante lembrar que, em determinadas patologias, a amostra poderá es-
tar com hemólise, em virtude de doença hemolítica. Nesses casos, o laboratório 
pode optar por liberar os resultados com a informação sobre a presença da he-
mólise, para que o médico solicitante tenha ciência e interprete corretamente os 
resultados.

Lipemia   
Ensaios turbidimétricos ou colorimétricos podem sofrer interferência da lipemia 
(consequência de hipertrigliceridemia ou do aumento de quilomícrons). Caso o 
serviço opte por liberar esses resultados, a alteração deve ser sinalizada no laudo, 
para que o médico solicitante tome conhecimento.

Local da punção  
No caso de coleta de gasometrias venosas, quando puncionadas do dorso da mão, 
pode-se obter amostra mista, elevando-se os parâmetros de PO2 e a saturação de 
hemoglobina.

Veias antecubitais  
São as escolhidas preferencialmente em ambulatórios. Porém, em pacientes inter-
nados, com restrição de acessos, a enfermagem pode coletar de cateteres centrais, 
fato que pode colaborar para a contaminação de amostras com soluções de infusão. 
Essa é uma das causas mais comuns de rejeição de amostras provenientes de uni-
dades hospitalares. Para que não haja tal problema, as instruções de coleta devem 
ser seguidas à risca.

Amostras coletadas após procedimentos com contraste  
ou dessensibilização para contraste   
Sempre que houver opção, o paciente deve ser orientado a não realizar coletas 
para exames em situações diferentes daquelas do dia a dia. Coletas realizadas após 
contraste para exames de imagem, como os de ressonância, apresentam redução 
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acentuada dos níveis de cálcio. Já coletas feitas depois da administração de glico-
corticoides, para dessensibilização do paciente, podem apresentar inúmeras altera-
ções, como aumento significativo de glicemia.

Amostras coaguladas ou com presença de microcoágulos  
Amostras coaguladas inviabilizam a realização de exames como hemograma, amô-
nia, tempo de protrombina, fibrinogênio, entre outros. Problemas provenientes de 
microcoágulos também podem prejudicar alguns tipos de equipamentos, causan-
do entupimento, como é o caso de aparelhos de gasometria e contadores de células, 
sendo capazes de induzir a erros de medidas.

Aliquotagem  
Tanto a identificação da amostra como a coleta devem ser acompanhadas de um 
cuidado ainda maior em sua aliquotagem. Trata-se de uma etapa em que podem 
ocorrer muitos erros, devendo ser evitada a todo o custo. Trabalhar com o tubo 
primário é sempre mais seguro.

Atividade física  
Pode ter efeito transitório em alguns componentes sanguíneos, pela mobilização 
da água ou pelas variações das necessidades energéticas, entre outros motivos. Po-
dem ocorrer, por exemplo, aumento do nível de creatinofosfoquinase (CPK) após 
longo esforço muscular e leucocitose, por neutrofilia, após mobilização do pool 
marginal de neutrófilos.

Transporte de amostras  
Em razão da importância do transporte de amostras, foi criada a RDC 20, espe-
cialmente para regularizar esse procedimento. Falhas no processo de transporte, 
alterações de temperatura e tempo de transporte acima ou fora do padrão deter-
minado para produtos biológicos, amostras e hemocomponentes podem incor-
rer em erro da análise na triagem laboratorial e contaminação ou deterioração 
de produtos biológicos, além de perda de sua qualidade. Todos os eventos citados 
interferem negativamente na terapêutica do paciente.

Além disso, por se tratar de material biológico, deve-se considerar:

• O risco de infecção do trabalhador do transporte;
• A possibilidade de contato com pessoas durante o trânsito; 
• A contaminação do ambiente em situações de avaria.

Para essa etapa do processo, a gestão da qualidade deve prever um indicador 
para monitorar as variações de temperatura.
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Coletas especiais   
Alguns analitos requerem atenção especial no momento da coleta, como não usar 
álcool na assepsia quando for fazer a dosagem de etanol.

INDICADORES DE ERRO DA FASE PRÉ-ANALÍTICA  
Para fazer a gestão da qualidade da fase pré-analítica, deve-se utilizar indicadores 
de desempenho, que são medições realizadas para acompanhamento de processos. 
É preciso lembrar que somente somos capazes de melhorar aquilo que podemos 
medir. Indicadores devem ter metas bem definidas, que agreguem valor ao pro-
cesso, além de estarem representados em gráficos que demonstrem claramente a 
realidade encontrada.

Um exemplo de indicador da área de atendimento é demonstrado na Figura 3. 
A Figura 4 mostra um exemplo de representação gráfica de indicador de recoleta.

FIGURA 3 Exemplo de indicador da área de atendimento. 

FIGURA 4 Exemplo de representação gráfica de indicador de recoleta.
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Como é necessário atuar diretamente nas causas dos problemas, deve-se procurar 
desenvolver indicadores mais detalhados, como estratificar as novas coletas por:

• Motivo; 
• Posto de coleta.

Quanto mais informações detalhadas o indicador fornecer, maior a capacidade de 
enxergar como o serviço está caminhando e tomar as ações de melhoria necessárias.

Para a segurança do processo, é imprescindível checar a identificação dos pa-
cientes e das amostras, de preferência com dois identificadores. Além disso, a uti-
lização do código de barras para identificação dos tubos reduz enormemente os 
erros de transcrição de informações. Outros exemplos possíveis de indicadores de 
fase pré-analítica que auxiliam na gestão da qualidade são:

• Porcentagem de contaminação de hemoculturas;
• Satisfação dos pacientes com a coleta de exames;
• Tempo de atendimento porta versus coleta;
• Número de coletas versus técnico de coleta (produtividade).

CONSIDERAÇÕES FINAIS  
A fase pré-analítica é a mais suscetível a erros. Quando o laboratório cumpre todas 
as etapas predefinidas na gestão de qualidade, as oportunidades de erros na fase 
pré-analítica reduzem significativamente. Infelizmente, é impossível eliminar to-
dos os erros, mas deve-se almejar a sua redução, de modo a aumentar a segurança 
do paciente. A análise contínua e adequada dos indicadores da qualidade e das 
ocorrências documentadas permitirá ao laboratório melhorar seus processos para 
cumprir seu objetivo: diminuir significativamente os erros.

Como não há consenso acerca dos melhores indicadores para as fases pré-ana-
lítica, aconselha-se fazer benchmarking, ou seja, um processo contínuo de medidas 
de produtos, serviços e práticas para comparação com os competidores de merca-
do ou companhias reconhecidas.

REFERÊNCIAS  
1. ABNT AMN ISO/TS 22367:2009. Laboratório clínico. Redução do erro através da gestão de ris-
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2 Sistematização para estudo de interferentes na 
avaliação de um método laboratorial bioquímico

INTRODUÇÃO  
Na rotina assistencial, os métodos laboratoriais estão sujeitos à interferência de 
fatores endógenos e exógenos. Entende-se por “interferente” qualquer substância 
ou processo capaz de interagir e alterar as reações imunoquímicas, falseando os 
resultados dos exames laboratoriais.

Os mecanismos de interferências são diversos: interferências físicas com a ma-
triz da amostra biológica (alteração da viscosidade e turbidez); reações proteicas 
ou enzimáticas do tipo competição; inibição ou reações cruzadas; entre outros.

Entende-se por interferentes “endógenos” as substâncias encontradas na amos-
tra biológica, podendo ser naturais ou associadas à saúde do paciente: lipemia, 
hemólise, coágulo, bilirrubina, proteínas, autoanticorpos, anticorpos heterófilos, 
entre outras.

Interferentes “exógenos” compreendem substâncias consumidas pelo paciente 
ou introduzidas na amostra biológica, como medicamentos farmacológicos, poli-
vitamínicos, fitoterápicos, tóxicos, entorpecentes, aditivos e conservantes presentes 
nos frascos de coleta, substratos reagentes e calibradores, além de processos pré-

-analíticos relacionados ao transporte, à conservação, à centrifugação e ao preparo 
(p. ex., lavagem) das amostras biológicas. 

O impacto dos interferentes é variável, de desprezível até grave, dependendo da 
natureza e da amplitude de variação do analito dosado, das condições clínicas e 
do local de assistência ao paciente e até mesmo do grau de conhecimento técnico-

-científico dos profissionais envolvidos, sejam eles do laboratório, sejam da assis-
tência direta ao paciente.

Como consequências, a presença de interferentes laboratoriais pode promover 
solicitações inadequadas de novos exames, erros de diagnóstico e condutas tera-
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pêuticas inapropriadas, com riscos à saúde dos pacientes. Portanto, cabe ao labo-
ratório seguir as boas práticas da qualidade para garantir a representatividade da 
amostra e a confiabilidade de seus resultados. 

O avanço tecnológico laboratorial possibilitou não apenas o aumento da produ-
tividade e a redução do tempo de liberação, mas também, e principalmente, con-
fiabilidade e eficiência aos resultados de exames, com melhorias substanciais ao 
processo analítico. Com a automação laboratorial, as plataformas bioquímicas já 
são capazes de inspecionar os índices séricos de hemólise, icterícia e lipemia das 
amostras biológicas, previamente à corrida analítica. Dependendo do índice des-
ses interferentes e do analito a ser dosado, os equipamentos emitem sinais de alerta 
para a tomada de decisão: dar prosseguimento a dosagem laboratorial ou rejeitar a 
amostra biológica e recoleta.

ESTUDO DE INTERFERENTES EM BIOQUÍMICA  
É importante ressaltar que os estudos de interferentes devem imitar os processos 
reais, sendo semelhantes às dosagens laboratoriais de rotina. Portanto, antes de 
qualquer estudo, vale a pena revisar se os processos internos do laboratório estão 
de acordo com as boas práticas laboratoriais. Na fase pré-analítica, sugere-se rever 
os processos de identificação, coleta, transporte, armazenamento e centrifugação 
(quando necessário) da amostra biológica.

A adequação dos processos analíticos também deve ser revista: qualidade da 
água; limpeza do material; calibração dos aparelhos de manipulação da amostra 
(pipetas, vidrarias etc.); condições e validade dos materiais utilizados (padrões, cali-
bradores, controles, reagentes e insumos em geral); condições dos equipamentos de 
análise (informações sobre as manutenções preventivas e corretivas) e informações 
do método utilizado (linearidade, limite de detecção, cálculos; controle da qualida-
de; intervalo de referência; limites de decisão clínica; e valores críticos). Intercorrên-
cias externas, como rede elétrica, temperatura ambiente e fatores humanos (erros de 
cálculos, diluições ou operações técnicas), também devem ser revisadas.

O estudo de interferentes pode ser conduzido seguindo as recomendações espe-
cíficas da literatura, e seu principal objetivo será estimar o erro sistemático causa-
do por algum eventual interferente na amostra biológica.

Procedimento do estudo  
• Prepara-se um par de frascos para a análise;
• Em ambos os frascos, adiciona-se o mesmo volume da amostra biológica do 

paciente que contém o analito a ser dosado;
• No primeiro frasco, adiciona-se determinado volume de solução do material 

interferente a ser pesquisado;
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• No segundo frasco, adiciona-se uma solução de diluição ou um solvente puro, 
sem o interferente;

• As amostras de ambos os tubos são processadas pelo método de interesse e seus 
resultados são comparados entre si;

• Se houver diferença entre os resultados acima de um limite definido, pode-se 
concluir que houve interferência da substância pesquisada no analito dosado.

Observações importantes referentes ao estudo dos interferentes  
As soluções de análise podem ser amostras biológicas dos pacientes (recomen-
dado), pools de amostras biológicas de pacientes ou soluções-padrão. Quanto à 
solução interferente, é desejável utilizar uma solução-padrão para materiais solú-
veis, pela capacidade de revelar melhor a presença do interferente. Nos estudos de 
lipemia e hemólise, recomenda-se a utilização de amostras biológicas ou pools de 
pacientes.

A concentração do interferente estudado deve ser alta, de preferência próximo 
da concentração máxima esperada na população. Se foi observada interferência no 
nível máximo, seria interessante testar concentrações mais baixas para determinar 
o limite inferior da interferência nos resultados. Quanto ao volume adicionado do 
interferente, ele deve ser pequeno para minimizar a diluição da amostra biológica 
a ser testada.

É importante manter exatamente as mesmas diluições para o par de amostras 
testadas, e os volumes pipetados devem ser iguais no par de amostras avaliado.

Recomenda-se realizar dosagens em duplicata para estimar o erro sistemático 
pelas diferenças entre os valores médios dos resultados pareados.

Exemplo prático (passo a passo)  
A seguir, é apresentado um exemplo de estudo de interferência de determinada 
concentração de uma substância na dosagem da glicemia de jejum, conduzido em 
três amostras biológicas distintas: A, B e C. A glicemia foi dosada em duplicata, 
cujos resultados foram:

• Amostra A (interferente) = 115 e 117 mg/dL; Amostra A (solução de diluição) =  
94 e 96 mg/dL;

• Amostra B (interferente) = 97 e 99 mg/dL; Amostra B (solução de diluição) = 82 
e 84 mg/dL;

• Amostra C (interferente) = 110 e 108 mg/dL; Amostra C (solução de diluição) =  
93 e 91 mg/dL.

1º passo – cálculo da média das duplicatas, cujos resultados foram:
• Amostra A (interferente) = 116 mg/dL; Amostra A (solvente puro) = 95 mg/dL;
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• Amostra B (interferente) = 98 mg/dL; Amostra B (solvente puro) = 83 mg/dL;
• Amostra C (interferente) = 109 mg/dL; Amostra C (solvente puro) = 92 mg/dL.

2º passo – cálculo das diferenças entre os resultados pareados:
• Diferença na amostra A = 21 mg/dL;
• Diferença na amostra B = 15 mg/dL;
• Diferença na amostra C = 17 mg/dL.

3º passo – cálculo da média da diferença para todas as amostras biológicas testadas:
• Interferência média = 17,7 mg/dL.

Critérios de interpretação  
O estabelecimento de valores limítrofes aceitáveis para os desvios encontrados é 
importante para conferir o grau de interferência da substância pesquisada nas do-
sagens laboratoriais de um analito.

Habitualmente, tais critérios baseiam-se na comparação entre o valor da 
interferência média observada (erro sistemático observado) e o erro permitido 
para o analito dosado. Na dosagem da glicose, por exemplo, a variação máxima 
de desempenho analítico aceitável é de 10%, conforme os requerimentos para 
a qualidade analítica definidos pelo CLIA-88 (Clinical Laboratory Improve-
ment Amendments) (Tabela 1). Tais critérios descrevem a qualidade analítica 
em termos do Erro Total Máximo que compreende a soma do erro sistemático 
(inexatidão) e do erro aleatório (imprecisão).

Considerando o limite superior da normalidade (99 mg/dL), o erro máximo 
permitido seria de 9,9 mg/dL. Portanto, no exemplo dado, como a interferência 
média observada de 17,7 mg/dL foi maior que o erro máximo permitido, conclui-

-se que houve interferência da substância testada na dosagem da glicose, cujos 
resultados não podem ser aceitáveis. Em outras palavras, o interferente falseou 
significativamente a dosagem do analito.

Além de se comparar o erro sistemático observado com o desempenho analí-
tico aceitável definido pelo CLIA, outros critérios podem ser utilizados pelo la-
boratório para interpretar o estudo dos interferentes: pode-se calcular pelo teste t 
pareado se as diferenças entre os resultados das amostras pareadas, com e sem o 
interferente, são significativas (p < 0,05) ou comparar o erro sistemático observado 
pelo interferente com o coeficiente de variação biológica intraindividual, como 
especificação do erro total.

O estudo de interferentes também pode ser conduzido comparando as dosagens 
de um analito processado em metodologias distintas. A vantagem de comparar di-
ferentes métodos é tentar se livrar ou minimizar a ação do interferente investigado.

https://www.cms.gov/Regulations-and-Guidance/Legislation/CLIA/Downloads/6066bk.pdf
https://www.cms.gov/Regulations-and-Guidance/Legislation/CLIA/Downloads/6066bk.pdf
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TABELA 1 Requerimentos para Qualidade Analítica (CLIA-88): desempenho aceitável
Química de rotina

Analito Desempenho analítico aceitável

Ácido úrico Valor-alvo ± 17%

Alanina aminotransferase (ALT) Valor-alvo ± 20%

Albumina Valor-alvo ± 10%

Alfa-1 antitripsina Valor-alvo ± 3 SD

Alfafetoproteína Valor-alvo ± 3 SD

Amilase Valor-alvo ± 30%

Aspartato aminotransferase (AST) Valor-alvo ± 20%

Bilirrubina total Valor-alvo ± 0,4 mg/dL ou ± 20% (o maior)

Cálcio total Valor-alvo ± 1,0 mg/dL

Cloretos Valor-alvo ± 5%

Colesterol total Valor-alvo ± 10%

Complemento C3 Valor-alvo ± 3 SD

Complemento C4 Valor-alvo ± 3 SD

Cortisol Valor-alvo ± 25%

Creatinina Valor-alvo ± 0,3 mg/dL ou ± 15% (o maior)

Creatinoquinase Valor-alvo ± 30%

Creatinoquinases (isoenzimas) MB elevada (presente ou ausente) ou valor-alvo ± 3 SD

Ferro Valor-alvo ± 20%

Fosfatase alcalina Valor-alvo ± 30%

Glicose Valor-alvo ± 6 mg/dL ou ± 10% (o maior)

Gonadotrofina coriônica humana (HCG) Valor-alvo ± 3 SD ou (positivo ou negativo)

HDL-colesterol Valor-alvo ± 30%

Lactato desidrogenase (LDH) Valor-alvo ± 20%

LDH isoenzimas LDH1/LDH2 (+ ou –) ou valor-alvo ± 30%

Magnésio Valor-alvo ± 25%

pCO2 (gasometria) Valor-alvo ± 5 mmHg ou ± 8% (o maior)

pH (gasometria) Valor-alvo ± 0,04

pO2 (gasometria) Valor-alvo ± 3 SD

Potássio Valor-alvo ± 0,5 mmol/L

Proteínas totais Valor-alvo ± 10%

Sódio Valor-alvo ± 4 mmol/L

T3 livre Valor-alvo ± 3 SD

T4 total Valor-alvo ± 1,0 mcg/dL ou ± 20% (o maior)

T4 livre Valor-alvo ± 3 SD

Triglicerídeos Valor-alvo ± 25%

Hormônio estimulante da tireoide (TSH) Valor-alvo ± 3 SD

Ureia Valor-alvo ± 2 mg/dL ou ± 9% (o maior)

Fonte: adaptada de Westgard, 1992.1 
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Interferentes estudados  
Interferências podem depender de métodos ou analisadores. Portanto, recomen-
da-se avaliar as especificações analíticas do teste. Os manuais dos equipamentos e 
dos reagentes geralmente incluem declarações sobre estudos de interferência reali-
zados pelo fabricante. Na literatura, também é possível acessar diferentes artigos e 
guidelines relacionados aos interferentes laboratoriais bioquímicos.

Nas boas práticas laboratoriais, recomenda-se testar interferentes comuns, como 
hemólise, lipemia, bilirrubina, conservantes e anticoagulantes usados na coleta de 
amostras biológicas.

• Hemólise: pode ser testada removendo-se uma alíquota de uma amostra bioló-
gica, que, depois, é hemolisada mecanicamente ou por congelação. Esse tópico 
será discutido em outro capítulo deste livro com maior detalhamento;

• Lipemia: a interferência lipídica pode ser testada pela adição de emulsões co-
merciais de gorduras ou amostras biológicas de pacientes com lipemia pré e 
pós-ultracentrifugação. O mecanismo de interferência resulta da dispersão da 
luz, causando erros de medição em métodos fotométricos, ou do deslocamento 
de volume pelo lipídio, resultando na redução da parte hídrica;

• Bilirrubinas (icterícia): as hiperbilirrubinemias séricas ou plasmáticas podem 
causar interferência espectral em ensaios próximos ao pico de absorbância 
da bilirrubina de ~ 456 nm. Interferência química, por exemplo, com reações 
catalisadas por peroxidase também podem ocorrer. O estudo de interferentes 
pode ser realizado com padrões comerciais de bilirrubina ou com amostras 
de pacientes;

• Proteínas: a maioria dos interferentes proteicos está associada a paraproteínas 
(imunoglobulinas monoclonais), predominantemente com IgM e IgG, capazes 
de interferir em todos os ensaios automatizados: espectrofotométricos, imuno-
turbidimétricos ou imunonefelométricos;

• Medicamentos: interferências causadas por fármacos nas amostras biológicas 
nem sempre são pesquisadas no laboratório pela falta de informações sobre 
quais medicamentos são consumidos pelos pacientes. A interferência de fárma-
cos pode ser: química – o fármaco original, os metabólitos ou os aditivos reagem 
de forma cruzada; drogas ou aditivos – atuam como aceleradores ou inibidores 
do ensaio; fotométrico – o fármaco, os metabólitos ou os aditivos têm picos de 
absorção semelhantes aos do cromógeno medido. Geralmente, recomenda-se 
dosagem em métodos comparativos, como a cromatografia e a espectrometria 
de massa. Amostras de voluntários que tomaram o medicamento nas mesmas 
concentrações suspeitas de estar causando a interferência também podem ser 
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coletadas para comparação. Em casos de dúvidas, recomenda-se ler as bulas do 
medicamento ou contatar os fornecedores;

• Componentes dos tubos de coleta: os aditivos dos tubos (anticoagulantes, ativa-
dores de coágulo, conservantes etc.) podem interagir quimicamente nas reações 
ou por adsorção inespecífica ou ligação inespecífica em imunoensaios, falsean-
do as dosagens laboratoriais. Essas substâncias podem ser estudadas obtendo-

-se uma amostra de sangue total e, em seguida, distribuindo-se alíquotas dessa 
amostra para uma série de tubos contendo os diferentes aditivos. Também po-
dem ser utilizadas amostras coletadas em tubos oriundos de diferentes forne-
cedores para título de comparação. Cabe ressaltar a importância da revisão dos 
processos pré-analíticos, com a sequência correta de coleta dos tubos, quando 
se tratar de amostra sanguínea. 

CONSIDERAÇÕES FINAIS  
Diante de qualquer possibilidade de interferência nas dosagens analíticas em bio-
química, é essencial a revisão de todos os processos pré-analíticos, analíticos e pós-

-analíticos, conforme as recomendações das boas práticas laboratoriais.
Os laboratórios devem desenvolver um sistema de qualidade específico para 

lidar com essa questão. O estudo de interferentes no laboratório clínico precisa en-
volver todos os profissionais, tanto da área técnica quanto administrativa, pois isso 
promove uma oportunidade de investimento em treinamentos teórico-práticos e 
na atualização da equipe.

Outras consequências positivas relacionadas ao estudo de interferentes refere-
-se à possibilidade de desenvolvimento ou modificação das instruções de trabalho, 
revisão dos processos de automação (verificações delta check, critérios de libera-
ção automática, critérios de rejeição de amostras) e atualização dos indicadores da 
qualidade, dos limites de decisão clínica e dos valores de notificação compulsória. 

É importante a conscientização dos profissionais do laboratório no momen-
to da assinatura e da liberação dos laudos, principalmente diante de resultados 
discrepantes. Caso necessário, rever os prontuários, consultar o corpo clínico e 
buscar informações em literatura científica representam estratégias adequadas da 
fase pós-analítica, que visam garantir a segurança e a confiabilidade dos resultados 
liberados.

Por fim, trata-se de um tema estratégico, que, embora tenha sido relatado há vá-
rias décadas, ainda continua sendo moderno, pois o constante avanço tecnológico 
impacta diretamente na sensibilidade analítica dos métodos laboratoriais, aumen-
tando a chance de serem revelados novos interferentes bioquímicos. 
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3 Fatores pré-analíticos que interferem no desempenho dos 
ensaios de proficiência e controle interno da qualidade

INTRODUÇÃO  
Diante do cenário atual socioeconômico, da grande competição mercadológica e 
dos avanços da tecnologia e clientes mais exigentes com relação aos serviços pres-
tados, os laboratórios almejam cada vez mais a satisfação dos médicos e pacientes, 
que pode ser traduzida, nesse contexto, como qualidade, custo e prazo de entrega 
dos serviços.

Esse gerenciamento da qualidade independe do tamanho e do segmento do la-
boratório – hoje, tornou-se um quesito obrigatório para diminuir desperdícios e 
reinvestir recursos dentro do próprio laboratório, tornando o processo mais efi-
ciente e eficaz.

Pode-se entender a melhoria da qualidade como a soma dos esforços do moni-
toramento das fases de processo em um laboratório (pré-analítica, analítica, pós-

-analítica), com o objetivo único de mitigar ao máximo os erros. 
Nesse cenário, os laboratórios contam com as ferramentas do controle de qua-

lidade, em especial o ensaio de proficiência (EP) e o controle interno (CI), que 
funcionam como ferramentas de autoverificação da fase analítica do laboratório.  
O EP atua no macroambiente, constituindo-se em uma comparação interlabora-
torial na qual o objetivo principal é monitorar o erro sistemático do laboratório. Já 
o CI atua no microambiente (intralaboratorial), monitorando, principalmente, o 
erro aleatório. A qualidade obtida em um laboratório (grandeza dos erros sistemá-
ticos e aleatórios presentes no processo) deve sempre ser comparada a referenciais, 
metas definidas internamente (especificação da qualidade). Somente com um alvo 
a ser alcançado, pode-se perceber se o laboratório está seguindo na direção correta 
ou se há a necessidade de um novo planejamento. 



32

Cada vez mais, os indicadores de desempenho laboratorial vêm se destacando 
como mais uma ferramenta da qualidade, atuando, principalmente, no monitora-
mento das fases extra-analíticas e colaborando com as ferramentas mais tradicio-
nais e difundidas no meio laboratorial. 

Apesar de a fase pré-analítica não ser o principal “alvo” de monitoramento do 
EP e do CI, alguns fatores dessa etapa de execução do exame laboratorial podem 
acarretar impactos para o processo analítico e pós-analítico do laboratório, tanto 
na rotina quanto no desempenho do controle de qualidade. 

A participação em programas de controle de qualidade somente é efetiva se as-
sociada a um gerenciamento dos resultados obtidos, a uma análise crítica e a um 
acompanhamento contínuo por parte da equipe técnica do laboratório, possibi-
litando a implantação de ações para eliminar desvios observados no processo. A 
investigação não deve se limitar apenas a resultados inadequados, no caso do EP, 
ou rejeitados, o qual considera as regras de controle selecionadas pelo laboratório 
para monitoramento do controle interno. O emprego preventivo dessas ferramen-
tas tem extrema importância, analisando os resultados adequados a fim de identi-
ficar potenciais problemas.

Para a investigação de um erro (desvio do valor verdadeiro que pode causar uma 
inadequação), recomenda-se, primeiro, uma revisão – um checklist de perguntas 
envolvendo cada uma das fases do processo do laboratório (pré, analítica e pós). 

Uma vez completada a revisão dos dados, fica mais fácil tentar categorizar 
os erros:

• Conforme o momento em que ocorreu:
 –  Pré-analítico (p. ex., problemas no preparo do material, rotulagem, transporte);
 –  Analítico (p. ex., problemas de metodologia, equipamentos e técnicos);
 –  Pós-analítico (p. ex., erro de resultado, erro de submissão);

• Problemas com avaliação do EP;
• Erro grosseiro;
• Sem explicação.

Erros grosseiros são aqueles que impactam apenas no programa de controle de 
qualidade, sem ser reproduzidos na rotina dos pacientes. Eles devem ser evitados 
ao máximo a fim de não mascarar a identificação dos reais erros do processo, os 
objetivos do EP e do CI. Por exemplo: erros de transcrição, reporte incorreto de 
sistema analítico, unidade diferente da solicitada no programa e troca de informa-
ções entre laboratórios.

Conforme dados da literatura,1 19 a 24% das inadequações ainda não têm expli-
cação. Nessas situações, recomenda-se, minimamente, a verificação de um possível 
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impacto nos resultados de pacientes, utilizando algumas das ferramentas alternati-
vas, como, por exemplo, o algoritmo de Bull e o Delta Check, para ensaios quantita-
tivos. Para análises qualitativas associadas a parâmetros como índice ou densidade 
óptica/cut-off (DO/CO), por exemplo anti-HIV e dengue, o impacto no paciente 
pode se dar mediante a estimativa do erro total diante da análise histórica dos pa-
cientes liberados no período da inadequação, verificando casos em que a grandeza 
do erro observado conseguiria alterar a interpretação clínica final.

Neste capítulo, serão abordados diversos fatores pré-analíticos capazes de im-
pactar nos resultados do controle de qualidade, pelo emprego de exemplos hipo-
téticos de como devem ser identificados e sugestões de como evitá-los. Para tal, 
utilizam-se recursos de gráficos e o entendimento das informações contidas nos 
relatórios de avaliação.

A seguir, estão listados os principais fatores pré-analíticos que serão discutidos 
mais detalhadamente ao longo do capítulo:

• Armazenamento; 
• Erros de diluição; 
• Reconstituição; 
• Exposição excessiva;  
• Água utilizada para reconstituição;
• Aliquotagem;
• Congelamento e descongelamento;
• Contaminação; 
• Troca de amostra ou amostra incorreta;
• Não leitura do procedimento de preparo; 
• Transporte.

Alguns desses fatores pré-analíticos estão associados apenas ao desempenho no 
controle de qualidade, sem impactar nos resultados dos pacientes. Isso acontece 
porque, em alguns casos, as amostras do provedor do controle de qualidade exi-
gem uma etapa de preparo e procedimentos diferentes do usual com material de 
paciente. Neste capítulo, os exemplos a seguir serão focados exclusivamente em 
impactos no controle de qualidade.

Vale destacar que, dependendo do material utilizado no controle de qualidade –  
líquido ou liofilizado –, alguns fatores podem impactar de forma mais significativa. 
Por exemplo, o armazenamento e o transporte são mais cruciais quando se trata de 
material líquido. Já em materiais liofilizados, destacam-se os fatores de reconstitui-
ção, a água utilizada e os erros de diluição.
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Do mesmo modo, pode-se observar com maior frequência alguns fatores pré-
-analíticos em determinada ferramenta de controle de qualidade, EP ou CI. Nos 
exemplos, esses pontos serão destacados. Embora o exemplo possa estar relacio-
nado à ferramenta de EP, é importante que o laboratório verifique, também, sua 
aplicabilidade no controle interno, e vice-versa. 

O tema será desenvolvido com o objetivo de ajudar o leitor a compreender a 
riqueza de informações passíveis de obter dos resultados do controle de qualidade, 
tentando entender que cada fator pré-analítico impacta de maneira diferente no 
desempenho e provoca comportamentos diferenciados, bem como essas observa-
ções facilitam a classificação dos desvios identificados.

ALIQUOTAGEM  
Muitos laboratórios adotam a aliquotagem dos materiais de controle em sua rotina 
visando a uma possível redução de custos por intermédio da ampliação do tempo 
de uso do material. Essa prática está ligada diretamente com a ferramenta do CI 
pela característica do uso contínuo para o monitoramento do erro aleatório pre-
sente na fase analítica. 

Assim como as amostras de pacientes, os materiais de controle estão sujeitos 
a variações e contaminações. Para aqueles oferecidos na apresentação liofilizada, 
reconstituí-los diariamente evita a propagação de erros e garante uma estabilidade 
maior, com menor dependência das condições de armazenagem.

Como exemplo de comportamento de materiais que podem sofrer interferência 
no processo de aliquotagem, o gráfico da Figura 1, comumente utilizado por labo-
ratórios no monitoramento do controle interno, demonstra o impacto na prática.

FIGURA 1 Gráfico Levey-Jennings para rotina de controle interno de bilirrubina total.
Fonte: autorizada pela Controllab.
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Nesse exemplo, observa-se que a aliquotagem tem sido aplicada pelo usuário 
desde o período de sua valoração (representada pelo fundo azul), mas, como nes-
se período o usuário utilizava como referência a faixa da bula de controle interno, 
em virtude de sua amplitude, tal comportamento não foi observado de maneira 
significativa nas 10 primeiras dosagens. 

Para uma melhor análise quanto ao comportamento do material após a aliquo-
tagem, vale destacar que os pontos 1, 10, 21, 32 e 42 representam as corridas ana-
líticas monitoradas por material de CI recém-reconstituído, enquanto os pontos 
seguintes a eles se referem a corridas monitoradas com as alíquotas. 

Pode-se destacar, ainda, que o laboratório obteve um ponto de violação da regra 13s  
(ponto 31) e, partindo da premissa que o laboratório especificou adequadamente 
as regras de controle e que, ao ter rejeições/alertas, deve interromper a rotina analí-
tica para investigar as causas e os impactos em resultados de pacientes, a estratégia 
da aliquotagem para redução de custos passa a ser contestável.

Com a análise gráfica, conclui-se, então, que esse laboratório não conseguiu pre-
servar todas as condições de conservação das alíquotas. Nesse caso, recomenda-se, 
caso o laboratório opte por aliquotar os materiais de controle, garantir a manuten-
ção das suas condições de conservação, com alíquotas livres de interferentes, ho-
mogêneas e estáveis, além de ter ciência do tempo máximo de estabilidade de cada 
parâmetro que compõe o controle – e isso torna o processo um tanto trabalhoso. 
Não sendo viável, o laboratório deverá adquirir um volume de itens que atenda à 
sua necessidade de rotina analítica e, assim, evitar que o comportamento dos seus 
dados seja enviesado pela degradação do material de controle.

CONGELAMENTO E DESCONGELAMENTO  
A prática de congelar e descongelar o mesmo material de controle múltiplas vezes 
compreende outro tipo de tratamento que os laboratórios devem evitar. Esse tipo 
de manipulação pode alterar o material de controle e, consequentemente, invia-
bilizar a análise da qualidade analítica do laboratório. Geralmente, essa prática é 
realizada pelos laboratórios, buscando maximizar o seu tempo de uso e reduzir os 
seus custos com controle. Contudo, pode acarretar a alteração de alguns parâme-
tros; além disso, com o tempo, os seus valores podem sofrer tendências em virtude 
da degradação do material por mau uso.

RECONSTITUIÇÃO  
Extremamente importante, a reconstituição dos materiais de controle representa 
uma etapa realizada durante a fase pré-analítica. Nesse procedimento, o laborató-
rio precisa se preocupar com dois pontos: primeiro, o tipo de água que deve ser 
utilizado para a reconstituição; e segundo, o volume indicado pelo provedor. Vale 
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destacar, ainda, que o instrumento utilizado para esse procedimento de preparo 
deve estar devidamente calibrado. 

É importante comentar que, além de enviar o instrumento para a calibração, o 
laboratório deve realizar uma análise crítica da situação do instrumento antes de 
usá-lo novamente. Para isso, os certificados de calibração apresentam a média e a 
incerteza obtida pelo instrumento e, por meio delas, o laboratório deve verificar se 
o intervalo de resultados está contido na tolerância.  

A questão que deve nortear o laboratório quanto à definição da tolerância sobre 
o tamanho do erro que o instrumento pode ter, sem impactar negativamente nos 
resultados, refere-se à comparação da incerteza declarada na calibração com a sua 
especificação da qualidade analítica, definida para cada um dos ensaios que com-
põem o material de controle.

A seguir, na Figura 2, há um exemplo de uma especificação rígida proposta pela 
variação biológica para o exame de cálcio iônico no soro humano. Nele, considera-
-se o fator Z de 1,96 (95% de confiança) para o erro total permitido.

FIGURA 2 Tabela de referências para especificação da qualidade analítica. 
Fonte: autorizada pela Controllab.

Visando ao erro total permitido de 3,5%, conforme a referência da variação 
biológica, pode-se concluir que, para manter o desempenho do sistema abaixo 
do percentual máximo permitido, é necessário que o pipetador utilizado para a 
reconstituição dos materiais de controle tenha uma incerteza consideravelmente 
baixa e que não interfira nos resultados do controle de qualidade e no não atendi-
mento de sua especificação da qualidade. 

Na Figura 3, apresenta-se um exemplo observado no relatório de avaliação do 
laboratório para o ensaio de antiestreptolisina O (ASO). 
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FIGURA 3 Relatório de avaliação do ensaio de proficiência de imunologia ASO.
Fonte: autorizada pela Controllab.

No relatório de avaliação, observou-se que, além de todos os itens estarem aci-
ma da média, indicando um erro sistemático positivo, o item 2 apresentou para a 
ASO um valor acima do limite aplicado pelo provedor de EP. Ao analisar o com-
portamento histórico do laboratório (Figura 4) em “gráfico ID por rodada”, por 
meio dos seus índices de desvio, observou-se que, ao longo das avaliações, a maior 
parte dos seus resultados ficou próxima da média e quatro itens se apresentaram 
mais distantes e significativos ao limite aplicado.

Em outro levantamento ainda na Figura 4, contudo visando ao “gráfico ID (por 
concentração)”, que levou em consideração as concentrações dos materiais de con-
trole e o índice de desvio do laboratório, observou-se uma maior dispersão dos 
dados em concentrações mais baixas, exatamente na faixa em que se deram as 
inadequações do laboratório.

Ao analisar esse comportamento, o certificado de calibração do instrumento 
utilizado foi revisto, verificando-se que apresentava um erro de aproximadamente 
10% em sua pipetagem, o que foi significativo como fator de interferência no EP do 
laboratório nas concentrações mais baixas. 

FIGURA 4 Gráficos de acompanhamento da avaliação do laboratório no ensaio de 
proficiência de imunologia ASO. 
Fonte: autorizada pela Controllab.
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 Além de controlar a calibração dos seus instrumentos utilizados para reconsti-
tuição do material, o laboratório deve se atentar ao volume de água recomendado 
pelo provedor para a reidratação. O exemplo a seguir relata um caso em que o 
participante de um EP realizou a reconstituição do item 2 com um volume menor 
que o solicitado pelo provedor, praticamente com a metade do volume necessário, 
o que ocasionou um erro extremo para todos os ensaios que compõem o controle.

Nota-se que, na Figura 5, o laboratório apresentou uma tendência de resultados 
acima da média apenas para o item 2 com índices de desvio positivos e próximos 
de 3,00. Ao se analisar o erro total [(resultado do laboratório-média/média)*100] 
de cada um dos itens de ensaios, é possível observar que os resultados apresen-
tados ao item em questão (item 2) ficaram bem próximos entre eles e com um 
erro de aproximadamente 74%. Esse elevado erro dificilmente está relacionado a 
um problema analítico, pois índices de desvios altos como esses são considerados 
erros grosseiros. 

Assim como o volume da reidratação dos materiais de controle, o tipo de água 
utilizado é de suma importância. O próximo tópico visa a discutir a relevância e 
a exemplificar possíveis impactos relacionados a essa etapa da fase pré-analítica.  

FIGURA 5 Relatório de avaliação do ensaio de proficiência de imunoproteínas C3, C4 
e IgG. 
Fonte: autorizada pela Controllab.
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ÁGUA UTILIZADA PARA RECONSTITUIÇÃO  
A qualidade da água utilizada na reconstituição dos materiais de controle contribui 
para que os resultados promovidos sejam confiáveis. A água tem inúmeras aplica-
ções no laboratório e a presença de interferentes pode ser prejudicial à rotina do 
laboratório.

O laboratório é responsável pela seleção do tipo de água adequada aos seus 
objetivos. A escolha parece ser fácil, porém o laboratório não pode deixar de consi-
derar as análises realizadas e o ciclo da sua rotina. As análises de eletrólitos (cálcio 
iônico, sódio, potássio, cloretos), por exemplo, requerem o uso de água com baixas 
concentrações eletrolíticas (baixa condutividade e alta resistividade). 

Na Figura 6, tem-se o início do período de valoração de CI no parâmetro de 
cloretos. 

Observa-se nesse exemplo que, durante o período de valoração (área demarca-
da com azul), não houve nenhum alerta, ou seja, todos os resultados apresentados 
encontram-se dentro da faixa de referência informada pelo fornecedor do material. 
No entanto, pode-se observar que todos os resultados ficaram situados acima da 
média (índice Z > 0). Vale ressaltar que esse mesmo comportamento foi verificado 
no EP do participante.

FIGURA 6 Gráfico Levey-Jennings para a rotina de controle interno de cloretos.
Fonte: autorizada pela Controllab.
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Como os dados de outros parâmetros (p. ex., cálcio iônico e sódio) apresen-
taram comportamento similar, indicou-se um possível problema de reconstitui-
ção do controle, relacionado à qualidade da água utilizada. Considerada ideal 
para métodos de análise que exigem mínima interferência e máximas precisão e 
exatidão, a água ultrapurificada tem se constituído uma opção de muitos labora-
tórios para a reconstituição de materiais de controle. Esse tipo de água deve ser 
empregado no momento em que é produzido – ou, no máximo, no mesmo dia 
da coleta – para evitar que as suas propriedades voltem às condições anteriores 
às da purificação. 

A atenção do laboratório deve ser direcionada não somente aos processos de pu-
rificação, mas também ao armazenamento e à distribuição da água no laboratório. 
Os processos devem garantir que os parâmetros especificados sejam atendidos e 
mantidos a fim de evitar possíveis transtornos.

NÃO LEITURA DO PROCEDIMENTO DE PREPARO  
O objetivo dos provedores de controle de qualidade é enviar para análise dos labo-
ratórios amostras que se assemelhem ao máximo às utilizadas em suas rotinas, com 
a finalidade de mimetizar por completo o processo. Contudo, algumas exceções 
podem ser necessárias a fim de garantir uma melhor estabilidade dos materiais, 
como o processo de liofilização, o uso de matriz diferente da rotina, a extração e 
a diluição da amostra, entre outros. Por esse motivo, os provedores preocupam-se 
sempre em atualizar suas instruções de uso dos materiais, destacar qualquer tipo 
de alteração nesses documentos e orientar a sua leitura antes de realizar qualquer 
procedimento com o material de controle.  

O exemplo a seguir ilustra um caso em que o laboratório começou a apresen-
tar inadequação no EP de rotavírus, por não seguir o procedimento de preparo 
do material disponibilizado pelo provedor. Nesse caso, ressalta-se que, apesar de 
o exemplo estar relacionado ao EP, esse tipo de erro pré-analítico também pode 
ocorrer com o uso do CI.

No caso de uma inadequação para ensaios qualitativos, sugere-se fazer uma ta-
bela similar à apresentada a seguir (Figura 7), que resume as informações princi-
pais a serem analisadas pelo laboratório, direcionando-o para uma melhor análise 
de investigação de causa.

A partir da rodada 2, esse laboratório começou a apresentar resultados falso-
-negativos em itens confirmadamente “positivos”, conforme resultados do con-
trole de qualidade do provedor e consensos gerais dos itens de ensaio de, no 
mínimo, 92%. O consenso obtido entre todos os laboratórios que utilizam o 
mesmo kit do laboratório identificado como XYZ também foi satisfatório, com 
mínimo de 92%. Esses dados são importantes, pois mostram que, a princípio, o 
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material de controle não apresentava comportamento atípico, alinhado a dados 
de homogeneidade e estabilidade do provedor, além de não ter havido efeito 
matriz e/ou comportamento diferenciado para o kit utilizado (amostras não 
estavam na zona de indeterminação do kit), direcionando o laboratório para 
analisar seu processo interno. 

Em contato com o laboratório, constatou-se que, no fim do ano, ocorreu uma 
mudança da equipe técnica responsável pela análise de rotavírus e a nova equipe 
não se atentou para o procedimento de uso e as características do material descri-
tas pelo provedor. A suspensão de fezes encaminhada no controle não necessitava 
de diluição para análise. A realização dessa etapa acabava por diminuir a positivi-
dade do material, provocando resultados falso-negativos.

Após implantar a ação corretiva, para a verificação da eficácia, o laboratório so-
licitou ao provedor as amostras com inadequação para uma nova análise, seguin-
do, dessa vez, o procedimento recomendado pelo provedor, obtendo êxito. Uma 
maneira de evitar esse tipo de impacto no controle de qualidade é realizar trei-
namentos com a equipe, periodicamente, conscientizando-os para a importância 
de seguir os documentos orientativos do provedor e alertando-os para possíveis 
exceções diante de materiais de controle de qualidade.

FIGURA 7 Análise histórica de desempenho do laboratório. 
Fonte: autorizada pela Controllab.
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CONTAMINAÇÃO  
Pode ocorrer por parte do laboratório entre amostras do controle de qualidade 
(mistura entre os itens do ensaio) ou contaminação microbiológica; esta última em 
razão de uma possível má higienização do ambiente em que será realizada a análi-
se, de manuseio das tampas dos frascos de controle sem uso de luvas descartáveis 
e de uma possível transferência do material de controle para um tubo de coleta 
reaproveitado e mal higienizado para permitir leitura no equipamento. 

A Figura 8 ilustra o impacto de uma contaminação microbiológica no CI de 
urinálise elementos anormais (urina EA).

O resultado esperado para o lote XYZ (nível 2), conforme bula disponibilizada 
pelo provedor, era “negativo” para o parâmetro nitrito. Após algum tempo de uso 
do controle interno, o material começou a apresentar resultados “positivos”. Assim 
como a glicose, esperavam-se resultados “300 a 1.000 mg/dL”, mas, com o tempo 
de uso do controle interno, o material passou a apresentar queda em 100 mg/dL. 

Situações como essa devem ser inicialmente relatadas ao provedor do controle 
de qualidade, para que possa ser verificada a estabilidade do controle e se houve 
relatos de outros laboratórios com esse mesmo comportamento. E, se não forem 
identificadas por parte do provedor, é importante que o laboratório teste o mesmo 
material de controle com um novo lote da tira reagente, para eliminar a possibi-
lidade de se tratar de uma tendência desse lote da tira. Se o comportamento se 

FIGURA 8 Gráfico de acompanhamento de controle interno para urina EA. 
Fonte: autorizada pela Controllab.
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mantiver, o laboratório deve analisar a possibilidade de uma contaminação micro-
biológica do material de controle.  

Outra prática recomendada é analisar uma nova unidade do mesmo lote do 
controle com a máxima atenção aos pontos de vulnerabilidade no processo que 
podem acarretar em contaminação. Caso o comportamento do material esteja 
dentro do esperado após alguns dias de uso, consegue-se concluir a possibilidade 
de contaminação interna do laboratório no frasco utilizado anteriormente.

As bactérias, principalmente as gram-negativas, são capazes de converter ni-
trato em nitrito, com consequente aumento desse analito na amostra analisada. 
Contudo, quando presentes no meio, consomem a glicose, que, por sua vez, tende 
a apresentar uma queda nos resultados. 

É mais provável haver impacto de uma contaminação microbiológica no CI, já 
que necessita de um maior intervalo de tempo para que as bactérias cresçam e se 
proliferem. 

TRANSPORTE  
A logística de distribuição representa um fator pré-analítico de fundamental im-
portância e de impacto direto para que não haja alteração dos materiais de controle 
de qualidade. Com relação ao transporte, muitos fatores podem estar relacionados: 
quebras acidentais; extravios; agitação forte; hemólise do material por elevadas 
temperaturas; exposição à luz solar; entre outros fatores associados à deterioração.

O provedor deve disponibilizar informações a respeito do transporte dos ma-
teriais para que os laboratórios possam monitorá-los, permitindo a verificação no 
momento de sua chegada, como calendário com o período de envio e condições 
ambientais às quais os materiais podem ser submetidos.

É importante ressaltar que o provedor deve se atentar aos possíveis comentários 
dos laboratórios sobre essa etapa do processo pré-analítico, assim como os labora-
tórios precisam ponderar esse fator pré-analítico em suas investigações de causa. 

Após a verificação do material em sua chegada, outro fator pré-analítico bastante 
importante a que os laboratórios devem se atentar são as condições de armazena-
mento dos materiais, quando da não realização imediata da análise. Normalmente, 
essas informações são obtidas nos documentos disponibilizados pelos provedores. 
No item a seguir, esse assunto será explorado com mais detalhes.

ARMAZENAMENTO  
O armazenamento inapropriado pode impactar significativamente nos resultados 
de um ou mais ensaios que compõem os controles de qualidade interno e externo. 
Geralmente, esse tipo de erro é observado por tendência e/ou aumento da disper-
são nos resultados de controle.



44

A identificação é mais comumente observada quando o armazenamento inapro-
priado impacta de maneira significativa nos resultados de controle, ocasionando 
uma tendência positiva ou negativa dos valores, frente ao dado de referência. Porém, 
vale destacar que nem sempre esses materiais se degradam de modo proporcional; 
além disso, a queda e o aumento dos seus valores podem não ser tão significativos, 
mesmo o erro estando embutido nos resultados. Nesses casos, pode-se observar 
um aumento na variação (dispersão) dos dados de controle, inclusive quando dife-
rentes itens estão sendo analisados paralelamente ou entre rotinas.

Com a possibilidade de ter um tratamento diferenciado diante das amostras de 
pacientes, os materiais de controle podem apresentar algumas particularidades 
quanto ao seu armazenamento. Isso porque os provedores buscam sempre maxi-
mizar a sua estabilidade quanto ao transporte e, ao mesmo tempo, disponibilizar 
ao laboratório uma maior estabilidade para a realização de suas análises. O correto 
manuseio do laboratório frente às orientações garante que o comportamento obser-
vado nos dados de controle esteja relacionado apenas a uma alteração no processo 
analítico, e não a uma mudança de comportamento do material de controle. Por 
isso, recomenda-se que esses materiais só devam ser tratados de modo semelhante 
às amostras de pacientes quando já estão sendo introduzidos na rotina analítica.

Os materiais liofilizados têm uma resistência maior a temperaturas extremas; 
por isso, as degradações ocasionadas ao armazenamento indevido não são tão co-
muns de identificar nesse tipo de apresentação. Como nem todos os controles de 
qualidade podem ser liofilizados, o armazenamento daqueles com apresentação 
líquida demandam uma maior atenção dos usuários, já que podem se degradar de 
forma mais rápida e significativamente.

Como cada ensaio tem um tempo de degradação e/ou uma sensibilidade di-
ferente frente ao armazenamento inapropriado do material de controle, pode-se 
esperar que um ou mais ensaios apresentem alterações mais significativas nos da-
dos, o que pode não ser percebido em outro conjunto de ensaios que também com-
põem o material de controle. Nesse caso, na investigação de uma possível alteração 
do material, sugere-se verificar no relatório de avaliação, ou nos dados de controle 
interno, se os ensaios mais sensíveis ao armazenamento inapropriado sofreram 
algum tipo de alteração (comportamento atípico) não observada nos ensaios mais 
resistentes a ambientes extremos.

Para evitar esse tipo de erro, é importante que o laboratório siga sempre as 
orientações do provedor e que o contate em caso de dúvidas sobre como proceder 
com relação ao material.

A seguir, destaca-se um exemplo no qual um laboratório mantinha o material 
de hematologia na geladeira e, após a realização de suas análises, armazenava-o na 
porta da geladeira, e não na parte mais interna, onde a temperatura é mais estável. 
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A Figura 9 apresenta o gráfico de acompanhamento dos dados de controle em que 
a regra 13s é violada após uma queda progressiva dos dados, conforme a realização 
das rotinas e o armazenamento diário. Destaca-se que tal comportamento não foi 
observado nas 10 primeiras dosagens, pois o laboratório a realizou em 5 dias com 
duas análises diárias.

FIGURA 9 Gráfico de controle interno de hemograma (hemácias). 
Fonte: autorizada pela Controllab.

Esse mesmo comportamento foi observado para hematócrito, o que reforçou a 
possibilidade de deterioração do material pelo mau armazenamento na geladeira.

PRÉ-DILUIÇÃO DO MATERIAL
A pré-diluição é realizada nos materiais de ensaio com concentrações acima da 
faixa de trabalho dos sistemas analíticos. Esse tipo de tratamento é muito comum, 
por exemplo, nas análises de urinálises, que apresentam valores elevados em al-
guns parâmetros.

Erros pré-analíticos relacionados à ausência de diluição não são tão comuns de 
identificar nos materiais de controle, pois esse procedimento já faz parte da rotina 
dos laboratórios. Mas vale ressaltar que, quando se trata de um processo manual, 
em que não se realiza o procedimento de diluição pelo sistema analítico de modo 
automatizado, a análise desse tipo de erro deve ser considerada na investigação de 
casos com comportamento atípico (erros grosseiros).
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EXPOSIÇÃO EXCESSIVA  
Trata-se de um dos grandes fatores relacionados às inadequações do laboratório 
no EP e no CI, visto que, ao manusear o material de controle, é muito comum que 
o usuário exceda o tempo máximo a que o material pode ficar exposto na bancada 
do laboratório.

Um dos motivos para a exposição excessiva na bancada consiste no manuseio 
com os materiais liofilizados, que necessitam ser reidratados pelo operador e ficar 
em repouso na bancada por certo tempo. Esse tempo de descanso é indicado para 
que se possa reidratar o material por completo; contudo, há um tempo máximo 
para que ele fique exposto à temperatura ambiente antes de ser analisado e/ou 
armazenado (refrigerado) conforme indicado pelo provedor. Ao exceder esse tem-
po, o usuário corre o risco de inviabilizar o uso desse material em seu controle de 
qualidade.

Os materiais de controle fornecidos na apresentação líquida e que, por motivo 
de estabilidade, necessitam estar armazenados em geladeiras/freezer geralmente 
também precisam ficar na bancada para atingir a temperatura ideal para análise –
nesse momento, o tempo máximo para exposição à temperatura ambiente também 
precisa ser respeitado.

É importante acrescentar ainda que alguns usuários costumam deixar os con-
troles expostos na bancada até que seus resultados sejam liberados pelo equipa-
mento. Essa exposição também pode influenciar significativamente nos resultados 
de controle, em um curto tempo de uso, ou no decorrer das rotinas, conforme a 
repetição desse manuseio inapropriado.

O aquecimento em banho-maria do material de controle também se faz ne-
cessário em alguns momentos, caso no qual é importante destacar que, além de o 
tempo máximo no banho-maria ser um fator importante para evitar a degradação 
do material, a temperatura indicada deve ser respeitada.

Por último, como é preciso abrir e fechar as tampas de alguns controles entre as 
pipetagens, recomenda-se que não excedam o tempo máximo necessário. O tempo 
de exposição em aberto acarreta a evaporação e a “secagem” do material nas bor-
das da tampa e do tubo, procedimento que pode alterar os valores do controle de 
qualidade. 

REFERÊNCIA
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and alternative assessment to improve medical laboratory quality. 3. ed. Wayne: CLSI; 2016.
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4 Flexibilização do jejum para avaliação do perfil lipídico

INTRODUÇÃO  
Alguns autores anteciparam que o fim do jejum para o perfil lipídico seria indica-
do para a rotina laboratorial. Duas publicações em 2016 recomendaram o fim do 
jejum para o perfil lipídico: o Consenso da European Atherosclerosis Society e da 
European Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine;1 e outra pu-
blicação norte-americana de Driver e colaboradores.2 Essa quebra de paradigma 
permitiu trazer para a rotina o estado metabólico habitual dos pacientes; e, como 
já está bem sedimentado na literatura, valores aumentados de triglicerídeos no 
pós-prandial representam um maior risco para eventos cardiovasculares. 

O consenso brasileiro que flexibilizou o jejum para o perfil lipídico foi elaborado 
pelas Sociedades Brasileiras de Patologia Clínica e Medicina Laboratorial (SBPC/
ML), Cardiologia (SBC), Diabetes (SBD), Endocrinologia e Metabologia (SBEM) 
e Análises Clínicas (SBAC). Esse consenso foi publicado como “Posicionamento 
sobre a flexibilização do jejum para o perfil lipídico”3 e, também, incluído na Atua-
lização da Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevenção da Aterosclerose (2017).4

O principal objetivo da flexibilização do jejum foi tornar a coleta de sangue 
mais segura em diversas situações, prevenindo casos de hipoglicemia por uso  
de insulina em pacientes com diabetes melito ou por jejum prolongado no caso de 
gestantes, crianças e idosos, minimizando intercorrências e aumentando a adesão 
para a realização de exames e o comparecimento às consultas médicas.

As dosagens no estado pós-prandial são mais práticas, viabilizando maior 
acesso do paciente ao laboratório, com menor perda de dias de trabalho, aban-
dono de consultas médicas por falta de exames e maior acesso à avaliação do 
risco cardiovascular.
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As determinações de colesterol total, HDL-C, não HDL-C e LDL-C não diferem 
significativamente se realizadas no estado pós-prandial ou de jejum. Há aumento 
nos níveis de triglicerídeos (TG) no estado alimentado, embora seja pouco rele-
vante desde que se considere uma refeição usual que não seja sobrecarregada em 
gordura, havendo a possibilidade de ajustar os valores de referência.

A flexibilidade do jejum para o perfil lipídico tornou possível uma maior ampli-
tude de horários de coleta, reduzindo, assim, o congestionamento nos laboratórios, 
especialmente no início da manhã, com maior conforto para o paciente.

Os avanços tecnológicos nas metodologias diagnósticas dos principais ensaios 
disponíveis mitigaram as interferências causadas pela maior turbidez nas amostras, 
decorrentes de elevadas concentrações de TG. Contudo, há potenciais limitações, 
especialmente referente ao cálculo da LDL-C, em que estudos de desempenho en-
tre diferentes metodologias têm demonstrado a necessidade de revisão das práti-
cas de utilização das fórmulas adotadas.

A concentração de LDL-C no plasma sanguíneo pode ser estimada pelo cálculo 
com a fórmula de Friedewald, descrita em 1972, mas apresenta muitas limitações. 
Na fórmula de Friedewald (LDL-C = CT – HDL-C – TG/5), o valor de TG/5 é uma 
estimativa do VLDL-C e todas as concentrações são expressas em mg/dL. Quando 
o TG está elevado, o cálculo do LDL-C pela fórmula de Friedewald é subestima-
do e deixa-se de tratar o paciente pela interferência do TG. Algumas condições 
são exigidas para que os resultados sejam confiáveis e possam ser considerados 
de exatidão adequada. A concentração dos TG deve ser menor que 400 mg/dL, e 
valores acima de 100 mg/dL de TG já começam a subestimar os valores de LDL 
quando comparados à ultracentrifugação. Outra limitação ao uso da fórmula é que 
as amostras não devem conter beta-VLDL, característica da hiperlipoproteinemia 
tipo III. Quando uma ou mais das condições citadas não são cumpridas, não se 
pode utilizar a fórmula. 

O estudo de Martin e colaboradores,5 com 1.350.908 crianças, adolescentes e 
adultos, sugere a correção da fórmula de Friedewald, utilizando como referência 
a ultracentrifugação. Os cálculos estatísticos definiram diferentes divisores para 
o valor de TG, que permitem estimar com maior fidedignidade os valores de 
VLDL-C. Para obter esses divisores, depende-se das concentrações do colesterol 
não HDL (não HDL-C) e do TG da amostra do paciente. Com esse novo divisor 
(x), aplica-se a fórmula: LDL-C= CT – HDL-C – TG/x, em que x varia de 3,1 a 
11,9. Isso significa que se pode calcular o LDL-C com valores de TG na amplitude  
de 7 mg/dL – 13.975 mg/dL com seus respectivos fatores. A correção mostra um 
benefício importante em situações em que não seja possível usar a fórmula com 
TG > 400 mg/dL, seja na coleta sem jejum, seja com jejum. 
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Outra maneira de apresentar os valores de LDL-C seria a dosagem direta da fra-
ção por meio de ensaios colorimétricos. Contudo, seu grande problema é a enor-
me variação existente entre os ensaios disponíveis no mercado, que pode chegar a 
30% e ainda não é muito bem entendida na literatura. Isso provavelmente decorre 
das diferentes especificidades de cada ensaio por cada subfração da LDL lipopro-
teína. Essa variação poderia ser uma condição limitante para a utilização ampla da 
dosagem direta na prática clínica.

É muito importante incluir no laudo do laboratório o cálculo do não HDL-C  
junto aos demais resultados do perfil lipídico para adultos, pois os níveis de TG 
não interferem no seu cálculo e será necessário para aplicar a fórmula de Martin.

Com o processo de flexibilização do jejum na coleta da amostra para avaliar 
o perfil lipídico, algumas recomendações clínicas e laboratoriais são importantes.  

RECOMENDAÇÕES PARA O ATENDIMENTO DO  
PACIENTE NO LABORATÓRIO CLÍNICO  
• Coleta de amostra sem jejum para o perfil lipídico: poderá ser realizado pelo 

laboratório com a presença da informação do estado de jejum, no momento da 
coleta da amostra, no laudo laboratorial;

• Solicitação médica sem definição do tempo de jejum e que não contenha outros 
exames sabidamente requerentes de jejum: recomenda-se incluir o tempo infor-
mado de jejum no momento de coleta no laudo laboratorial;

• Presença, na mesma solicitação, de outros exames que necessitam de jejum: o 
laboratório clínico poderá definir que o perfil lipídico seja coletado com jejum 
de 12 horas quando os outros exames laboratoriais, solicitados na mesma requi-
sição, também necessitam desse período de jejum. Recomenda-se que o labo-
ratório especifique a necessidade ou não do jejum para cada exame: sem jejum, 
com jejum de 12 horas ou conforme a definição do laboratório;

• Quando houver a indicação de um tempo específico de jejum na solicitação do 
médico, o laboratório deverá seguir tal recomendação. Poderá ser utilizado o 
cálculo de horas de jejum pelo SIL (Sistema de Informação Laboratorial), com 
base na informação do tempo da última refeição;

• Quando os níveis de TG no estado pós-prandial se encontrarem > 440 mg/dL 
ou na presença de situações especiais, como em recuperação de pancreatite por 
hipertrigliceridemia, ou em início de tratamento com medicamentos que cau-
sam hipertrigliceridemia grave, será recomendada ao médico solicitante a pres-
crição de uma nova avaliação de TG com jejum de 12 horas e considerado um 
novo exame de TG pelo laboratório clínico;

• Quando acontecer a segunda coleta de amostra para TG: ficará a critério de 
cada laboratório clínico; dependendo de seu sistema e estratégia, utilizar o 
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mesmo código ou outro específico para o exame de TG sem jejum e TG com 
jejum de 12 horas.

RECOMENDAÇÕES DE MODELO DO LAUDO LABORATORIAL   
O laudo laboratorial é de responsabilidade do laboratório clínico e de seu respon-
sável técnico. Com o intuito de promover o alinhamento e a harmonização entre as 
instituições, recomenda-se a adoção das seguintes informações no laudo:

• Os valores referenciais e de meta terapêutica do perfil lipídico (adultos > 20 
anos), de acordo com a avaliação de risco cardiovascular estimado pelo médi-
co, estão descritos nas Tabelas 1 e 2. Os valores devem ser interpretados pelo 
médico que solicitou o exame, que estratifica o risco cardiovascular do paciente 
com base em critérios clínicos (p. ex., idade, diabetes, hipertensão, tabagismo, 
insuficiência coronariana etc.) e define qual o valor ideal a ser alcançado, espe-
cificamente para cada paciente. Essa estratificação pode ser feita por meio da 
calculadora de risco cardiovascular disponibilizada no site da Sociedade Bra-
sileira de Cardiologia (SBC) (<http://departamentos.cardiol.br/sbc-da/2015/
CALCULADORAER2017/index.html>); 

• Inserção de observação no laudo, referenciando que os valores de perfil lipídico 
devem ser interpretados conforme a avaliação e a evolução clínica do paciente. 
Recomenda-se a seguinte frase: “A interpretação clínica dos resultados deverá 
levar em consideração o motivo da indicação do exame, o estado metabólico do 
paciente e a estratificação do risco para estabelecimento das metas terapêuticas”;

• Os valores referenciais desejáveis do perfil lipídico para crianças e adolescentes 
são indicados na Tabela 3. Não são indicados valores de meta terapêutica de 
acordo com risco cardiovascular para esse grupo de pacientes;

• Pacientes com diabetes e sem fatores de risco ou sem evidência de aterosclerose 
subclínica devem manter o LDL-C abaixo de 100 mg/dL. Pacientes com fatores 
de risco ou doença aterosclerótica subclínica devem manter LDL-C abaixo de 
70 mg/dL. Pacientes com história de infarto agudo do miocárdio, acidente vas-
cular encefálico (AVE) ou revascularização coronariana, carotídea ou periférica, 
ou história de amputação devem manter o LDL-C abaixo de 50 mg/dL;

• Fica a critério do laboratório incluir uma observação específica para o rastrea-
mento da hipercolesterolemia familiar (HF). Recomenda-se o uso da seguinte 
frase: “Valores de colesterol total ≥ 310 mg/dL em adultos ou ≥ 230 mg/dL para 
crianças e adolescentes podem ser indicativos de hipercolesterolemia familiar, 
se excluídas as dislipidemias secundárias”. 
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TABELA 1 Valores referenciais desejáveis do perfil lipídico para adultos > 20 anos 

Lipídios Com jejum (mg/dL) Sem jejum (mg/dL)

Colesterol total < 190 < 190

HDL-C > 40 > 40

Triglicerídeos < 150 < 175

Fonte: Atualização da Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevenção da Aterosclerose – 2017.4

TABELA 2 Valores de meta terapêutica conforme a avaliação de risco cardiovascular 
estimado pelo médico solicitante do perfil lipídico para adultos > 20 anos

  Risco cardiovascular estimado 

pelo médico

Meta terapêutica

(mg/dL)

Lipídios Categoria de risco Com ou sem jejum

LDL-C Baixo

Intermediário

Alto

Muito alto

< 130

< 100

< 70

< 50

Não HDL-C Baixo

Intermediário

Alto

Muito alto

< 160

< 130

< 100

< 80

Fonte: Atualização da Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevenção da Aterosclerose – 2017.4

TABELA 3 Valores referenciais desejáveis do perfil lipídico para crianças e 
adolescentes 

Lipídios Com jejum

(mg/dL)

Sem jejum

(mg/dL)

Colesterol total < 170 < 170

HDL-C > 45 > 45

Triglicerídeos (0 a 9 anos) < 75 < 85

Triglicerídeos (10 a 19 anos) < 90 < 100

LDL-C < 110 < 110

Fonte: Atualização da Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevenção da Aterosclerose – 2017.4
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RECOMENDAÇÕES SOBRE FÓRMULAS  
E  A DOSAGEM DIRETA DE LDL-C  
A avaliação do LDL-C pode ser realizada por dosagem direta ou estimada por 
cálculo com base nas fórmulas de Friedewald ou de Martin. Recomenda-se que os 
laboratórios clínicos adotem as seguintes orientações:

• Observar, na utilização da fórmula de Friedewald, as limitações da falta de jejum 
e de valores de TG > 400 mg/dL para estimar o LDL-C, podendo, nesses casos, 
ser aplicada a fórmula de Martin ou utilizada a dosagem direta;

• Na coleta de amostra pós-prandial, pode-se avaliar o LDL-C por dosagem direta 
ou pela fórmula de Martin; 

• Incluir o cálculo do colesterol não HDL (não HDL-C) junto aos demais resul-
tados do perfil lipídico para adultos, mesmo sem jejum, pois os níveis de trigli-
cerídeos não interferem nesse cálculo. Fica a critério do laboratório reportar ou 
não o cálculo do VLDL-C;

• É importante observar que em algumas hipertrigliceridemias graves, quando a 
concentração das lipoproteínas ricas em TG predomina no sangue, e as concen-
trações de LDL-C e HDL-C estão baixas, a tendência é o cálculo do LDL-C pela 
fórmula de Martin estar muito baixo ou com o valor negativo. Nessa situação, 
recomenda-se liberar um valor de LDL-C < 10 mg/dL. Têm-se, no mesmo vo-
lume de amostra, muitas partículas grandes de VLDL e poucas de LDL, subesti-
mando a quantidade de LDL circulante.  

A principal finalidade do consenso sobre a flexibilização do jejum foi a de pa-
dronizar condutas clínicas e laboratoriais, com relação à flexibilidade do jejum na 
avaliação do perfil lipídico, em todo o território nacional, contribuindo para que 
os médicos e os laboratórios clínicos tenham segurança em suas tomadas de deci-
sões, com o respaldo de evidências científicas.

CASOS CLÍNICOS  
Caso 1  
Paciente do sexo masculino, 45 anos e obeso, em busca de prevenção primária pro-
cura o clínico para uma avaliação cardiovascular. O paciente tem pai falecido de 
infarto agudo do miocárdio e já está hipertenso e diabético. Na avaliação, o médico 
solicitou o seu perfil lipídico e calculou o seu risco cardiovascular na calculadora 
de risco da SBC. O paciente apresentou risco intermediário. Nesse caso, o paciente 
deve ter como alvo terapêutico o LDL-C inferior a 100 mg/dL ou o não HDL-C 
inferior a 130 mg/dL. Na Tabela 4, estão descritos os resultados do perfil lipídico 
do paciente em questão realizados em cinco diferentes laboratórios. A amostra foi 
processada em dois ensaios diferentes para o LDL-C, dosados por método direto,  
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processados por ultracentrifugação e calculados pelas duas fórmulas – a de  
Friedewald e a de Martin.

TABELA 4 Resultados do perfil lipídico do mesmo paciente em cinco laboratórios 
diferentes

Variáveis LAB 1

(mg/dL)

LAB 2

(mg/dL)

LAB 3

(mg/dL)

LAB 4

(mg/dL)

LAB 5

(mg/dL)

Colesterol total 214 210 212 213 211

HDL-C 51 47 45 48 50

Triglicerídeos 300 305 306 299 305

LDL-C Friedewald 103 102 106 105 100

LDL-C Martin 120 119 123 121 118

LDL-C dosado – 88 – 120 105

LDL-C ultracentrifugação 122 – – – –

Não HDL-C 163 163 167 165 161

Os níveis de colesterol total, TG e HDL-C variam pouco entre os laboratórios. 
Considerando o valor da dosagem de LDL-C por ultracentrifugação (122 mg/dL) 
o gold standard (padrão de referência) para essa medida, comparam-se os resulta-
dos dos diferentes laboratórios. Na metodologia direta, entre fabricantes diferentes, 
os resultados variam muito entre si (88 a 120 mg/dL). Na avaliação pela fórmula 
de Friedewald, o valor foi em média de 103 mg/dL e, pela fórmula de Martin, de 
120 mg/dL. O valor do LDL-C estimado pela fórmula de Martin é o que fica mais 
próximo ao valor dosado por ultracentrifugação. Caso o médico avaliasse a disli-
pidemia desse paciente com os níveis de LDL-C e recebesse no laudo o valor de 
103 mg/dL, calculado pela fórmula de Friedewald, provavelmente o paciente não 
receberia tratamento para dislipidemia, por estar muito próximo ao alvo. Caso o 
médico recebesse o resultado do LDL-C de 120 mg/dL, calculado pela fórmula de 
Martin, ou avaliasse o paciente pelo não HDL-C, provavelmente esse profissional 
iniciaria a terapia hipolipemiante. A padronização pela fórmula de Martin é a mais 
adequada, pois os valores de LDL-C se aproximam do LDL-C dosado por ultra-
centrifugação (o método de referência).

Caso 2  
Paciente do sexo feminino, 28 anos, em exame periódico realizado em labora-
tório que já implantou a flexibilização do jejum apresentou os valores de TG de  
4.780 mg/dL (realizado sem jejum de 12 horas), colesterol total de 187 mg/dL e 
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HDL-C de 50 mg/dL. Mesmo aplicando a fórmula de Martin, que permite valores 
altos de TG, o valor de LDL-C será negativo. O laboratório clínico, nesse caso, pode 
liberar o resultado como inferior a 10 mg/dL. A paciente praticamente apresenta 
poucas partículas de lipoproteína LDL e muitas partículas grandes de lipoproteína 
VLDL na circulação, subestimando a quantidade de LDL circulante. Nesse caso, 
mesmo dosando por método direto, os valores sempre se apresentam inferiores à 
sensibilidade analítica do método. O médico pode repetir o exame com o jejum de 
12 horas, conforme recomendado pelo consenso, ou, também, iniciar as terapias 
específicas para redução dos TG e, posteriormente, avaliar a necessidade da repe-
tição do exame para acompanhamento clínico do paciente. 
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5 Potenciais interferências do gel  
separador e novas tecnologias

INTRODUÇÃO  
Os primeiros tubos a vácuo foram lançados na década de 1940, a partir de uma 
solicitação da Cruz Vermelha norte-americana. Com o passar dos anos, tubos a 
vácuo para diversas aplicações e dispositivos para a coleta de sangue a vácuo pas-
saram a ser desenvolvidos, resultando em um grande avanço ao laboratório clínico. 
Na década de 1970, chegaram ao mercado os tubos a vácuo com gel separador, 
quando ainda eram de vidro e o gel separador, à base de silicone. A tecnologia de 
um separador de gel para os tubos de soro tinha o propósito de endereçar algumas 
necessidades dos laboratórios, promovendo uma maior eficiência dos processos e 
aumentando a segurança dos profissionais de saúde. 

Na década de 1990, percebeu-se a necessidade de aplicar a mesma tecnologia 
da barreira de gel dos tubos de soro aos tubos com heparina lítica, geradores de 
plasma. Então, os laboratórios puderam usufruir dos benefícios do gel separador 
à rapidez do plasma, pois, desse modo, não era necessário aguardar a retração do 
coágulo, exigida nos tubos para geração de soro. 

Neste capítulo, será possível observar a relação do gel separador com as aná-
lises e suas potenciais interferências, além de entender melhor seus benefícios e 
características. 

GEL SEPARADOR  
A função do gel é proporcionar uma barreira física e química entre o soro ou o 
plasma e as células.1

A utilização da barreira de gel proporcionou muitos benefícios para a coleta, o 
processamento e o armazenamento das amostras em um tubo primário.1

Os tubos com gel separador foram bem aceitos pelos laboratórios, principal-
mente pelas vantagens proporcionadas pela barreira de gel, que facilita a rápida 
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separação do soro dos constituintes celulares do sangue, reduzindo, assim, o tempo 
gasto na fase pré-analítica pela equipe laboratorial.2 

A barreira separadora é formada pelo modo como o gel reage às forças aplica-
das pela centrifugação. Após a coleta da amostra de sangue em um tubo com gel  
separador, na medida em que a centrifugação se inicia, a força g aplicada no  
gel causa a diminuição da sua viscosidade, permitindo sua movimentação ou flui-
dez, conhecidas por características tixotrópicas. Quando a centrifugação cessa, o 
gel se torna uma barreira imóvel entre o sobrenadante e as células.1 

Inicialmente, os primeiros tubos com separador continham gel de silicone; po-
rém, mostraram-se instáveis após a esterilização e o gel de silicone foi substituído  
por gel à base de poliéster. Geralmente, o gel é composto por mais de um 
componente: uma resina e uma mistura estabilizadora, necessária para ajustar a 
densidade do gel para que ele esteja entre o soro ou o plasma e as células. Em razão 
da composição natural dos géis, a validade é finita.1 

Propriedades do gel separador  
Para exercer sua função, o gel deve apresentar propriedades essenciais:3

• Densidade: deve ser projetada para estar entre o soro/plasma em interface à 
localização das células;

• Ponto de movimentação: refere-se ao momento em que o gel passa a se mover 
do estado estático para um móvel, efeito conhecido como tixotrópico; 

• Viscosidade: a viscosidade do gel permitirá que haja movimentação entre o  
coágulo e as células durante a centrifugação;

• Medicações terapêuticas: o índice de adsorção e a estabilidade dos medicamen-
tos em relação ao tipo de gel. 

Movimentação do gel separador  
Em virtude da propriedade tixotrópica do gel – semissólido sob condições está-
ticas tornando-se menos viscoso quando se aplica a força g –, sua movimentação 
durante a centrifugação é possível. Os géis separadores dispõem de uma densidade 
específica que fica entre a densidade do soro/plasma e coágulo/células, que deter-
minará a localização da interface. 

A completa e adequada formação da barreira de gel depende do tempo de cen-
trifugação (principalmente para uma barreira uniforme), da temperatura da cen-
trífuga e da força g. 

Uma formação inadequada da barreira de gel nos tubos certamente estará rela-
cionada ao baixo tempo de centrifugação ou à força g insuficiente. A força g deve 
ser indicada pelo fabricante dos tubos como entre 1.300 a 3.000 g. 
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Em centrífugas de ângulo móvel, a centrifugação dever ser de 10 minutos; já em 
centrífugas de ângulo fixo, recomenda-se o tempo de 15 minutos; porém, a forma-
ção incompleta da barreira também pode estar relacionada a fatores associados  
ao paciente. 

Durante o processo de centrifugação, a força centrífuga é aplicada no gel do 
tubo. As centrífugas de ângulo móvel se mostram mais eficientes quando compa-
radas às de ângulo fixo em razão da maior força axial aplicada no gel.

A qualidade da formação da barreira em centrífugas de rotor fixo depende do 
ângulo do rotor. Nesses casos, a barreira de gel será mais fina e inclinada, enquanto, 
em centrífugas de ângulo móvel, a barreira será mais espessa e horizontal. 

Em situações de temperaturas muito baixas, nas quais a movimentação do gel 
pode ser comprometida, indica-se o uso de centrífugas refrigeradas em 25°C. 

Fatores que influenciam o desempenho do gel  
O tubo com gel separador trouxe muitos benefícios ao laboratório clínico; porém, 
alguns fatores podem influenciar seu desempenho:

1. Controlados pelos fabricantes: 
• Propriedades físicas do gel;
• Material do tubo (vidro ou plástico);
• Posição do gel dentro do tubo.
2. Controlados pelos usuários:
• Manuseio dos tubos:

 – Volume coletado;
 – Tempo de coagulação;
 – Tipo de centrífuga;
 – Força g;
 – Tempo e temperatura de centrifugação;
 – Armazenamento;
 – Umidade;
 – Validade;

• Característica do material coletado:
 – Coleta de sangue após o uso de contraste iodado.4 

3. Não controláveis:
• Fatores associados ao paciente:

 – Hematócrito baixo;
 – Proteína sérica elevada;6

 – IgG sérico elevado;5,6

 – Mieloma múltiplo.6
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As amostras de pacientes com distúrbios de proteínas alteram a densidade do 
soro que interfere na adequada formação da barreira de gel, posicionando-se aci-
ma do soro/plasma, ou até mesmo não se movimentam.6 

Em pacientes com mieloma múltiplo, a barreira de gel fica entrelaçada com o 
soro e os eritrócitos,6 o que pode resultar na obstrução dos equipamentos analíticos. 

Quando o gel não consegue se movimentar, a análise poderá ser realizada com o 
soro sobrenadante e, quando o gel se posicionar acima do soro, deverá ser coletada 
uma nova amostra em tubo sem gel separador. 

POTENCIAIS INTERFERÊNCIAS DO GEL SEPARADOR  
Estabilidade analítica  
A estabilidade analítica das amostras de sangue é comumente definida como “a ca-
pacidade da amostra em reter os valores iniciais mensurados com específicos limi-
tes e sob condições especiais”.7 É importante ressaltar que a estabilidade dos analitos 
também está associada a outros fatores não relacionados ao gel e que podem cau-
sar alteração e/ou deterioração dos analitos. É comum a associação da estabilidade 
analítica ao gel separador. A verdade é que a maioria dos testes realizados em soro 
e plasma heparinizado não sofre interferências em razão do gel.8 

Atualmente, os fabricantes de tubos têm desenvolvido novas fórmulas de gel para 
minimizar a adsorção de medicamentos e analitos.3 Apesar das constantes evoluções 
dos tubos de coleta de sangue, as características (estabilidade, resina, viscosidade 
etc.) do gel são diferentes entre um fabricante e outro, assim como a possibilidade de 
alteração da estabilidade analítica pela adsorção de medicamentos ou analitos, sendo 
recomendada a verificação da compatibilidade dos tubos aos futuros testes. 

Dosagem de medicações terapêuticas  
O uso de tubos com gel separador para o monitoramento de medicações terapêu-
ticas ainda provoca muitas discussões. 

Idealmente, os resultados laboratoriais não devem ser afetados pela interação com 
o gel separador. Porém, alguns relatos revelam efeitos na concentração dos analitos.  
O volume da amostra, o tempo de armazenamento e o tipo de gel podem influenciar 
a adsorção de medicamentos ao gel.3 Medicações hidrofóbicas, como fenitoína, feno-
barbital, carbamazepina, quinidina e lidocaína, podem adsorver ao gel separador. Essa 
adsorção pode diminuir a concentração sérica entre 20 e 50% após 24 horas em 4°C.3 

Alguns fatores podem influenciar na estabilidade dos analitos para monitora-
mento de medicações terapêuticas e química especial:

1. Controlados pelos fabricantes: 
• Natureza química da resina;
• Superfície do gel antes da centrifugação.
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2. Controlados pelos usuários:
• Tempo de contato do gel com a amostra antes e após a centrifugação; 
• Temperatura de armazenamento;
• Volume de amostra acima do gel;
• Posicionamento do tubo antes da centrifugação;
• Superfície do gel após a centrifugação (centrífugas de ângulo fixo versus ângulo 

móvel). 
3. Não controláveis:
• Natureza química do analito ou da medicação;
• Concentração dos analitos: horário da administração do medicamento, metabo-

lismo do paciente etc. 

O usuário ou o laboratório têm a maior influência quanto à estabilidade do ana-
lito. O tempo em que a amostra permanece em contato com o gel, a temperatura de 
armazenamento e o posicionamento dos tubos antes da análise podem afetar o ín-
dice de recuperação do analito do sobrenadante quando eles não são controlados. 

Outros fatores, como a natureza química dos medicamentos, não podem ser con-
trolados. Há medicações hidrofóbicas (repelentes à água) ou hidrofílicas (atraentes 
à água) e, ainda, a acidez relativa que influenciam sua estabilidade no gel separador 
dos tubos. Se a medicação é hidrofóbica, tende a migrar fora da fase aquosa da 
amostra, em direção ao gel.9 

Na Tabela 1, são apresentadas algumas medicações terapêuticas mais comuns e 
suas respectivas classificações.

TABELA 1 Medicações terapêuticas mais frequentes e suas respectivas classificações

Medicações hidrofílicas Medicações hidrofóbicas

Gentamicina Fenobarbital

Vancomicina Fenitoína

Teofilina Carbamazepina

Lítio Digoxina

Valproato Imipramina/Desipramina

Quinidina Antidepressivos tricíclicos

Obstrução de Probes  
Frequentemente, os laboratórios clínicos enfrentam desafios em seu setor técnico 
em virtude dos erros pré-analíticos, responsáveis por mais de 75% do total de erros 
de um laboratório.10-14 
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Entre os erros pré-analíticos, variáveis como presença de fibrinas na amostra, 
hemólise e tubos com volume insuficientes representam os principais vilões e, 
muitas vezes, provocam transtornos ao laboratório com retrabalho, recoletas, pa-
rada de equipamentos e gastos excessivos. 

Quando um equipamento aspira fibrinas em uma amostra de soro ou gel em 
um tubo de baixo volume, é possível que haja obstrução da agulha de aspiração 
da amostra. A aparência da substância acumulada na agulha costuma ser viscosa e 
clara, lembrando a aparência do gel separador (Figura 1). 

Certamente, há a possibilidade de aspirar o gel em razão do baixo volume de 
amostra ou até mesmo pelo posicionamento do gel após a centrifugação (centrí-
fuga de ângulo fixo), substância que poderá se acumular e afetar o funcionamento 
dos equipamentos. Contudo, a maior parte das obstruções é causada pela aspira-
ção de filetes de fibrina presentes na amostra, que, muitas vezes, são praticamente 
imperceptíveis visualmente. 

Os filetes de fibrina se formam pela má homogeneização dos tubos com ativador 
de coágulo, pelo volume menor que o recomendado e pela retração do coágulo na 
horizontal. Quando os tubos com gel separador e ativador de coagulação são cen-
trifugados precocemente, isto é, antes da completa retração do coágulo, haverá a 
formação de fibrina grosseira, que, muitas vezes, inviabiliza a análise. 

FIGURA 1 Probes com substâncias. 
Fonte: autorizada pela BD Life Sciences – Preanalytical Systems.

A única maneira de afirmar qual é a substância presente na agulha de aspiração 
de amostras dos equipamentos é pela análise FTIR. 

A análise FTIR (espectroscopia no infravermelho transformada de Fourier) ava-
liará quimicamente os principais ingredientes presentes em uma amostra qual-
quer,15 identificando a família química da substância analisada, ou seja, indicará 
se a substância é um gel, uma fibrina, resíduos de solução de limpeza, entre outras. 
Abaixo um exemplo de um laudo em FTIR – Figura 2.
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FIGURA 2 Demonstração de laudo da análise FTIR. 
Fonte: autorizada pela BD Life Sciences – Preanalytical Systems.

Desafios com o gel  
Manchas de gel na parede dos tubos  
As manchas de gel ocorrem quando o gel se move para uma posição ligeiramente 
mais alta que sua posição final da interface entre o soro e coágulo. Durante a cen-
trifugação, o gel se movimentou, mas se “compactou” um pouco abaixo do movi-
mento inicial, promovendo a aparência de mancha ou camada fina depositada na 
parede do tubo (Figura 3). 

Esse efeito visual geralmente aumenta com: o tempo e força de centrifugação; 
centrífugas com temperatura acima de 25°C; variação de aceleração do rotor da 
centrífuga; e acionamento do freio da centrífuga. 

FIGURA 3 Manchas de gel na parede do tubo. 
Fonte: autorizada pela BD Life Sciences – Preanalytical Systems.
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Glóbulos de gel/gotas de óleo  
A presença de glóbulos de gel ou gotas de óleo pode ser resultado de tubos arma-
zenados em temperaturas elevadas no almoxarifado ou centrífugas com tempe-
raturas superiores a 25°C. Nesses casos, é possível observar gotas similares a óleo 
flutuante no soro ou sobrenadante (Figura 4). 

FIGURA 4 Glóbulo de gel. 
Fonte: autorizada pela BD Life Sciences – Preanalytical Systems.

Qualidade do soro ou plasma em tubos com gel separador  
Células vermelhas suspensas  
A presença de células vermelhas suspensas do soro ou plasma pode ser identificada 
pelo aspecto avermelhado da parede dos tubos, após a centrifugação, ou seja, quan-
do ocorre a adesão das células vermelhas à camada interna do tubo. 

Quando a camada de células vermelhas é fina ou em baixo grau, não há com-
prometimento da amostra; porém, nos casos mais grosseiros ou em grau mais alto, 
essa camada pode resultar em hemólise (Figura 5). 

Tal efeito pode ser reduzido com um revestimento interno de silicone na super-
fície interna dos tubos feito durante a fabricação dos tubos, atuando como hemor-
repelente e evitando, assim, a adesão das células. 

FIGURA 5 Células vermelhas suspensas. 
Fonte: autorizada pela BD Life Sciences – Preanalytical Systems.
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Anel de células  
Outro efeito visual percebido nos laboratórios chama-se anel de células – ele se 
refere à presença de um filete de fibrina com células vermelhas aderidas à parede 
interna, formando um anel na parte superior do tubo (Figura 6). 

Esse efeito é atribuído ao posicionamento dos tubos após a coleta da amostra, e 
as amostras que formam anéis de células são posicionadas de modo que a retração 
do coágulo ocorra na parte interna da tampa do tubo, podendo ou não se separar 
da rolha. 

Os anéis de células, dependendo da quantidade, podem promover somente um 
efeito visual, como, também, desprender-se da parede, e, quando flutuantes, ser 
aspirados pela agulha de aspiração dos equipamentos analíticos.

FIGURA 6 Anel de células vermelhas. 
Fonte: autorizada pela BD Life Sciences – Preanalytical Systems.

Fibrina   
A fibrina consiste em uma rede tridimensional de fios de proteínas que podem se 
prender aos glóbulos vermelhos, aos glóbulos brancos ou às plaquetas. 

A presença de fibrina ou massa de fibrina indica que a retração de coágulo pode 
não ter sido completa antes da centrifugação, reduzindo, então, o rendimento sé-
rico da amostra. Em virtude do tempo insuficiente de retração do coágulo, ainda 
pode ser formada fibrina latente, isto é, sua formação continuou durante ou após a 
centrifugação. Esse fenômeno também ocorre pela falta ou homogeneização insu-
ficiente e pelo volume de coleta abaixo do volume nominal. 

A aspiração de filetes de fibrinas (Figura 7) pelas agulhas de aspiração pode re-
sultar na obstrução física e na variação do volume de amostra aspirado pelo equi-
pamento. Além disso, quando aspirado, poderia ser depositado dentro do equipa-
mento, com a possibilidade de formação de fibrina latente dentro do equipamento. 
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O impacto provocado pela fibrina e pelos filetes de fibrina é alto, altera a eficiên-
cia laboratorial, atrasa os resultados, causa a inatividade dos equipamentos e, ainda, 
coloca em risco a qualidade dos resultados. 

As orientações pré-analíticas e a educação dos flebotomistas são fundamentais 
para prevenir essas variáveis. 

FIGURA 7 Filetes de fibrina. 
Fonte: autorizada pela BD Life Sciences – Preanalytical Systems.

EVOLUÇÃO DO GEL   
Após, praticamente, quatro décadas utilizando tubos com gel separador, mesmo 
diante das evoluções e melhorias desenvolvidas para proporcionar maior esta-
bilidade analítica e maior estabilidade do gel separador frente às variáveis pré-

-analíticas, responsáveis por impactar o laboratório clínico e sua eficiência pelos 
transtornos aos equipamentos analíticos, ainda encontram-se desafios quanto à 
utilização de amostras de soro ou plasma em gel separador. 

Buscando a modernização das práticas laboratoriais para prover maior eficiên-
cia e resultados clínicos mais acurados, novas tecnologias com separadores mecâ-
nicos estão disponíveis e poderão sanar diversos desafios enfrentados com relação 
ao gel separador. 

O princípio de um separador mecânico é o de formar uma barreira inerte entre 
o plasma e as células, a qual, por sua composição, não interferirá nos analitos em 
razão da adsorção ou de outras interações. Diferentemente dos géis disponíveis 
no mercado, o separador mecânico não sofre interferências capazes de obstruir 
equipamentos. 
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Em razão do princípio de flutuação diferencial, o separador mecânico se des-
locará durante a centrifugação para o correto posicionamento na interface en-
tre plasma e células. Essa tecnologia proporciona, ainda, um plasma mais puro 
quando comparado ao plasma de um tubo com gel separador, pois permite que 
a sedimentação das células ocorra durante todo o tempo de centrifugação. Nesse 
momento, o separador retorna ao seu formato original, formando uma barreira 
robusta e estável entre o plasma e as células (Figura 8).9

FIGURA 8 BD Vacutainer® BarricorTM Plasma. 
Fonte: autorizada pela BD Life Sciences – Preanalytical Systems.
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6 Hemólise

INTRODUÇÃO  
A prevenção de erros médicos representa um objetivo primário dos sistemas de 
saúde. Até 70% das decisões médicas se baseiam em resultados de laboratório. A 
fase pré-analítica do laboratório clínico continua sendo a área em que a maior par-
te dos erros de laboratório ocorre, sendo a hemólise uma das principais causas de 
interferência na exatidão dos resultados.  

A palavra hemólise deriva do grego hemo (sangue) e lyse1 (ruptura), referindo-se 
à liberação dos componentes intracelulares de eritrócitos no líquido extracelular 
(plasma ou soro). Esta é visível após a centrifugação da amostra, quando surge 
uma coloração vermelha no plasma ou no soro pela presença de hemoglobina.2

A hemólise pode decorrer de processos pré-analíticos incorretos, tornando-se 
evidente que a capacitação adequada do pessoal responsável por obter amostras de 
sangue no laboratório clínico é fundamental para reduzir os erros pré-analíticos. 
Assim, o profissional que tem a responsabilidade de coletar as amostras para o 
laboratório deve estar ciente da importância do seu desempenho em todo o pro-
cesso de realização dos exames de laboratório.

TIPOS DE HEMÓLISE:  IN VIVO VERSUS IN VITRO  
A hemólise no laboratório clínico pode se originar principalmente de duas causas: 
uma é a hemólise in vivo, própria de doenças sanguíneas (tanto congênitas quanto 
adquiridas) e que pode conduzir o paciente a diferentes graus de anemias; a outra 
é a hemólise in vitro, que se dá durante a fase pré-analítica como resultado do ma-
nuseio inadequado das amostras sanguíneas (coleta, manipulação e transporte da 
amostra sanguínea), podendo causar erros nos resultados laboratoriais e impac-
tando seriamente na saúde do paciente. 
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A hemólise in vitro representa a causa mais frequente de erros na fase pré-ana-
lítica do laboratório. Suas causas são múltiplas, bem como as consequências que 
o fenômeno produz em diversos testes de laboratório. Os resultados de todas as 
disciplinas do laboratório podem ser afetados pela hemólise, especialmente os da 
química clínica. A liberação de componentes intracelulares ao líquido extracelular 
pode promover interferências nas medições ou incrementar ou diminuir as con-
centrações dos analitos que se deseja quantificar. 

Hemólise in vivo  
Geralmente, menos de 2% do total das amostras com hemólise detectável ocorrem 
por causa de hemólise in vivo.3 Com frequência, a hemólise in vivo independe da 
técnica de coleta da amostra, sendo praticamente inevitável.4 

Essa condição clínica pode ter mais de 50 causas, incluídas as condições heredi-
tárias, adquiridas e iatrogênicas. 

Os fenômenos que conduzem à hemólise in vivo podem ser categorizados to-
mando como base o local de destruição dos glóbulos vermelhos em hemólise ex-
travascular ou intravascular.5 A primeira é a que ocorre por causas inerentes ao 
eritrócito, enquanto a segunda é a que se produz por causas independentes do 
eritrócito. Na Tabela 1, são descritas as possíveis causas da hemólise in vivo.

TABELA 1 Possíveis causas da hemólise in vivo

Hemólise extravascular

Deficiências de enzimas (deficiência de glicose 6P-desidrogenase, piruvato quinase)

Hemoglobinopatias (talassemia, drepanocitose)

Defeitos da membrana de eritrócitos (esferocitose hereditária)

Infecção (Bartonella, Babesia, malária, Clostridium)

Anemia hemolítica autoimune

Outros (hiperesplenismo, doença hepática)

Hemólise intravascular

Danos mecânicos (válvula cardíaca, prostética, PTT, SUH, CID, HELLP)

Reação por transfusão

Infecção

Hemoglobinúria paroxística noturna

Hemoglobinúria paroxística ao frio

 CID: coagulação intravascular disseminada; HELLP: hemólise, enzimas hepáticas elevadas e plaquetas 

baixas; PTT: púrpura trombocitopênica trombótica; SUH: síndrome hemolítico-urêmica.
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Distinguir a hemólise in vivo da in vitro tem importância crítica para a seguran-
ça e o manejo do paciente.6

A detecção da hemólise in vivo não é somente importante do ponto de vista 
clínico, mas também porque as concentrações plasmáticas dos analitos no tubo 
espelham as concentrações no plasma do paciente e, portanto, são importantes 
e devem ser relatadas. A hemólise pode resultar em alterações de magnitudes es-
pecíficas para a amostra em análise; ocorrendo a liberação de constituintes das 
células sanguíneas in vivo, deve ser considerada um fator biológico que influencia 
o resultado do exame laboratorial.7

Caso não exista uma causa subjacente de hemólise in vivo que possa ser iden-
tificada em uma amostra hemolisada, deve-se considerar a hipótese de hemólise 
in vitro.

Hemólise in vitro  
Conforme mencionado no início do capítulo, a hemólise in vitro ocorre durante 
a fase pré-analítica, podendo provocar sérios erros nos resultados laboratoriais. A 
ruptura celular por manipulação, acondicionamento ou transporte inadequados 
da amostra pode resultar não apenas na ruptura dos glóbulos vermelhos, mas tam-
bém dos leucócitos e trombócitos. Trata-se da primeira causa da rejeição de uma 
amostra, como demonstrado no estudo Chemistry Specimen Acceptance Q-Probes 
do College of American Pathologists (CAP).8

A prevalência de amostras hemolisadas pode chegar a 3,3% do total das amos-
tras de rotina, o que representa até 40 a 70% de todas as amostras inadequadas 
identificadas e quase cinco vezes maior que outras causas, como amostras insufi-
cientes, incorretas e coaguladas.1

A seguir, estão descritas as causas e os momentos pelos quais se pode obter uma 
amostra hemolisada que não é apta para o seu processamento.

Causas da hemólise durante a coleta da amostra9   
• Calibre da veia e trauma: a punção de veias de pequeno calibre, veias frágeis ou 

“pescar” às cegas a veia com uma agulha pode produzir hemólise. Se a veia for 
traumatizada durante a punção, o primeiro tubo obtido pode apresentar hemó-
lise, enquanto os seguintes costumam ser adequados;

• Local de punção: a retirada da amostra da fossa antecubital se associa à diminui-
ção representativa dos percentuais de hemólise em relação à retirada de amos-
tras de locais anatômicos mais distais;10

• Preparação da área com álcool: a agulha pode transferir traços de álcool da pele 
à amostra sanguínea e causar hemólise;
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• Utilização de um calibre inadequado de agulha: usar uma agulha de grosso cali-
bre (inferior a 21G) pode produzir hemólise ao permitir que uma grande quan-
tidade de sangue entre repentinamente no tubo com uma grande força. De ma-
neira semelhante, o uso de agulhas muito finas pode causar hemólise ao forçar 
o fluxo de sangue com grande força por meio de uma abertura muito estreita. A 
membrana celular dos glóbulos se rompe na agulha à medida que são drenados 
para o tubo de coleta a vácuo;

• Conexões soltas: as conexões soltas dos componentes de flebotomia, como a 
conexão entre um equipamento de coleta de sangue e o adaptador Luer, entre a 
seringa e a agulha, ou entre o cateter e o adaptador Luer, podem introduzir ar no 
sistema, produzindo espuma, que pode causar a hemólise;

• Enchimento incompleto de tubos: alguns aditivos em alta concentração, como o 
fluoreto de sódio, podem causar graus variáveis de hemólise;

• Coleta com seringas: retrair excessivamente o êmbolo de uma seringa pode cau-
sar suficiente pressão para hemolisar a amostra. A pressão pode ser maior que 
em um tubo de vácuo padronizado. O sangue pode começar a coagular e hemo-
lisar enquanto se aspira em uma seringa de grande volume. A transferência para 
um tubo empurrando o êmbolo da seringa para forçar a entrada do sangue em 
um tubo pode causar hemólise;

• Um estudo levado a cabo para avaliar o efeito sobre a qualidade da amostra 
usando seringas contra o uso de tubos a vácuo demonstra que a hemólise 
visualmente detectada nos espécimes obtidos com seringas superou significa-
tivamente aquelas obtidas com tubos a vácuo; 

• Coleta por cateter periférico: alguns estudos demonstram que a causa principal 
de hemólise nas salas de urgências é o uso de cateteres periféricos para obter 
as amostras para o laboratório. A retirada das amostras por venopunção direta 
se associa à diminuição substancial dos percentuais de hemólise em relação à 
retirada de amostras por cateteres periféricos intravenosos.10 Um desses estu-
dos demonstrou que as amostras obtidas pelo pessoal de enfermagem a partir 
de um cateter intravenoso tinham três vezes mais probabilidade de apresentar 
hemólise que aquelas obtidas por venopunção;11

• Pressão excessiva sobre o local de punção capilar, que induz uma pressão hi-
dráulica extrema nos capilares, também poderia causar hemólise.

Causas de hemólise posterior à extração sanguínea  
• Homogeneização da amostra: a agitação vigorosa dos tubos pode ser uma causa 

de hemólise por ruptura mecânica das membranas celulares; 
• Métodos de transporte: os sistemas de transporte pneumático ou outras condi-

ções de transporte que produzam turbulência e trauma das hemácias dentro dos 
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tubos também são causas de hemólise. Estudos demonstram que foram encon-
trados menos percentuais de hemólise nas amostras transportadas por meios 
convencionais versus as amostras transportadas por tubos pneumáticos;12

• Temperatura: temperaturas de transporte, centrifugação e conservação muito 
altas ou demasiado baixas podem romper as membranas celulares; 

• Centrifugação: velocidades de centrifugação excessivas podem ser causas de 
ruptura celular. Desvios na centrifugação, como a recentrifugação de tubos com 
gel e a demora na separação do soro ou plasma, associam-se também à hemólise 
in vitro;10

• Armazenamento de sangue total durante vários dias à temperatura ambiente. 

O profissional do laboratório deve registrar e identificar as causas da hemólise 
in vitro para reduzir a frequência, garantindo a obtenção de amostras de qualidade 
que provocam resultados confiáveis.

MÉTODOS DE DETECÇÃO DE HEMÓLISE  
Tradicionalmente, detecta-se a hemólise pela análise visual das amostras após a 
centrifugação. O uso de cartões (gabaritos) que comparam a cor das amostras 
com concentrações elevadas de hemoglobina livre permite a comparação direta. 
A hemólise in vivo ou in vitro é visível em amostras não ictéricas. Uma coloração 
vermelha no soro ou no plasma é observada visualmente se a concentração de 
hemoglobina livre é superior a 200 mg/L.13

Contudo, esse procedimento é pouco confiável para detectar e quantificar bai-
xos níveis de hemólise nos espécimes, que, mesmo em muito baixas quantidades, 
podem afetar a determinação de variáveis mais propensas a sofrer interferências, 
além da dificuldade inerente para sua padronização.14 Embora não se recomen-
de abandonar a prática de inspeção visual das amostras ao serem recepcionadas 
no laboratório para a análise, recomenda-se utilizar sistemas automatizados que 
permitam detectar e quantificar o grau de hemólise.5 Recomenda-se fortemen-
te esse procedimento em laboratórios automatizados ou que buscam uma alta 
produtividade. 

O método de referência para a determinação de hemoglobina baseia-se no uso 
da cianometa-hemoglobina (HiCN). Existe um padrão internacional de HiCN re-
comendado para avaliar métodos alternativos. Atualmente, a maioria dos analisa-
dores utiliza métodos sem cianeto e o espectro de absorção da hemoglobina para 
sua quantificação pelo método da espectrofotometria direta. Com base nessas téc-
nicas, a maioria dos autoanalisadores bioquímicos dispõe de sistemas para esti-
mar a concentração de hemoglobina na amostra a partir de medições em distintos 
comprimentos de onda. 
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Índices séricos de hemólise  
O termo “índices séricos” inclui distintos sistemas patenteados para detectar a pre-
sença de hemólise, icterícia ou turvação na amostra. Os índices séricos oferecem 
uma informação qualitativa ou semiquantitativa a partir da medição de uma alí-
quota da amostra diluída. Particularmente, o índice de hemólise compreende um 
cálculo baseado em medidas de absorbância realizadas sobre o soro ou o plasma 
para diferentes comprimentos de onda, o que dá uma estimativa semiquantitativa 
da hemólise detectada na amostra (Clinical Laboratory Standards Institute – CLSI, 
2005). As amostras se classificam em categorias numéricas correspondentes a um 
intervalo de concentração de hemoglobina estimada que, em geral, cobre uma fai-
xa de 0,25 a 10 g/L.5 Apesar de as plataformas analíticas disporem de dispositivos 
para determinar os índices séricos, estes deverão ser estabelecidos de acordo com 
a liberação de analitos intracelulares, considerando que esses analitos se encon-
tram em diferentes concentrações no plasma.15 

MECANISMOS DE INTERFERÊNCIA 2  
Nas amostras hemolisadas, decorrentes do rompimento da membrana plasmática, 
é liberado um conjunto de substâncias do interior das células para o líquido extra-
celular. Em alguns casos, as referidas substâncias não têm um efeito interferente 
conhecido, contudo sua concentração se altera significativamente no plasma. Um 
exemplo é o potássio, que não mostra interferência quanto à sua detecção, nem a 
produz nas determinações analíticas de outras variáveis. No entanto, em outros 
casos, essas substâncias se comportam como interferentes em grande número de 
determinações. Particularmente, a hemoglobina liberada durante a hemólise pode 
produzir interferência química ou espectrofotométrica em muitas determinações.5 
Ainda mais, os mecanismos de interferência da hemólise não apenas afetam os 
métodos espectrofotométricos, mas também interferem nos imunoensaios, nos 
testes de coagulação e nos métodos de biologia molecular baseados na reação da 
polimerase.14

Em geral, as interferências pela hemólise in vitro sobre os testes de laboratório 
podem ser causadas por:

1. Alteração da concentração de analitos no líquido extracelular por liberação de 
componentes intracelulares no fluido circundante: 

Pode-se produzir falsas elevações de algumas variáveis ou efeitos de diluição: 
• Para as variáveis ALT, AST, DHL, Mg, P e K, os mecanismos de interferên-

cia são atribuíveis às grandes diferenças entre as concentrações intracelula-
res e extracelulares dessas variáveis (p. ex., o DHL apresenta uma proporção  
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160 vezes maior no interior dos eritrócitos que em plasma; o potássio em uma 
proporção de 22 vezes maior e o AST 15 vezes maior);14

• Baixos valores de glicose, Na e Cl são causados por efeitos de diluição. 
2. Interferências químicas pela liberação de conteúdos eritrocitários: 
• As proteases intracelulares liberadas dos eritrócitos nas amostras hemolisadas 

podem degradar troponina T liberada após um dano cardíaco, causando uma 
diminuição significativa nesse marcador; 

• A liberação de componentes intracelulares e substâncias tromboplásticas li-
beradas das células danificadas que afetam a confiabilidade dos testes de  
coagulação;16

• A interferência da hemólise na determinação de CK foi atribuída à enzima ade-
nilato cinase intracelular, que não é completamente inibida sob condições de 
operação;

• Para fosfatase alcalina, ferro, lipase e GGT, a interferência por hemólise é prova-
velmente causada pela reação química entre o que foi hemolisado e os compo-
nentes da reação e por uma sobreposição espectral;17

• As reações químicas que podem ter o grupo heme, ou seus átomos de ferro, cau-
sam interferência em diferentes componentes dos reagentes frequentemente 
usados nas determinações, ou com a mesma variável podendo produzir vieses 
positivos ou negativos nos ensaios. Um exemplo dessa interferência é o efeito da 
atividade peroxidase dos átomos de ferro, que causa interferência nas reações 
que usam peróxido de hidrogênio, e sua reatividade química de oxidação-redu-
ção pode afetar outros ensaios (p. ex., o método de determinação de bilirrubina 
baseado no fundamento de Malloy-Evelyn).

3. Interferências espectrofotométricas dependentes da concentração de hemoglobina: 
• Essas interferências afetam as determinações por um incremento na absorbân-

cia óptica ou por uma mudança no valor do alvo. As propriedades espectrais 
da hemoglobina com um pico máximo de absorbância de 420 ŋm aproxima-
damente e de absorção ainda entre 340 e 440 ŋm e entre 540 e 580 ŋm podem 
causar interferências espectrofotométricas naqueles ensaios baseados em me-
didas nesses comprimentos de onda, especialmente nas medidas realizadas em 
415, 540 e 570 ŋm, em que a hemoglobina mostra a maior absorbância;

• A concentração de hemoglobina intraeritrocitária é um parâmetro variável na 
população. A mesma quantidade de hemoglobina liberada pode acompanhar-

-se de uma concentração variável de outros componentes. As hemácias de um 
paciente com anemia macrocítica contêm menor proporção de hemoglobina 
em comparação ao resto dos constituinte.5
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IMPACTO DA HEMÓLISE NOS TESTES DE LABORATÓRIO  
A interferência por hemólise representa uma das razões mais frequentes de rejei-
ção, pois afeta a determinação de vários analitos; contudo, outros testes não sofrem 
interferência significativa.18 O laboratório deve definir, para cada analito, a diferen-
ça em relação ao valor real na qual considera um erro significativo. A definição de 
erro significativo pode variar entre os laboratórios e dependerá das especificações 
da qualidade que o próprio laboratório define com relação à imprecisão, ao erro 
sistemático ou ao erro total.5

De acordo com o CLSI,2 o efeito da hemólise é considerado clinicamente signi-
ficativo quando causa uma mudança de 10% na medição do resultado da amostra 
sem interferente. Contudo, esse critério é mais permissivo nas magnitudes com 
uma pequena variabilidade biológica e pode ser menos naquelas com elevada va-
riabilidade biológica intraindividual ou interindividual. A maioria dos estudos pu-
blicados acerca da significação da hemólise utiliza critérios de erro sistemático ou 
imprecisão desejável, com base em estudos de variabilidade biológica.19 Com fun-
damento nesses conceitos, uma interferência clínica significativa é um resultado 
que, na presença do interferente, difere do resultado sem o interferente em mais de 
1.96*(CVA

2 + CVw
2)1/2, em que CVA é o CV analítico do ensaio e CVw é a variação 

biológica dentro dos sujeitos da variável.14

A respeito das magnitudes afetadas pela hemólise, muitas vezes a interferência 
dependerá do método analítico utilizado. Recomenda-se que cada laboratório ve-
rifique a informação que os fornecedores disponibilizam a respeito das interferên-
cias por hemólise nas condições reais de trabalho.20

Em um trabalho do Dr. Saldaña do Hospital Nacional Edgardo Rebagliati Mar-
tins, EsSalud, Lima, no Peru, demonstrou-se a interferência em diferentes concen-
trações de hemoglobina de 25 analitos em plasma medidos em um autoanalisador 
ADVIA 1800 – os analitos mais afetados a uma concentração de 2 g/L de hemoglo-
bina foram: DHL (elevação de 112%); AST (elevação de 33%); CK total (elevação 
de 20,7%); potássio (elevação de 18%); e fosfatase alcalina (diminuição de 11%).21

COMO DIFERENCIAR A HEMÓLISE  
IN VIVO DA HEMÓLISE IN VITRO  
Ao receber uma amostra hemolisada, ela não deve ser simplesmente rejeitada. O 
laboratório deverá alertar o médico-assistente com a finalidade de avaliar uma 
possível hemólise in vivo. Apesar de a hemólise in vitro ser mais frequente que a 
in vivo, esta última tem uma importância clínica maior em razão de sua origem 
patológica e de os parâmetros, sob influência da hemólise, serem importantes para 
o diagnóstico, o seguimento e o monitoramento terapêutico dessas doenças. Por 
essa razão, é importante efetuar uma diferenciação do tipo de hemólise.
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Durante uma hemólise in vivo, somente estão presentes no plasma os compo-
nentes de elevada massa molecular (hemoglobina, DHL). Na hemólise in vitro, o 
total do conteúdo intraeritrocitário se dilui no plasma da amostra.

A hemoglobina liberada in vivo está unida à haptoglobina e é transportada para 
o sistema reticuloendotelial. A hemoglobina livre somente pode ser mensurada no 
plasma caso exceda a capacidade de transporte da haptoglobina. É necessário con-
siderar que a haptoglobina compreende uma proteína de fase aguda, podendo ser 
medida nessas situações ou em pacientes com hiperesplenismo. Em pacientes com 
plasmocitoma, foi relatado aumento de haptoglobina e hemoglobina livre.

Na hemólise intravascular, produzem-se aumento de hemoglobina no sangue e 
na urina, bilirrubina livre, LDH, aumento de hemossiderina na urina e diminuição 
de haptoglobina. Na hemólise extravascular, não se observam bilirrubina, hemo-
globina e hemossiderina na urina4 (Tabela 2).

TABELA 2 Presença de analitos na hemólise intra e extravascular

Plasma ou soro Intravascular Extravascular

Bilirrubina indireta Aumentada Aumentada

Haptoglobina Ausente Diminuída

Hemoglobina Aumentada Normal-aumentada

Desidrogenase láctica Aumentada Aumentada

Urina

Bilirrubina — —

Hemossiderina Presente —

Haptoglobina Presente —

Diferentemente, na hemólise in vitro se observa um aumento em paralelo das 
concentrações de hemoglobina (coloração vermelha do plasma/soro), íon potássio, 
DHL e AST; contudo, as concentrações de haptoglobina e de reticulócitos se man-
têm dentro dos intervalos fisiológicos. 

Também existem métodos imunológicos que permitem distinguir os comple-
xos hemoglobina-haptoglobina da haptoglobina livre. Levando em consideração 
que a haptoglobina é um reagente de fase aguda, deve-se descartar exatamente a 
hemólise. Existe um método imunonefelométrico que torna possível determinar  
a concentração de hemoglobina livre, com precisão muito boa e alta correlação 
com o método de referência de hemoglobina, a HiCN (R = 0,984), e um intervalo 
de medição de 9 a 2.300 g/L da hemoglobina livre. 
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É importante citar que pode se observar um aumento inesperado de potássio, 
desidrogenase láctica e fosfatase alcalina na ausência de uma coloração vermelha 
visível no soro. Isso pode decorrer de um quadro de trombocitólise. Na Tabela 3, 
estão resumidas as diferenças entre a hemólise in vivo e in vitro.

TABELA 3 Diferenciação entre a hemólise in vivo e in vitro

Hemólise in vivo Coloração vermelha do plasma/soro:

• Aumento da hemoglobina e DHL sem aumento de potássio

• Diminuição da concentração de haptoglobina 

• Aumento da bilirrubina livre 

• Aumento do índice de reticulócitos 

Hemólise in vitro Coloração vermelha do plasma/soro:

• Aumento em paralelo de hemoglobina, potássio, DHL e AST

• Haptoglobina e índice de reticulócitos normais

COMO PREVENIR A HEMÓLISE IN VITRO  
As causas principais da hemólise são a obtenção e o manejo inadequados de uma 
amostra. Em consequência, treinamento e educação apropriados podem reduzir sig-
nificativamente o número de amostras hemolisadas recebidas no laboratório:9

• Calibre da agulha e veia: o calibre das agulhas para punção venosa vai de 19G 
a 25G, sendo o ideal 21G. Eleja uma veia e utilize o equipamento de flebotomia 
apropriado para o calibre dessa veia. Se a veia for frágil, não utilize tubos de 
grande volume. Evite puncionar áreas onde existam hematomas; 

• Desinfecção da área a puncionar: desinfete a área a puncionar segundo o proce-
dimento descrito em sua instituição; deixe a área secar;

• Conexões soltas: assegure-se de que todas as conexões dos componentes de fle-
botomia estejam ajustadas, como a conexão entre um equipamento de coleta 
de sangue e o adaptador Luer, entre a seringa e a agulha ou entre o cateter e o 
adaptador Luer;

• Enchimento incompleto de tubos: colete um volume de sangue na capacidade 
indicada no tubo para assegurar a proporção adequada entre o sangue e o 
aditivo;

• Coleta com seringa e agulha (modo aberto): as retiradas inadequadas com se-
ringa e agulha são causas notórias de hemólise. Deve-se evitar o modo aberto 
para a retirada da amostra sanguínea sempre que possível, substituindo-o pelo 
uso do sistema de tubos a vácuo. Caso seja preciso usar uma seringa, as seguin-
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tes recomendações devem ser levadas em consideração para reduzir a incidên-
cia de hemólise: 

 – Bombeie o êmbolo da seringa duas ou três vezes antes de extrair a amostra, 
para afrouxá-lo;

 – Segure com firmeza a agulha com a seringa; 
 – Use seringas de 3 a 10 mL. Evite, na medida do possível, o emprego de serin-
gas maiores;

 – Assegure-se de que a velocidade de aspiração não exceda 1 mL/s durante a 
coleta da amostra. A força excessiva de aspiração constitui causa frequente 
de hemólise;

 – Transfira o sangue para o tubo imediatamente;
 – Use um dispositivo especial para a transferência da amostra da seringa para o 
tubo. Esse dispositivo aumenta a segurança e melhora a qualidade da amostra; 
 – Deixe que o tubo seja enchido apenas pelo vácuo. Nunca pressione o êmbolo 
para transferir a amostra da seringa para o tubo, pois isso aumenta a força do 
fluxo e provoca traumatismo das hemácias. Além disso, é muito importante 
levar em conta que a pressão positiva que isso causa no tubo possa provocar 
a expulsão de sua tampa; 

 – Incline a seringa e o tubo de modo que o sangue deslize pela parede do tubo, 
evitando, assim, que as células sanguíneas batam com força no fundo do tubo, 
reduzindo o trauma às hemácias. 

Cuidados após a retirada da amostra sanguínea  
• Homogeneização da amostra: a mistura do sangue com os aditivos do tubo deve 

ser feita mediante inversões suaves e completas. Os tubos que contenham amos-
tras não devem agitar-se vigorosamente; 

• Métodos de transporte: se possível, a distribuição das amostras deve ser manual. 
Os espécimes precisam ser mantidos em posição vertical (tampa para cima) 
antes e após sua centrifugação; 

• “Descolar” coágulos: não se deve usar aplicadores de madeira para “beirar” ou 
“descolar” os coágulos, pois podem alisar os glóbulos vermelhos. Com a dispo-
nibilidade de tubos a vácuo para a obtenção de soros, cobertos em suas paredes 
internas por material hemorrepelente, “beirar” os coágulos é desnecessário; 

• Temperatura: as amostras devem ser armazenadas e transportadas em condi-
ções controladas de temperatura. Também é preciso controlar a temperatura 
das centrífugas. É importante observar as recomendações emitidas pelo labo-
ratório quanto às temperaturas de armazenamento e transporte para diferentes 
analitos. 



82

AMOSTRAS DE QUALIDADE, RESULTADOS DE QUALIDADE   
As técnicas para a obtenção e o manejo apropriado das amostras são críticas para 
produzir resultados de qualidade nos testes de laboratório. Mesmo que ocasio-
nalmente haja outras fontes de hemólise fora do controle do flebotomista, a ob-
servação das recomendações anteriores deverá reduzir de maneira substancial a 
incidência de amostras hemolisadas no laboratório. 

Amostras de qualidade são resultado do treinamento e conhecimento dos fato-
res capazes de influir nos resultados de laboratório. O fundamento é obter resulta-
dos confiáveis nos testes de laboratório que reflitam fielmente o estado do paciente. 
Para assegurar que isso aconteça, as organizações e instituições devem estabelecer 
procedimentos normalizados de operação para a obtenção de amostras e assegu-
rar-se de que todo o pessoal que for realizar flebotomias tenha o treinamento e a 
experiência necessários. 

SISTEMA MISTO: UM PROBLEMA LATENTE  
Se for analisada a frequência das rejeições de amostras nos laboratórios, poder-

-se-á observar que uma de suas principais causas é a hemólise. A causa desse erro 
pré-analítico nem sempre está na complexidade da punção ou no transporte para 
o laboratório, pois, em muitas situações, é atribuível ao sistema de coleta utilizado. 
Atualmente, ainda se observa uma prática institucionalizada e que promove uma 
grande parte dessas rejeições: o uso de um sistema misto de coleta de amostras 
que utiliza o sistema a vácuo (tubos) e um sistema de coleta aberta com seringa e 
agulha. Um exemplo dessa condição é a obtenção de amostras sanguíneas com se-
ringas de grande volume (10 mL ou mais) e sua distribuição em tubos por meio da 
perfuração da tampa dos tubos a vácuo. Além de atentar contra a biossegurança do 
profissional da saúde, essa prática induz a lise dos glóbulos vermelhos no bisel da 
agulha, pela pressão e sucção que o tubo exerce sobre as hemácias versus a pressão 
exercida pelo êmbolo da seringa. 

Qual a magnitude do impacto do uso do sistema misto de coleta na qualidade 
das amostras e como se comportará a taxa de rejeição ao utilizar um sistema misto 
ou a vácuo? Essas duas perguntas encontram resposta ao se analisarem as taxas 
de rejeição de amostras obtidas na Clínica Dávila na cidade de Santiago, no Chile, 
que controla a qualidade das amostras pelo monitoramento mensal iniciado no 
ano de 2005, por meio de um indicador global de rejeição de amostras, para cada 
serviço clínico da instituição. Esse relatório é divulgado em tempo real, por e-mail 
dirigido à coordenadora da unidade envolvida. Ao revisar os dados obtidos pelo 
laboratório da Clínica Dávila, observa-se que a hemólise aparece como uma das 
principais causas das rejeições, conforme demonstrado na Figura 1.
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FIGURA 1 Percentual do tipo de rejeições sobre o total de incidentes registrados em 
amostras recebidas pelo laboratório da Clínica Dávila, cidade de Santiago no Chile no 
período entre 2013 e abril de 2018.
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7 Índice sérico: contribuição para a qualidade e a 
confiabilidade dos resultados laboratoriais

INTRODUÇÃO  
Os resultados dos testes laboratoriais são responsáveis   por 65 a 70% das informa-
ções relevantes para a tomada de decisão médica.

As decisões clínicas adequadas podem ser tomadas se baseadas em testes labora-
toriais obtidos, identificados e realizados em processos bem definidos e controlados.

Como consequência, é necessário levar em consideração na definição e no con-
trole dos processos todos os elementos que possam interferir nesse cenário.

O erro analítico total consiste na soma de três fatores: a imprecisão ou a veraci-
dade; o desvio específico do método; e o desvio específico da amostra. Em geral, os 
procedimentos de medição estimam apenas os dois primeiros. Entre as possíveis 
causas do desvio específico da amostra, estão as interferências, frequentemente 
observadas como problemas isolados em amostras específicas, em vez de uma ca-
racterística quantificável do processo.

Do ponto de vista da avaliação, a suscetibilidade às causas de interferências, siste-
máticas ou aleatórias, deve ser quantificada como componente do erro analítico total.

As interferências por substâncias exógenas ou endógenas em ensaios para analitos 
clinicamente úteis consistem em um problema comum na medicina laboratorial.

A importância da interferência nas análises realizadas no laboratório clínico 
pode ser estimada pela sua frequência ou pelo seu impacto no atendimento ao 
paciente.

Segundo Plebani e Carraro,1 13,3% do total de erros do laboratório se dão no es-
tágio analítico, percentual no qual as interferências analíticas são as maiores (8,5%).

Existem duas definições mais comumente usadas para o termo “interferên-
cia analítica”: a primeira a refere como o erro sistemático de medição causado 
por componentes da amostra, o que, por si só, não produz sinal no sistema de 
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medição; a segunda definição a relaciona como o efeito de uma substância presen-
te na amostra que altera o valor correto de um resultado, geralmente expresso em 
concentração ou atividade de um analito.

As interferências podem ser causadas por substâncias endógenas ou exógenas.
Com relação às interferências analíticas exógenas, as mais comuns são as medicinais.
Já as principais endógenas são a hemoglobina, a bilirrubina, os lipídios e as  

paraproteínas.
Acredita-se que a definição mais aplicável é a segunda, uma vez que as causas 

mais frequentes de interferências endógenas não seriam incluídas na primeira 
definição.

A seguir, discorrer-se-á brevemente acerca de cada um desses interferentes.

HEMÓLISE  
É a mais frequente das interferências analíticas endógenas e, portanto, uma das 
mais estudadas. Na literatura, a hemólise aparece como causa de interferência en-
dógena em mais de 50% dos casos. Isso porque a hemólise pode ocorrer durante 
a coleta de sangue, o transporte, o armazenamento e a centrifugação, enquanto a 
lipemia ou a icterícia estão associadas à condição do paciente, de modo que não 
podem ser solucionadas com uma nova coleta de sangue.

Nos anos 1990, o College of American Pathologists conduziu um estudo com 
453 laboratórios a fim de determinar a frequência e as causas de rejeição de amos-
tras relacionadas à análise de química clínica.

Nessa análise, obteve-se uma frequência de rejeição de 0,35%, cuja principal 
causa foi a hemólise, cinco vezes mais frequente que a segunda causa relatada.

A hemólise compreende a liberação dos componentes do glóbulo vermelho no 
fluido extracelular com múltiplas causas. Pode ser produzido in vivo ou in vitro, 
sendo o último o mais frequente.

A hemólise in vitro depende essencialmente do modo como se extrai e trata a 
amostra, em particular de como o sangue passa através de uma agulha muito fina 
com demasiada pressão (seja na extração, seja no enchimento do tubo), da extra-
ção realizada com agulha e seringa ou sistema a vácuo, no modo de homogeneiza-
ção da amostra, da conservação ou do transporte em condições inadequadas ou da 
centrifugação da amostra antes da formação completa do coágulo. Em um estudo 
de Bonini e Plebani,2 a hemólise in vitro representou a causa de 3,3% de rejeição 
de amostras no laboratório, não sendo observadas diferenças entre as amostras 
oriundas de serviços de medicina ou cirurgia (3,1%), unidade de terapia intensiva 
(3,5%) ou departamento de emergência (3,3%).

Existem vários mecanismos pelos quais a hemólise interfere nas determinações 
laboratoriais.
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A hemólise tem um efeito direto em várias determinações. A diferença na con-
centração de alguns analitos entre o espaço intra e extracelular faz com que, ao 
ocorrer o extravasamento do conteúdo intracelular, a concentração sérica ou plas-
mática de alguns elementos se eleve em maior ou menor grau, como potássio, AST, 
DHL, entre outros.

INTERFERÊNCIA NO PROCESSO ANALÍTICO  
O conteúdo intracelular que extravasa para o plasma pode interferir diretamente 
nas reações analíticas. A hemoglobina já apresenta absorção de luz em um nível de 
comprimento de onda de 340 ηm; assim, as técnicas que envolvem a medição do 
aumento ou a diminuição de NADH ou NADPH serão afetadas. Do mesmo modo, 
pode ocorrer uma inibição da diazoformação na dosagem de bilirrubina pelo mé-
todo de Jendrassik pela atividade da pseudoperoxidase de hemoglobina.

INTERFERÊNCIA ÓPTICA  
Pode ocorrer também uma interferência óptica pela presença da hemoglobina, 
uma vez que, por se tratar de uma substância colorida, pode ocorrer aumento na 
absorção em determinado comprimento de onda, bem como como uma modifica-
ção do valor do branco nas medições espectrofotométricas.

BILIRRUBINA  
O aumento na concentração de bilirrubina compreende uma fonte frequente de 
interferência endógena. Essa elevação pode decorrer de doença hepática aguda ou 
crônica, cirrose, resposta ao consumo de medicamentos terapêuticos, entre outras.

A bilirrubina plasmática circula ligada fracamente à albumina, havendo tam-
bém conjugados hidrossolúveis das formas mono e diglucuronida da bilirrubina. 
A maioria dos estudos de interferência de bilirrubina analítica foi feita com a con-
tribuição de bilirrubina não conjugada ou ditaurobilirubina (hidrossolúvel ), o que 
pode conduzir a diferentes resultados, tanto qualitativas quanto quantitativas.

O aumento de bilirrubina produz interferência nas reações fundamentalmente 
por dois mecanismos:

• Interferência espectral: a absorção de luz pela bilirrubina entre 340 e 500 ηm e 
a alta absorbância de fundo podem se tornar um fator limitante para a faixa de 
linearidade dos métodos espectrofotométricos nesses comprimentos de onda, 
afetando, também, as reações que utilizam o comprimento de onda de 340 ηm 
para a leitura principal da reação;

• Interferência química: em vários métodos, como aqueles baseados em reações 
de oxidase/peroxidase (reação de Trinder), o H2O2 formado pode ser usado pela 
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bilirrubina proporcionalmente à sua concentração, o que causaria uma dimi-
nuição sistemática nos resultados. Isso pode acontecer na dosagem de analitos 
comuns, como glicose, colesterol e triglicerídeos.

O pH da reação pode também interferir quando a concentração de bilirrubinas 
está elevada. No método de Jaffé, em meio alcalino, a bilirrubina representa uma 
das interferências analíticas mais importantes. 

Em um meio fortemente ácido, pode ocorrer uma alteração na bilirrubina con-
jugada no nível do espectro UV, produzindo uma interferência na determinação 
de fosfato pelo método do fosfomolibdato.

A proporção de bilirrubina conjugada e não conjugada no soro ou plasma não 
seria um fator de interferência significativo.

LIPÍDIOS  
A causa mais frequente de hiperlipidemia é o aumento na concentração de triglice-
rídeos no soro ou no plasma, o que pode decorrer de uma ingesta alimentar, um dis-
túrbio do metabolismo das lipoproteínas, infusão de lipídios em nutrição parenteral, 
diabetes melito, consumo de álcool, insuficiência renal crônica ou pancreatite.

Após a absorção intestinal, os triglicerídeos estão presentes na circulação na for-
ma de quilomícrons e seus produtos metabólicos duram aproximadamente de 6 a  
12 horas.

A turbidez causada pelas alterações metabólicas que provocam a hipertriglice-
ridemia não pode ser diferenciada da infusão de lipídios para fins nutricionais, 
aglutininas frias ou imunoglobulinas monoclonais.

Os quilomícrons são partículas grandes que produzem turbidez, dispersão da 
luz e deslocamento de volume, sendo esses os mecanismos de interferência dos 
lipídios.

INTERFERÊNCIA ESPECTRAL
A interferência espectral causada pela lipemia é diferente daquela promovida pela 
hemólise e pela bilirrubina. A interferência da lipemia se dá pela dispersão da luz, 
prejudicando a sua transmissão pela cubeta de reação. O grau de dispersão da  
luz depende do número, do tamanho e do índice de refração das partículas lipídi-
cas em suspensão. Considerando que as amostras de soro são uma mistura de par-
tículas de vários tamanhos, sua aparência é esbranquiçada porque a luz se espalha 
por todos os ângulos. Quando a turbidez é muito alta, a medição não será possível, 
uma vez que excede os limites de linearidade das técnicas espectrofotométricas.

A dispersão da luz causada por partículas lipídicas tem efeitos profundos nos 
métodos baseados na dispersão da luz, como a nefelometria.
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DESLOCAMENTO VOLUMÉTRICO
O volume ocupado pelas lipoproteínas pode reduzir a concentração aparente do 
analito pela redução da água disponível no volume da amostra, uma vez que o vo-
lume ocupado pelos lipídios inclui-se no cálculo da concentração do analito.

Esta é a causa que explica as baixas concentrações de sódio e potássio quando 
medidas por fotometria de chama, mas a concentração é normal quando medida 
com eletrodos íons seletivos.

EFEITOS FÍSICO-QUÍMICOS
Um analito que se solubiliza com lipídios pode não reagir com o reagente aquoso 
por causa de sua maior afinidade com os lipídios, resultando em uma medição 
possivelmente diminuída. Do mesmo modo, as técnicas de eletroforese e cromato-
grafia podem ser afetadas.

PARAPROTEÍNAS
Concentrações elevadas de proteínas causam interferência em alguns ensaios. 
Os componentes monoclonais que se desenvolvem, por exemplo, no mieloma 
múltiplo podem aumentar a viscosidade do soro e interferir na medida do volume 
da amostra.

A interferência analítica das paraproteínas compreende um método específico, 
sendo capaz, por exemplo, de ocorrer na dosagem da ureia pelo método de oftalal-
deído, mas não no de urease. Uma interferência negativa pode se dar na dosagem 
de tiroxina por RIA, e uma interferência positiva quando determinado por ELISA 
de duplo anticorpo.

Recentemente, se um resultado anormal fosse obtido, a amostra era inspeciona-
da quanto a possíveis interferências visíveis. Esse procedimento de verificação era 
realizado após o ensaio e consumia muito tempo. No entanto, havia dúvidas com 
relação às amostras com resultados normais que também poderiam ter sofrido 
algum tipo de interferência. 

Todas essas interferências analíticas podem ser quantificadas medindo-se os 
índices séricos, o que exclui a possibilidade de erro humano e economiza tempo 
do operador, além de determinar uma potencial causa de interferência para um 
resultado anormal, evitando repetições e, como consequência, redução de custos. 

ÍNDICES SÉRICOS  
Definição  
Os índices séricos são cálculos de medidas de absorbância que fornecem uma re-
presentação semiquantitativa dos níveis de icterícia, hemólise ou lipemia presentes 
nas amostras de pacientes.
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Para medir os índices séricos, os analisadores pipetam uma alíquota da amostra 
do paciente e a diluem em NaCl a 0,9%; em seguida, medem a absorbância em 
três ou três pares de comprimentos de onda, dependendo da plataforma utilizada. 
A medida do índice sérico para lipemia utiliza comprimentos de onda próximos 
de 700 ηm, visto que esse intervalo está livre da interferência pela hemólise e pela 
icterícia. Para o índice de hemólise, a faixa de comprimentos de onda é próximo a 
570 ηm e, para icterícia, a 480 ηm.

Após a realização da medição, o analisador compara o resultado com o valor-li-
mite de leitura preestabelecido para hemólise, icterícia e lipemia para cada ensaio 
específico a fim de avaliar se essa amostra é adequada ou não para obtenção de um 
resultado confiável. Embora os níveis séricos de hemólise e icterícia tenham uma 
boa correlação com as concentrações de hemoglobina e bilirrubina do paciente, 
respectivamente, o índice de lipemia está associado ao grau de turbidez na amostra, 
e não diretamente à concentração de triglicerídeos presentes nela.

Como já dito, os índices séricos são úteis para monitorar o grau de interferên-
cia de hemólise, icterícia e lipemia, e, por conseguinte, melhorar a qualidade dos 
resultados emitidos.

De acordo com um estudo de Vermeer e colaboradores,3 após a implantação da 
determinação dos índices séricos automatizados houve um incremento na detec-
ção de hemólise e icterícia, ainda que sem uma conclusão com relação à lipemia.

As vantagens dos índices séricos automatizados são:

1. Reduzir o tempo de resposta, considerando que a revisão manual das amostras 
na fase pré-analítica ou das amostras que exibiram resultados anormais (fase pós-

-analítica) exige um gasto de tempo adicional e configura atraso na liberação dos 
resultados;
2. Reduzir os custos no laboratório por evitar a repetição desnecessária do exame.

Um fluxo de trabalho proposto por vários autores encontra-se esquematizado 
na Figura 1. 

Esse fluxo de trabalho proposto baseia-se na análise conjunta da amostra com 
cada parâmetro dos índices séricos. O resultado e o valor dos índices serão avalia-
dos simultaneamente e, de acordo com os valores de corte, um alarme será dispa-
rado pelo sistema para alertar o analista.

Os valores de corte dos índices séricos para cada analito e para cada metodo-
logia podem ser fornecidos pelo fabricante ou determinados por cada laboratório. 
Eles são inseridos no programa do computador ou no sistema do laboratório para 
a geração dos alarmes.
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Cada laboratório precisa estabelecer o seu valor crítico de índice sérico no qual 
a qualidade da amostra avaliada não permite o relato desse resultado.

Existem várias opções de conduta de acordo com o valor do índice sérico:

1. O resultado poderá ser liberado se o índice estiver normal;
2. Se o índice for ligeiramente aumentado, o resultado poderá ser liberado com um 
comentário;
3. Se o índice exceder o valor crítico atribuído, o resultado não será liberado e um 
comentário sobre a qualidade da amostra deverá ser reportado.

A qualidade da amostra ainda é considerada a pedra angular da qualidade total 
no diagnóstico laboratorial e sua avaliação deve compreender uma rotina inevitável.

Para isso, os índices séricos auxiliam de maneira importante, diminuindo os 
tempos de resposta e os custos, além de aumentar a qualidade do produto ofertado.
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8 O impacto da temperatura no armazenamento e no 
transporte para estabilidade das amostras

IMPORTÂNCIA DO ASSUNTO  
Os exames laboratoriais têm um impacto crítico e definem aproximadamente 70% 
das decisões médicas.1

No ciclo que se inicia com a solicitação do médico-assistente e termina com a 
interpretação dos resultados, podem ocorrer erros em qualquer estágio.

Entre os diferentes riscos e problemas relacionados à segurança dos pacientes, 
recentemente, constatou-se que aqueles associados aos testes diagnósticos repre-
sentam 2,75% dos efeitos adversos, 84,2% dos quais poderiam ter sido evitados.2 

Para detectar as reais alterações patológicas nos pacientes, as variações pré-ana-
líticas, analíticas e pós-analíticas devem ser reduzidas a níveis aceitáveis para que 
não haja um impacto na interpretação dos resultados.

Cada uma dessas fases tem sua própria variabilidade e, ainda que alguns dos 
erros não afetem diretamente o paciente, outros implicam a repetição da análise, 
resultando em aumento de custos, um diagnóstico incorreto ou um tratamento 
inadequado que afete a saúde do paciente.3

À medida que a variação analítica diminui com o desenvolvimento de novas 
tecnologias, a variabilidade pré-analítica se torna o problema dominante para a 
melhoria dos resultados.

A fase pré-analítica apresenta diversas fontes de variabilidade em conjunto com 
os processos extralaboratoriais e intralaboratórios (Figura 1), que contribuem po-
tencialmente para a ocorrência do maior percentual de erros (48 a 68%).3,4
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Na fase pré-analítica, um aspecto de interesse fundamental é a garantia da esta-
bilidade das amostras biológicas.

A estabilidade da amostra, de acordo com Guder,5 refere-se à capacidade de 
manter os valores e as propriedades biológicas da amostra dentro dos limites  
preestabelecidos sob condições específicas.

Diferentes estudos documentaram os aspectos inerentes à manipulação e ao 
processamento das amostras sanguíneas que podem afetar a estabilidade.

Os aspectos específicos fundamentais se referem a:

1. Tempo de contato do soro ou plasma com as células sanguíneas;
2. Temperatura de armazenamento e manuseio da amostra;
3. Transporte das amostras.

O conhecimento e o controle dessas variáveis podem contribuir para a otimiza-
ção e a utilidade clínica dos resultados da análise laboratorial.

TEMPO DE CONTATO DO SORO OU PLASMA  
COM AS CÉLULAS SANGUÍNEAS  
Na maioria das análises laboratoriais, utilizam-se o plasma ou o soro dos pacientes.

O uso de plasma é de particular interesse nos laboratórios de emergência por 
contribuir para diminuir o tempo de resposta.

37%

20%

4%

14%

25%

Erro pré-analítico extralaboratório

Erro pré-analítico intralaboratório

Erro analítico

Erro pós-analítico intralaboratório

Erro pós-analítico extralaboratório

FIGURA 1 Percentual de erro nas etapas extra e intralaboratórios.
Fonte: adaptada de Guder et al., 2003.5
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As amostras de soro e plasma apresentam algumas diferenças em relação aos 
seus valores; além disso, existem diferentes tubos de separação, aceleradores etc., 
que podem afetar a conservação das amostras. Esses tópicos serão discutidos mais 
adiante.

O contato prolongado do soro com o coágulo pode causar variações importan-
tes em alguns analitos, os quais serão afetados em uma relação próxima com as 
variáveis tempo e temperatura.

O período ótimo entre a coleta da amostra de sangue e a separação do soro deve 
ser suficiente para possibilitar a retração do coágulo, mas inferior ao tempo em 
que alterações significativas induzidas pelo contato com o coágulo possam ocorrer.

O tempo mínimo para a retração do coágulo é de 20 a 30 minutos, de acordo 
com Burtis e Ashwood,6 e pode ser maior em pacientes anticoagulados.

A atividade biológica dos elementos presentes no sangue, como a difusão trans-
membrana nas células, pode induzir mudanças nas concentrações de certos anali-
tos se houver um período prolongado de contato do soro com o coágulo.

O soro ou o plasma devem ser fisicamente separados das células tão rapida-
mente quanto possível, a menos que haja evidência conclusiva de que o contato 
prolongado não seja uma fonte de erro.

Segundo as Recomendações do National Committee for Clinical Laboratory 
Standards (NCCLS),7 indica-se um intervalo de 1 hora entre a coleta da amostra e 
a separação do soro ou plasma e um tempo máximo de 2 horas. 

Em alguns casos em particular, o tempo de separação recomendado deve ser 
inferior a 2 horas: 

• ACTH, cortisol, catecolaminas, lactato, homocisteína e cálcio iônico em amostras 
à temperatura ambiente (estável por 96 horas a 4°C).

Tempo de separação do soro dentro de 2 horas à temperatura ambiente: 

• Glicose, potássio, fósforo, DHL. 

Tempo de separação do soro dentro de 6 horas à temperatura ambiente:7,8 

• Albumina, bicarbonato, cloro, peptídeo C, HDL-colesterol, LDL-colesterol, ferro, 
proteínas totais.

De acordo com o estudo de Zhang e colaboradores,9 os seguintes analitos se 
mantêm estáveis no intervalo de até 24 horas à temperatura ambiente (18 a 25°C), 
mesmo sem a separação do soro (Figura 2): ALT, AST, fosfatase alcalina, aldostero-
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na, amilase, bilirrubina, cálcio, creatinina, ceruloplasmina, CK, CK-MB, cortisol, 
estradiol, ferritina, folato, gama glutamiltransferase, HCG, haptoglobina, IgA, IgE, 
IgG, IgM, prolactina, sódio, tiroxina, transferrina, testosterona, ureia, ácido úrico, 
vitaminas A e B12.

Se razões de distância ou limitações técnicas não permitirem o transporte nos 
tempos recomendados para a separação correta do soro ou plasma, recomenda-se 
não transportar a amostra de sangue, mas separá-la previamente.
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FIGURA 2 Efeito do tempo (horas) de contato do soro com coágulo para analitos 
selecionados.
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(•) Incubação a 32°C. 

(°) Incubação a 24°C.

Fonte: adaptada de Zhang et al., 1998.9
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Analitos afetados pelo tempo de separação e  
pela temperatura de armazenamento  
Potássio (K+)  
A liberação de K+ dos eritrócitos é mínima à temperatura ambiente em razão da 
atividade dependente da temperatura da bomba Na+, K+ ATPase.

O frio inibe a glicólise que fornece a energia necessária para o bombeamento 
de K+ para o interior da célula. Sem essa energia, o K+ não é transportado para o 
interior das células resultando em uma falsa elevação do K+.

Em altas temperaturas, observa-se um elevado índice energético com grande ati-
vidade da bomba que induz, em princípio, um aumento na captação o K+ e diminui-
ção transitória da sua concentração no sangue. Esse comportamento é verificado 4 
horas após a coleta à temperatura de 35°C. Na sequência, uma diminuição na glico-
se pode ocorrer pelo consumo celular e pela diminuição da atividade da bomba, e o 
K+ é liberado da célula elevando a concentração no sangue (ver Figura 2). 

Glicose  
A concentração de glicose diminui com o aumento da temperatura e, também, pela 
celularidade. Em uma amostra de sangue total armazenada por 2 horas a 23°C, a 
concentração de glicose diminui ao redor de 10%.

Fósforo  
O efeito inverso da glicose ocorre com o fósforo inorgânico, porque a atividade das 
fosfatases no soro e nas células da série vermelha se eleva.

Conforme demonstrado na Figura 2, o tempo de armazenamento em determi-
nadas temperaturas representa um fator de variabilidade para esses analitos.

É necessário ter em mente que as amostras patológicas podem apresentar 
desvios no seu comportamento, habitualmente observados nos analitos, em razão 
do tempo de separação e da temperatura.

A hiperleucocitose pode causar uma queda acentuada da glicose no sangue total, 
bem como a pseudo-hipoxemia em amostras de sangue arterial na análise dos 
gases sanguíneos.

Além disso, pode ser observado um aumento da amônia em amostras com ativi-
dade elevada da gama glutamiltransferase ou uma alteração das células hematoló-
gicas decorrente do efeito da temperatura na presença de anticorpos frios.

Uso de aditivos ou conservantes  
A coleta da amostra com o agente antiglucolítico fluoreto de sódio estabiliza o 
nível da glicose na presença de células de sangue durante mais de 24 horas à tem-
peratura ambiente ou 48 horas sob refrigeração (2 a 8°C).
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Tubos primários com separadores ou aceleradores da coagulação  
No mercado, existem diferentes tipos de tubos primários, sendo os mais comuns 
os tubos de polimetilmetacrilato, os tubos a vácuo com grânulos que aceleram o 
processo de coagulação e os tubos com gel separador.

Após a centrifugação, o soro ou plasma pode ser mantido em contato com o gel 
de separador por um tempo limitado. É importante consultar as referências do 
produto em uso e realizar os testes de validação pelo laboratório, pois a estabili-
dade dos analitos varia de acordo com os aceleradores e separadores utilizados.10

Em geral, o soro pode ser preservado em um tubo com gel separador por  
48 horas a 4°C.

Amostras obtidas em tubo com gel separador nunca devem ser recentrifugadas.7

TEMPERATURA DE CONSERVAÇÃO, TRANSPORTE  
E  MANUSEIO DAS AMOSTRAS 7  
Amostras armazenadas à temperatura ambiente  
Como mencionado anteriormente, para a maioria dos analitos, recomenda-se uma 
temperatura ambiente (18 a 25°C) para conservação, transporte e centrifugação 
das amostras.

Temperaturas acima de 35°C devem ser evitadas, pois aceleram a deterioração 
das células sanguíneas.

Amostras refrigerados (2 a 8°C)  
O resfriamento de uma amostra inibe o metabolismo das células sanguíneas e es-
tabiliza os componentes termolábeis.

As amostras de sangue total não devem ser refrigeradas, exceto nos casos em 
que é particularmente recomendado.

Contraindica-se a refrigeração de uma amostra por períodos superiores a 2 ho-
ras quando se realiza a análise de potássio (ver Figura 2).

As amostras coletadas para a análise de eletrólitos não devem ser refrigeradas 
previamente à centrifugação e à análise.

São analitos que exigem armazenamento a frio: catecolaminas, amônia, lactato, 
gastrina, PTH, gasometria e cálcio iônico.

Para esses casos, as condições de temperatura e transporte necessitam ser muito 
bem controladas. Em algumas situações específicas, as análises são realizadas no pró-
prio local onde é realizada a coleta da amostra (p. ex., análise de gases sanguíneos).

Temperatura de centrifugação  
Os laboratórios devem disponibilizar centrífugas com controle de temperatu-
ra. Alguns analitos termolábeis específicos devem ser centrifugados a 4°C (p. ex., 
ACTH) e outros a 37°C (vide item “Temperatura em amostras especiais”).
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Excetuando-se os casos em que as recomendações estabelecem temperaturas es-
pecíficas de centrifugação, as amostras de sangue para obtenção de soro ou plasma 
são centrifugadas a uma temperatura entre 20 e 22°C.

Os tubos não devem ser recentrifugados após a separação do plasma ou soro.
A recentrifugação pode provocar uma alteração na relação água do plasma/vo-

lume das células, o que pode causar alterações no valor dos analitos.

Soro ou plasma após centrifugação  
As amostras separadas de soro ou plasma não devem permanecer por mais de  
8 horas à temperatura ambiente, antes da análise.

Se o processamento não puder ser realizado dentro desse período, eles devem 
ser refrigerados (2 a 8°C).

Se o processamento das amostras não for feito dentro de 48 horas, recomenda-
-se mantê-las em um freezer a –20°C.

Descongelamento das amostras   
Uma fonte muito comum de erro é a homogeneização inadequada das amostras 
após descongelamento. Durante o processo de descongelação, produzem-se gra-
dientes de concentração que determinam que as soluções primeiro derretam e, em 
seguida, deslizem para a superfície dos tubos.

As amostras de soro ou plasma não devem ser congeladas e descongeladas, pois 
podem sofrer deterioração. Não é recomendado descongelar as amostras mais de 
uma vez.

As amostras, uma vez analisadas, devem ser armazenadas para eventual con-
firmação de resultados, para realizar estudos adicionais e por razões médicas ou 
legais. A temperatura e o tempo de conservação dessas amostras variam de acordo 
com o analito e as recomendações específicas.

Temperatura de conservação das amostras em estudos de coagulação11  
A estabilidade dos fatores da coagulação depende de o paciente estar recebendo ou 
não tratamento com heparina, de acordo com Heil e colaboradores.12

• Tempo de protrombina (TP): as amostras não centrifugadas ou centrifugadas 
sem a separação do plasma, em tubo fechado à temperatura de 18 a 24°C, devem 
ser analisadas dentro de 24 horas após a coleta.
 O armazenamento sob refrigeração (2 a 4°C) pode induzir a ativação do fator VII,  
resultando em uma alteração do resultado de TP.

• Tempo de tromboplastina parcialmente ativada (TTPA): nos pacientes que não 
estão fazendo uso de heparina, as amostras não centrifugadas, ou centrifugadas 
sem separação do plasma em um tubo fechado e mantido à temperatura entre  
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2 e 8°C ou 18 e 24°C, devem ser analisadas dentro de 4 horas após a coleta  
do sangue.
 As amostras contendo heparina não fracionada e mantidas sob temperatura en-
tre 2 e 8°C ou 18 e 24°C devem ser centrifugadas dentro de 1 hora a partir da 
coleta e o plasma analisado dentro de 4 horas após a coleta da amostra.
 Quando há um risco de agitação da amostra antes da centrifugação (p. ex., du-
rante o transporte), o plasma deveria ser separado dentro de 1 hora após a coleta 
e analisado dentro de 4 horas após a coleta.
 As amostras para outros ensaios (p. ex., tempo de trombina, proteína C, fatores 
V e VIII) mantidas entre 2 e 8°C ou 18 e 24°C devem ser centrifugadas e anali-
sadas em até 4 horas após a coleta da amostra.
 Se a análise do TP não puder ser realizada dentro de 24 horas e o TTPA e outras 
análises dentro de 4 horas, o plasma deve ser separado e mantido em freezer a 
20°C por 2 semanas e freezer de –70°C por 6 meses.
 As amostras congeladas devem ser rapidamente descongeladas a 37°C e anali-
sadas de imediato.
 Se não puderem ser analisadas imediatamente, as amostras podem ser mantidas, 
no máximo, por 2 horas a 4°C antes da análise.
O resultado do TTPA pode ser afetado em amostras previamente congeladas.

Temperatura de conservação e transporte de amostras de urina13  
Recomenda-se processar a amostra de urina dentro de 2 horas após a coleta e evi-
tar o uso de conservantes, tanto quanto possível.

Se o processamento atrasar, a amostra deve ser refrigerada (2 a 8°C) e mantida 
protegida da luz. Nessas condições, pode ser mantida por um período de 12 horas.

No caso da urina refrigerada, recomenda-se que a amostra atinja a temperatura 
ambiente para iniciar o processamento e realizar previamente uma correta homo-
geneização da amostra.

Na urina resfriada, pode haver precipitação de cristais urato amorfos e fosfato.
A urina nunca deve ser congelada, uma vez que deteriora os elementos celulares 

e falseia os parâmetros bioquímicos.
Para o estudo de diferentes analitos, a amostra deve ser aliquotada com homo-

geneização prévia e conservada de acordo com as análises a serem realizadas.
O tempo de conservação sob diferentes condições de temperatura ou conser-

vantes depende dos constituintes específicos da urina.

LÍQUIDO CEFALORRAQUIDIANO (LCR) |  TEMPERATURA DE 
CONSERVAÇÃO E TRANSPORTE 5   
O LCR deve ser transportado para o laboratório imediatamente após a coleta.

Pode ser armazenado em meio refrigerado (2 a 8°C) por no máximo 3 horas.
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Para o estudo da celularidade, quando o tempo de transporte for prolongado, 
recomenda-se realizar a centrifugação. As lâminas permanecem estáveis por 4 a  
6 dias à temperatura ambiente.

Após a centrifugação, o LCR deve ser armazenado em um freezer a –70°C em 
recipientes de vidro ou polipropileno hermeticamente fechados. 

Recomenda-se o freezer a –70°C em vez de –20°C, já que as proteínas das ban-
das oligoclonais desaparecem quando conservadas por mais de 6 meses a –20°C.

Conservação de amostras para hemograma5  
Recomenda-se processar a amostra em EDTA no prazo de 6 horas após a coleta.

Em alguns casos, esse tempo é excessivo para garantir a exatidão dos resultados.
Apenas o valor da hemoglobina e a contagem de plaquetas são estáveis durante 

esse período.
Recomenda-se a realização de um esfregaço de sangue dentro de 2 horas depois 

da coleta da amostra. Não se indica o armazenamento do esfregaço por mais de 
24 horas.

Temperatura em amostras especiais14 
No caso das crioglobulinas, a coleta e o processamento de amostras devem ser  
realizados sob condições controladas de temperatura, pois algumas delas precipi-
tam rapidamente em temperaturas abaixo de 37°C.

Todo material de coleta (seringas, tubos com gel separador sem anticoagulante) 
deve ser pré-aquecido a 37°C.

Durante o transporte até o laboratório, as amostras devem permanecer em um 
recipiente isotérmico com água, garantindo que a temperatura esteja entre 37 e 40°C.

No laboratório, os tubos devem ser mantidos a 37°C em banho-maria por  
1 hora até a retração do coágulo e centrifugados a 37°C. Caso o laboratório não 
disponha de uma centrífuga a 37°C, a separação do soro pode ser realizada após  
1 hora a 37°C, sem centrifugação e com o auxílio de uma pipeta Pasteur, evitando 
a aspiração de hemácias ou resíduos de fibrina.

TRANSPORTE DE AMOSTRAS  
Normalmente, os tempos de transporte são curtos quando o laboratório está pró-
ximo às áreas clínicas e não representam um problema.

O transporte das amostras biológicas para o laboratório pode ser realizado por 
meio de mensageiros ou tubos pneumáticos e mesmo pelo serviço de correios a 
distâncias variáveis do laboratório que processará a amostra.

O laboratório processante deve dispor de um protocolo que descreva a correta 
conservação e o transporte das amostras, desde o momento em que são coletadas 
até a recepção no laboratório. 
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As pessoas responsáveis pelo transporte devem seguir as instruções para preser-
var as características originais das amostras, o que depende do tipo de amostra, do 
analito e de sua concentração.

As amostras diagnósticas deveriam ser transportadas em conformidade com os 
regulamentos vigentes, seja pelos seus próprios meios, seja por subcontratados.

Se uma amostra externa não puder ser enviada para o laboratório dentro dos 
prazos recomendados, deve ser centrifugada separando o soro ou plasma das célu-
las e armazenada em condições adequadas até ser transportada para o laboratório 
processador.

Recomendações gerais para o transporte de amostras7  
• Tempo: o mais rápido possível, mas depende do analito a ser examinado;
• Temperatura: deve ser assegurada a temperatura de armazenamento das amos-

tras. Todas as amostras precisam ser transportadas à temperatura ambiente (18 
a 25°C), exceto quando a amostra requer refrigeração ou congelamento. Nos 
casos em que é necessário transportar uma amostra congelada (–18°C), deve-se 
garantir a disponibilidade de congeladores. A faixa de temperatura necessária 
precisa ser especificada em casos específicos;

• Pressão: no caso de transporte aéreo, as amostras devem estar preparadas para 
suportar possíveis mudanças de pressão;

• Posição vertical: minimiza o balanceamento, evita o derramamento da amostra 
e facilita a formação do coágulo;

• Exposição à luz: a exposição à luz natural ou artificial afeta principalmente os 
seguintes analitos – bilirrubinas, vitaminas A e B6, betacaroteno e porfirinas. 
Nesses casos, recomenda-se o transporte em tubos âmbar ou cobertos com fo-
lha de alumínio;

• Recipientes fechados: para evitar evaporação, perdas, contaminação. As agulhas 
sempre devem ser removidas no transporte de amostras de sangue;

• Agitação e hemólise: o manuseio e o transporte das amostras exigem cuidados 
para minimizar danos dos eritrócitos. Amostras hemolisadas podem causar in-
terferência significativa; 

• Analitos seriamente afetados por hemólise: DHL, AST, potássio;
• Analitos moderadamente afetados: ferro, ALT, T4;
• Analitos levemente afetados: fósforo, proteínas totais, albumina, magnésio, cál-

cio e fosfatase ácida.

Tubos pneumáticos  
Compreendem sistemas automatizados amplamente utilizados para o envio de 
amostras ao laboratório.
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Diferentes reportes indicam que não há qualquer alteração ao se transportar a 
amostra por sistemas de tubos pneumáticos para os seguintes analitos:5

• Albumina, fosfatase alcalina, AST, cloro, creatinina, glicose, sódio, bilirrubina, 
proteína total, ureia, ácido úrico, leucocitose e tempo de trombina.

Seu uso não é apropriado nas amostras que devem ser mantidas à temperatura 
corporal, como no caso das crioglobulinas.

Transporte a distância  
Quando as amostras de sangue ou outros fluidos corporais são enviados para la-
boratórios distantes, uma série de normas deve ser cumprida para garantir a inte-
gridade das amostras e a segurança daqueles que transportam ou estão em contato 
com esses materiais.14

As amostras devem ser acondicionadas para garantir a integridade, de modo a 
resistir a vazamentos ou fugas, impactos ou mudanças de pressão ou outras condi-
ções que possam causar incidentes durante o transporte.

O pessoal que despacha as amostras deve assegurar que os conteúdos enviados 
cheguem ao local de destino de maneira adequada e sem alterações.

O registro de incidentes é importante: qualquer incidente que surja durante o 
transporte deve ser documentado em uma planilha e entregue no momento da 
chegada na recepção do laboratório.

Para o transporte de amostras biológicas, a caixa a ser transportada deve estar 
em conformidade com os requisitos de embalagem, rotulagem e sinalização na 
dependência do tipo de transporte (via terrestre ou aéreo).

Os regulamentos relativos ao transporte de amostras consistem em normas na-
cionais e internacionais. As amostras com substâncias infecciosas (categoria A) de-
vem ser tratadas de modo diferente das amostras diagnosticadas com baixo risco 
para infecção (categoria B), como demonstrado na Figura 3.

As embalagens destinadas às amostras biológicas para fins diagnósticos devem 
apresentar as seguintes especificações:14,15

• Frasco ou recipiente interno contendo a amostra: polipropileno ou polietileno são 
os mais apropriados para a maioria das aplicações. O vidro não é recomendado 
pelo risco de quebra. Devem ser projetados para evitar derramamentos. Amos-
tras preparadas em vidro (lâminas) precisam ser colocadas em recipientes espe-
cialmente projetados. O recipiente primário deve ser corretamente identificado;

• Material absorvente entre o recipiente interno e o secundário;
• Frasco ou recipiente secundário: deve estar completamente fechado. Caso não se 

utilize o recipiente terciário, este deve conter o pedido e o formulário do laboratório;
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FIGURA 3 Sinalização para embalagem de substâncias infecciosas categorias B 
(esquerda) e A (direita)
Fonte: WHO, 2017/2018.15

• Recipiente terciário: deve ser resistente a quebras e choques. Seu uso se dará 
em razão das exigências normativas de cada tipo de transporte (terrestre, aé-
reo etc.). Deverá ser afixada uma etiqueta com o endereço do remetente e do 
laboratório destinatário, bem como a frase “amostra para diagnóstico”. Sendo 
uma caixa, serão necessárias duas etiquetas de orientação, colocadas nos lados 
opostos, indicando sua posição correta;

• Um rótulo especificando a temperatura de armazenamento também é necessá-
rio, caso não seja à temperatura ambiente (Figura 4).

Embalagem Categoria A

FIGURA 4 Embalagem e rotulagem para o transporte de substâncias infecciosas 
categorias A e B. (continua)
Fonte: Iata (Montreal, Canadá), citada por WHO, 2017/2018.15,16



108

Embalagem Categoria B

FIGURA 4 Embalagem e rotulagem para o transporte de substâncias infecciosas 
categorias A e B. (continuação)
Fonte: Iata (Montreal, Canadá), citada por WHO, 2017/2018.15,16
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9 Interferentes em imunoensaios: aspectos históricos e 
evolução dos métodos

INTRODUÇÃO
Embora se trate de um importante problema no imunodiagnóstico (ID) por en-
volver reações antígeno-anticorpo, a interferência em imunoensaio (IE) sempre foi 
subestimada. Resumidamente, foi definida por Kroll e Elin (1994) como o “efeito 
de uma substância presente na amostra que altera o valor correto de um resultado, 
usualmente expresso em concentração ou atividade, para um analito”, ao que seria 
mais abrangente acrescentando “[...] e outros fatores que alteram [...]”.1

A história remete a 1897, quando o pesquisador austríaco Rudolf Kraus2 desen-
volveu a primeira reação de ID ao misturar sobrenadante de cultura bacteriana 
com soro de animal imunizado, observando a formação de um precipitado, dando 
origem, assim, às reações de precipitação. Pode-se, então, afirmar com absoluta 
certeza que, naquele momento, surgiram também os primeiros processos de inter-
ferência nas reações da imunologia laboratorial. 

O trabalho de Sgouris3 foi um dos primeiros a comprovar 80% de resultados 
falso-reativos em virtude da presença de interferentes em IE para pesquisa de antí-
geno (Ag) de hepatite B. Desde então, a literatura laboratorial tem sido vasta quan-
to à abordagem da interferência no ID.

Objetivando alertar para a importância e a gravidade dos interferentes, Kricka4 
alertou para o caso de uma paciente com septicemia por Escherichia coli que apre-
sentava valores elevados para troponina I, TSH, hCG, alfafetoproteína e CA-125, 
sem nenhuma correlação clínica com esses resultados. 

Wild, em 2001,5 já ressaltava os grandes avanços nos IE e a imensa sensibilidade 
obtida no nível subpicomolar (10–12), em que, segundo ele, “um analito jogado no 
mar junto à sua casa na Inglaterra conseguiria ser detectado na Austrália”. Porém, 
no mesmo trabalho, o autor também assinala as dificuldades causadas pelas subs-
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tâncias interferentes nesses conjuntos reativos com altas sensibilidades e suas re-
percussões na interpretação e na conduta clínica. 

A capacidade de ligação do anticorpo (AC), a estrutura molecular do Ag, a ma-
triz da amostra, a composição dos reagentes, o formato do ensaio, entre vários 
outros são essenciais na determinação da especificidade do IE. 

Observa-se que, independentemente da concentração do analito, a interferência 
poderá ser analito-independente (amostra hemolisada, ictérica, lipêmica, presen-
ça de anticoagulantes, estocagem da amostra etc.) ou analito-dependente causada 
por interação entre componentes da amostra com um ou mais AC reagentes (AC 
heterofílicos, AC humanos antianticorpos de animais, autoanticorpos antianalito, 
fator reumatoide – FR – etc.). 

Verifica-se também que a interferência poderá causar resultados falsamente ele-
vados (interferência positiva) e falsamente diminuídos (interferência negativa) na 
dependência direta do(s) AC envolvido(s) e do desenho do ensaio.

Embora não haja a obrigatoriedade de ser diretamente proporcional, a magni-
tude da interferência geralmente depende da concentração do(s) interferente(s). 

As consequências das interferências nos IEs poderão provocar graves condutas 
clínicas com investigações e tratamentos desnecessários.

Embora não seja objetivo deste capítulo, para o bom entendimento dos me-
canismos de interferência nas reações antígeno-anticorpo (Ag-AC), é sempre 
importante compreender  importantes tópicos relacionados à imunologia básica, 
laboratorial e clínica, como antígeno, anticorpo, reação Ag-AC, cinética da forma-
ção de complexo Ag-AC, constante de associação e dissociação, sensibilização de 
superfícies, metodologias homogêneas/heterogêneas e competitivas/não compe-
titivas, desenhos das metodologias de IE, componentes do ensaio (soro controle, 
soro padrão, calibrador, tampão, enzimas, sistemas reveladores, AC e Ag reagentes, 
solução stop etc.), sistemas de leitura, automação em imunodiagnóstico, controle 
de qualidade, entre outros. 

Considerando-se que, em capítulos posteriores, alguns mecanismos de inter-
ferência serão abordados mais detalhadamente, um dos objetivos deste é apenas 
fornecer resumidamente alguns aspectos e exemplos de interferências em IE, sem 
uma abordagem mais profunda. 

NATUREZA DOS INTERFERENTES – EFEITO MATRIX  
Amostras de indivíduos sadios e doentes poderão também apresentar substâncias 
endógenas interferentes. Cada indivíduo apresenta uma amostra com proprieda-
des únicas. Essas substâncias poderão interferir ao interagirem em uma ou mais 
etapas do IE, influenciando na ligação do(s) AC e, consequentemente, na concen-
tração do analito. 
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Anticorpos exógenos administrados em uma terapia poderão competir com os 
AC antianalito do ensaio, alterando a reação Ag-AC do IE. 

Interferências exógenas representam aquelas causadas pela introdução de fato-
res ou condições externas, in vivo ou in vitro, que normalmente não estão presen-
tes nas amostras coletadas: hemólise, lipemia, icterícia, aditivos nos tubos coletores, 
medicamentos, suplementos nutricionais, transporte e estocagem das amostras, 
entre outros. 

Componentes naturais das amostras (proteínas, carboidratos, lipídeos, sais e pe-
quenas moléculas) poderão, em conjunto, interferir nos IE, causando o chamado 

“efeito Matrix”. 

REAÇÕES CRUZADAS  
Nos IE, as reações cruzadas representam a interferência mais frequente, principal-
mente nas metodologias competitivas. Trata-se de uma forma de alteração ines-
pecífica nos ensaios, causada por substâncias cujas estruturas íntegras ou catabó-
litos relembram as do analito, podendo apresentar epítopos iguais ou semelhantes, 
competindo pela ligação com o AC, resultando em uma sub ou superestimação da 
concentração ou detecção do analito. 

Reações cruzadas com medicamentos e seus metabólitos podem representar 
um grave problema nos IE, como na dosagem do cortisol em indivíduos adminis-
trando fludrocortisona, fornecendo resultados falsamente elevados. 

Em metodologias competitivas, determinados medicamentos ou seus metabóli-
tos poderão interferir em ensaios para fármacos de abuso, por apresentarem estru-
turas químicas semelhantes. 

Sabidamente, substâncias análogas à digoxina, que frequentemente surgem em 
quadros hepáticos, falência renal e hipertensão, apresentam reação cruzada nos 
IE para a quantificação desses fármacos. Essas substâncias presentes no sangue 
poderão ocasionar falsos resultados, quando na etapa de lavagem ou separação 
apresentarem coeficiente de dissociação maior que a digoxina. 

Ressalta-se a importância do estudo da especificidade do IE para uma melhor 
compreensão das reações cruzadas.

INTERFERÊNCIAS PRÉ-ANALÍTICAS  
Tubos de coleta  
Vários trabalhos demonstram as interferências causadas nos IE por diversos aspec-
tos relacionados aos tubos de coleta: vidro ou plástico; tampa de borracha; surfac-
tantes; anticoagulantes; gel separador; e ativadores da coagulação. Tubos de plástico 
têm se mostrado mais convenientes para as dosagens hormonais e de medicamen-
tos; porém, podem interferir nas dosagens de substâncias de baixo peso molecular. 
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Silicone e lipídios presentes em alguns tubos de coleta poderão dificultar a forma-
ção do complexo Ag-AC. Polímeros de silicone solúveis em água que revestem os 
tubos poderão interferir negativamente nos ensaios que utilizam o sistema biotina-

-avidina (p. ex., tireotropina, prolactina e hCG) e positivamente em determinados 
ensaios para dosagem de proteína C-reativa, com a qual se complexam. 

Coleta e transporte da amostra  
Um levantamento realizado por Rose e colaboradores6 com quase 8 milhões de co-
letas, entre outros aspectos técnicos, demonstrou a presença de coágulo em 64,8% 
das amostras, o que poderia interferir significativamente no correto volume aspi-
rado pelas sondas dos equipamentos automatizados de IE. 

Keffer7 demonstrou que o aumento aproximado de 5% de proteínas séricas na amos-
tra coletada com o uso prolongado do torniquete ampliará o número de prováveis 
substâncias ligantes no IE, podendo resultar em uma má interpretação do resultado.

O momento da coleta é crítico para a dosagem de vários analitos, como medica-
ções terapêuticas, cortisol, renina, aldosterona, corticotropina, entre outros.

Trabalhos têm demonstrado que, nas dosagens de alguns pequenos hormônios 
peptídeos (p. ex., ACTH, renina e gastrina), as amostras devem ser transportadas em 
gelo para evitar a desnaturação molecular e a alteração das propriedades antigênicas. 

Nas dosagens de vitamina D, recomenda-se o transporte das amostras protegi-
das da luz para que não haja fotodegradação do analito. 

No caso de amostras coletadas em locais distantes, o ideal, para os exames de IE, 
é que o soro ou plasma estejam congelados durante o transporte.

Recomenda-se que, na realização dos IE, as amostras (sangue total, soro ou plas-
ma) sejam centrifugadas na dependência do tipo de tubo de coleta (vidro ou plás-
tico/com ou sem gel separador/com ou sem anticoagulante/tipo de anticoagulan-
te) por um tempo que poderá variar de 4 a 15 minutos e com velocidades de 1.000 
a 3.000 g, separando o soro ou o plasma até 2 horas após a centrifugação, conforme 
orientação do Manual de Coleta Sanguínea H18-A3 do CLSI e das Recomendações 
da Sociedade Brasileira de Patologia Clínica/Medicina Laboratorial para Coleta de 
Sangue Venoso.8,9

Tipos de amostra  
Na maioria dos IE, o soro é o material biológico de escolha, embora o plasma seja 
também bastante utilizado e com a vantagem de eliminar o tempo de espera para a 
formação do coágulo. No ato da coleta, completar com sangue até a marca do tubo 
para tal é fundamental, pois, desse modo, não haverá sobra de anticoagulante, a 
qual poderá afetar a formação dos complexos Ag-AC. 
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Recomenda-se sempre que os tubos destinados aos exames imunológicos sejam os  
primeiros a serem preenchidos, evitando-se, assim, contaminação cruzada entre 
os diferentes aditivos que poderão interferir nos IE (p. ex., heparina lítica, EDTA, 
oxalato de potássio, fluoreto de sódio). Tubos sem anticoagulante também pode-
rão interferir nas dosagens de troponina e determinados hormônios. 

Havendo necessidade de usar plasma, torna-se essencial a escolha do anticoa-
gulante, visto que alguns deles poderão interferir na formação do complexo (p. ex., 
heparina), enquanto outros atuariam inibindo a atividade enzimática do ensaio  
(p. ex., fluoretos). 

Amostras hemolíticas, lipêmicas e ictéricas  
A maioria dos IE não é afetada por amostras hemolisadas ou ictéricas. Entretanto, 
IE para analitos lábeis, como calcitonina, paratormônio, insulina, glucagon, gas-
trina e ACTH, poderão sofrer interferências em amostras hemolisadas, pela sua 
degradação por enzimas proteolíticas liberadas pelos eritrócitos. É importante 
assinalar que a hemólise na dependência do desenho de alguns ensaios poderá 
influenciar na geração do sinal, principalmente os IE com leitura na mesma faixa 
da hemoglobina, entre 340 e 560 nm (pico em 541 nm). Acrescenta-se o fato de a 
hemoglobina apresentar propriedades fotométricas, fluorométrica e quimiolumi-
nescente capazes de interferir no sinal do ensaio. Portanto, torna-se mais seguro 
evitar o uso dessas amostras.

Quanto a amostras lipêmicas, está bem definida sua contraindicação nas meto-
dologias de turbidimetria e nefelometria. Nos ensaios tipo ELISA, amostras com 
altas concentrações de triglicerídeos e colesterol poderão causar resultados alte-
rados por interferirem na ligação do antígeno com o anticorpo adsorvido. Vários 
autores demonstraram a grande interferência que os ácidos graxos não esterifica-
dos causam nas dosagens de tiroxina e esteróis. Recomenda-se guardar as amos-
tras lipêmicas na geladeira por uma noite e utilizá-las no dia seguinte, objetivando 
amenizar as ações dos lipídios. Ultracentrifugação também poderá ser empregada 
para remoção do excesso de lipídios, assim como o pré-tratamento das amostras 
com lipase. Nunca diluir a amostra com a finalidade de remover o excesso de li-
pídios. Micelas lipídicas são capazes de absorver e desviar a luz do sinal do ensaio.

Soros ictéricos poderão também causar alterações nos resultados de vários IE 
em razão da presença da bilirrubina, principalmente as metodologias que utilizam 
faixa de leitura próxima dela, cujo ótimo de absorção é 450 a 460 nm. A bilirrubina 
também apresenta propriedades fotométricas e fluorométricas capazes de interfe-
rir na leitura do ensaio, bem como nas concentrações séricas de medicações livres 
versus complexadas, alterando suas distribuições nos diferentes espaços corporais. 
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Estabilidade e estocagem das amostras   
Embora a maioria dos analitos se mantenha estável, quando conservados nos tubos 
primários a 4°C, o processamento e a estocagem das amostras inadequadamente 
poderão interferir em suas propriedades e, consequentemente, nos resultados dos 
IE. O congelamento e o resfriamento são práticas comuns de armazenamento das 
amostras. No caso de analitos como gastrina, insulina, ACTH, peptídeo C e vitami-
na D, é essencial o transporte da amostra congelada ou estocada a –20°C. 

Algumas proteínas presentes nas amostras se desnaturam, agregam ou perdem a 
antigenicidade após repetidos congelamentos e descongelamentos. 

Amostras coletadas com EDTA se mostram mais estáveis que soro e plasma 
heparinizado, pela ação quelante sobre o cálcio e o magnésio. Porém, em caso de 
sobra de EDTA, quando da coleta de amostra não proporcional (pouca) à de que-
lante, este poderá interferir na atividade de enzimas, como a fosfatase alcalina em-
pregada nos ensaios de quimioluminescência (QUIMIO), para a qual a presença 
do Mg++ é essencial.

Indica-se a adição de substâncias inibidoras das proteases aos tubos de coleta 
para dosagens de analitos como ACTH, gastrina e glucagon, pelo fato de serem 
rapidamente catabolizados por essas enzimas presentes no sangue. 

SUBSTÂNCIAS INTERFERENTES  
Proteínas ligantes com hormônios  
As concentrações dos hormônios podem ser modificadas por suas ligações com 
globulinas e, principalmente, com a albumina, encontrada em alta concentra-
ção sérica. Outras globulinas, como a globulina ligadora aos hormônios sexuais 
(SHBG), a globulina ligadora da tireoide e a globulina ligadora do cortisol, repre-
sentam outros exemplos. 

Na quantificação total de determinado hormônio, o ideal é separá-lo das subs-
tâncias endógenas ligadas, bem como prevenir a união do hormônio reativo mar-
cado a essas substâncias. Tal separação poderá ser obtida pelo uso de solvente de 
extração, desnaturação dessas substâncias ligantes, adição de agentes bloqueadores 
ou extração por imunoafinidade. 

Autoanticorpos  
Alguns autores têm demonstrado a interferência de autoanticorpos na quantifica-
ção de vários analitos por IE, como prolactina, testosterona, insulina, tireoglobuli-
na, hormônios tireoidianos nas formas livre e total, entre outros.

Observa-se que, na dependência da distribuição dos complexos autoanticorpo-
-analito livre versus conjugado, a interferência poderá ser positiva ou negativa.
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Quadros clínicos de câncer de tireoide, bócio, hipertireoidismo pós-tratamento, 
doença de Graves, tireoidite de Hashimoto e doenças autoimunes não tireoidia-
nas podem apresentar anticorpos anti-T4 e anti-T3 que interferirão nas dosagens 
de T4 total, T4 livre, T3 total e T3 livre. Dependendo da metodologia utilizada, a 
prevalência desses anticorpos variará, podendo chegar a 10% em pacientes autoi-
munes. Ressalta-se a importância em observar a possível discrepância entre resul-
tados de T4 livre e TSH na presença de tais autoanticorpos.

Pacientes com câncer de tireoide diferenciado (25%) e mesmo indivíduos sau-
dáveis (10%) poderão apresentar anticorpos antitireoglobulina, que, por sua vez, 
poderão causar uma significativa interferência nas dosagens desse analito.

A presença de anticorpos antiprolactina poderá induzir a graves condutas médi-
cas, clínicas ou cirúrgicas. Isso pelo fato de esse anticorpo estar no soro sob a for-
ma de macroprolactina (macro-PRL), podendo-se observar uma macroprolacti-
nemia com prolactina (PRL) normal. A macro-PRL é uma macromolécula na qual 
a PRL está complexada a uma IgG direcionada a determinado epítopo específico 
do hormônio; além disso, não apresenta atividade biológica por sua biodisponibi-
lidade muito baixa (alto peso molecular). A literatura cita uma incidência acima 
de 26% de macro-PRL em todos os casos de hiperprolactinemia, na dependência 
da metodologia do IE utilizado. Todos os soros com hiperprolactinemia devem ser 
tratados por cromatografia por filtração em gel ou pré-tratamento com polietileno 
glicol (PEG 6000), objetivando-se pesquisar a presença de macro-PRL.

Anticorpos heterófilos  
Define-se o anticorpo heterófilo (AcH) como aquele produzido em resposta a um 
antígeno e que reage com outro molecularmente diferente. Alguns autores chegam 
a afirmar que os AcH estão presentes em 30 a 40% das amostras. Esses anticor-
pos podem reagir com diferentes antígenos, bem como com a região variável (AC 
anti-idiotipo) e fragmento Fc (AC anti-isotipo) de outros anticorpos. Em geral, 
apresentam baixa afinidade e, consequentemente, fraca ligação (alto coeficiente de 
dissociação). 

Sabe-se que o fator reumatoide (FR) representa o AcH que mais frequentemen-
te interfere nos IE. Trata-se de anticorpos voltados contra o fragmento Fc de ou-
tros anticorpos, sendo, respectivamente, os mais frequentes IgM e IgG, podendo 
interferir positiva ou negativamente nas mais variadas reações quantitativas ou 
qualitativas. 

Excesso de anticorpo não humano nos tampões do ensaio reduz a possibilidade 
de essas substâncias interferirem junto aos anticorpos de captura ou de detecção. 
Quanto aos agentes bloqueadores normalmente adicionados pelos fabricantes aos 
ensaios, nem sempre são capazes de evitar a interferência dos AcH, principalmen-
te se esses forem do tipo anti-idiotipo. 
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Alguns trabalhos demonstram que é muito frequente a presença de AcH em 
trabalhadores de fazendas e pet shops que mantêm constante contato com animais 
e/ou produtos de origem animal. Recomenda-se, quando da coleta, questionar o 
paciente quanto ao tipo de atividade profissional que exerce. 

Anticorpos humanos anti-AC animal  
Imunoglobulina animal administrada em humanos geralmente para tratamentos 
de células-alvo em neoplasias, anticorpos marcados empregados em imagem e so-
roterapias poderão estimular a formação de altos títulos de anticorpos policlonais 
de alta afinidade anti-imunoglobulina animal (HAAA – human anti-animal anti-
bodies). Os HAAA podem ser de todos os tipos: G, M, A e E. 

Os HAAA competem cruzadamente com o antígeno do teste (analito) pelo anti-
corpo da mesma espécie constituinte do ensaio, produzindo falsos resultados.

Entre os HAAA mais comuns, são os produzidos contra o AC de camundongo 
(HAMA); porém, a espécie humana também pode ser estimulada por AC de cabra, 
coelho, cavalo, porco, rato, carneiro, entre outros. 

Imunoensaios empregados no diagnóstico laboratorial ou no monitoramento 
terapêutico de inúmeras patologias estão sujeitos à interferência dos HAAA. 

Os IE do tipo sandwich são os mais suscetíveis à interferência dos HAAA, que 
podem reagir com os AC da mesma espécie constituintes do ensaio.

Dependendo do desenho do IE qualitativo ou quantitativo, os HAAA poderão 
ocasionar diferentes falsos resultados.

Sistema biotina-avidina  
A biotina, presente em diversos alimentos, também denominada vitaminas B7 e 
B8, H e coenzima R, responsável pelo transporte de CO2 como cofator da enzima 
piruvato carboxilase, entre outras carboxilases, tem alta afinidade de ligação não 
covalente com a avidina; portanto, com baixo poder de dissociação. A avidina é 
uma glicoproteína homotetramérica derivada da clara de ovo, com a característica 
de conseguir se fixar a vários tipos de suportes, além de se ligar a outras substân-
cias da matriz sérica. 

Em virtude dessa capacidade da avidina de ligação a substâncias da matriz 
da amostra, pesquisadores passaram a utilizar estreptavidina, derivada do Strep-
tomyces avidinii, que, por apresentar menos aminoácidos básicos e resíduos de 
carboidratos, tem menor poder de ligação com outras substâncias séricas e, conse-
quentemente, menor interferência no IE.

O complexo biotina-estreptavidina tem uma afinidade não covalente em torno 
de 1.000 vezes maior que os complexos Ag-AC.
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Pelo fato de a avidina se ligar a superfícies e a biotina a substâncias como antíge-
nos e anticorpos, esse complexo passou, então, a ser empregado nos IE.

Metodologias foram desenvolvidas, nas quais a estreptavidina adsorvida a uma 
superfície se ligará a antígenos ou anticorpos biotinilados em uma etapa do pro-
cesso analítico.

O importante mecanismo de interferência se deve ao fato de a biotina ser uma 
substância presente em inúmeros medicamentos e produtos de consumo, como 
suplementos de biotina, polivitamínicos, suplementos nutricionais com foco no 
mercado masculino e de crianças, shampoos, enxaguantes bucais, barras nutritivas, 
linhas de cosméticos etc., levando o indivíduo a poder apresentar altas concentra-
ções séricas de biotina.

Quando submetidas a IE que utilizam o sistema biotina-avidina, amostras des-
ses pacientes poderão sofrer significativas interferências pelo fato de a biotina sé-
rica em altas doses competir com o anticorpo ou antígeno-biotinilado do ensaio 
pelos quatro sítios de ligação da avidina e causar falsos resultados, dependendo do 
desenho do ensaio.

Esse tipo de interferência nos IE que empregam o sistema biotina-avidina repre-
senta, atualmente, uma das mais frequentes na área do imunodiagnóstico.

Objetivando-se evitar essa interferência metodológica, deve-se perguntar, antes 
da coleta, se o paciente está em uso de algum produto contendo biotina. Caso este-
ja, uma nova coleta deverá ser realizada após 72 horas sem o uso dessa substância, 
embora alguns autores sugiram menos tempo.

Torna-se necessária atenção especial aos pacientes renais que retêm grandes 
quantidades de biotina sérica, bem como em algumas patologias neurológicas (p. 
ex., esclerose múltipla), nas quais se indica a administração de altas doses desse 
fármaco. 

Trabalhos também demonstraram a presença de anticorpos antiestreptavidina 
em alguns indivíduos que, ao se ligarem à estreptavidina, impedem a ligação dos 
anticorpos e/ou antígenos biotinilados, do mesmo modo que a biotina exógena. 

Sugere-se também informar ao médico-assistente que a metodologia empre-
gada no IE utiliza biotina-estreptavidina, bem como dos seus riscos com o uso de 
produtos contendo biotina pelo paciente.

Efeito Hook: alta concentração do analito  
Observa-se o efeito Hook nos IE quando altas concentrações do analito saturam 
simultaneamente os anticorpos de captura e os de detecção. Ensaios imunométri-
cos do tipo sandwich de uma etapa são os mais suscetíveis a esse tipo de interferên-
cia, provocando valores muito abaixo do correto.
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Analitos com possíveis altas concentrações séricas são os mais propensos a 
desenvolver o efeito Hook: hCG, prolactina, hormônio do crescimento, ferritina,  
tireoglobulina, marcadores tumorais (PSA, CA 19-9, CA 125), entre outros.

Esse efeito poderá ser evitado por diluição da amostra, por aumento dos anti-
corpos reagentes ou por diminuição do volume da amostra para análise.

O ideal será sempre que o desenho do IE assegure concentrações de anticorpo 
de captura e de revelação suficientes para atender aos níveis do analito relativo a 
cada patologia.

Na prática, é comum a repetição do ensaio com várias diluições da amostra 
objetivando validar o resultado. 

Outras substâncias  
Albumina, troponina, fosfatase alcalina (FAL), variantes genéticas de analitos, 
marcadores tumorais, complemento, fibrinogênio, lisozima e paraproteínas são 
algumas das substâncias que podem interferir nos IE. 

Altas concentrações de albumina podem interferir na fase analítica de formação 
dos complexos.

Embora, na fase inicial da lesão isquêmica do miocárdio, a troponina I sérica 
esteja presente sob a forma livre, logo depois observa-se que, entre suas possíveis 
isoformas, a mais predominante é capaz de se complexar com as troponinas C e T. 
Esses complexos interferirão direta e diferentemente nos IE, dependendo de seus 
desenhos, causando resultados mais elevados ou diminuídos.

Formas séricas inativas de hormônios, pró-hormônios (ACTH), fragmentos 
(PTH e ACTH), subunidades e “big” formas (prolactina e gastrina) interferem di-
retamente na mensuração desses analitos, visto que o ideal é a dosagem da molé-
cula inteira ativa.

Dados demonstram que, nos IE enzimáticos que utilizam a fosfatase alcalina, as 
amostras que apresentam concentrações séricas dessa enzima acima de 332 UI/mL 
poderão ter seus resultados alterados pela participação da FAL do paciente. Nesses 
casos, deve-se optar por outro desenho que não utilize essa enzima.

Variantes genéticas de alguns analitos dificultam significativamente a ligação 
com anticorpos monoclonais. Os indivíduos poderão apresentar geneticamente 
moléculas de alfa 1-antitripsina com diferentes pontos isoelétricos, o que causa 
uma menor afinidade na ligação Ag-AC. É possível também encontrar a hapto-
globina sérica em diferentes graus de polimerização, alterando a configuração do 
epítopo desse analito, o que dificulta a formação do complexo com o parátopo do 
anticorpo. Existe uma configuração molecular de hormônio luteinizante incapaz 
de se ligar aos anticorpos monoclonais.

Marcadores tumorais representam um complicado grupo de analitos, pois, além 
de poderem apresentar um polimorfismo antigênico, os seus epítopos podem ficar 
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encobertos por um processo de glicosilação pelo ácido siálico, dificultando, em 
ambos os casos, a ligação com o anticorpo monoclonal. A curva de calibração para 
esses marcadores também está sujeita a interferências e será abordada posterior-
mente (ver “Calibradores”).

A ligação do analito ao anticorpo específico poderá ser dificultada pela presença 
de complemento, que tem a capacidade de se ligar ao fragmento Fc das imunoglo-
bulinas. A ação do complemento pode ser minimizada inativando-se o soro ou 
adicionando-se uma substância quelante (atentar-se para o fato de que algumas 
enzimas empregadas nos IE necessitam de íons divalentes para sua ação catalítica, 
p. ex., Mg++ para a FAL). 

Pelo fato de as imunoglobulinas e a lisozima apresentarem baixo ponto isoelé-
trico, observa-se que essa enzima tem a capacidade de se ligar diretamente à IgG 
detectora, adsorvida à fase sólida. 

A paraproteína cadeia kappa de IgG é capaz de se ligar ao anticorpo anti-TSH 
adsorvido e impedir que o TSH se complexe a esse anticorpo, causando um falso 
baixo valor de TSH. 

INTERFERÊNCIA PELOS REAGENTES E  
COMPONENTES DO ENSAIO  
Água reagente  
Embora, atualmente, grande parte dos ensaios forneça reativos pronto para uso, a 
qualidade da água reagente naqueles em que se torna necessária é fundamental para a 
estabilidade dos complexos Ag-AC cuja ligação é tênue, mesmo com alta especificida-
de, visto não se tratar de covalência, e sim de cargas elétricas envolvidas (forças hidro-
fóbicas, pontes de hidrogênio, força de Coulomb e força de van der Waals). A condu-
tividade da água representa um dos fatores que poderão interferir diretamente nessa 
estabilidade. Mesmo com a possibilidade técnica do uso de água tipo 2, recomenda-se, 
dentro do possível, o emprego de água tipo 1 (menor condutividade) (Tabela 1). 

TABELA 1 Especificações da água reagente no momento de sua produção segundo o 
NCCLS

  TIPO 1 TIPO 2

Bactérias heterotróficas (UFC/mL) < 10 < 1.000

Resistividade (MΩ/cm a 25°C) > 10 > 1

Condutividade (mScm a 25°C) < 0,1 < 1

Silicatos (mg/L)    < 0,05 < 0,1

Carbono orgânico total (TOC) ng/g (ppb)   — —

Partículas (micra)    < 0,22 mc —



122

Estabilidade e estocagem do conjunto reagente  
Vários componentes dos conjuntos reagentes são instáveis (p. ex., anticorpo e antí-
geno reagentes, controles, calibradores, enzima, substrato, entre outros), tornando-

-se essencial a correta estocagem desse material conforme orientação do fabricante, 
objetivando manter a sua estabilidade e o melhor desempenho analítico para que 
não haja interferências nos resultados obtidos. 

Transporte em condições de temperaturas inadequadas agrava as condições  
ideais de emprego dos conjuntos reagentes, principalmente em um país continen-
tal e tropical como o Brasil. 

É fundamental, quando do recebimento do conjunto reativo, exigir o certificado 
de fabricação para cada lote, o que permitirá a correta análise das condições dos 
reagentes, comparando-se principalmente a(s) leitura(s) obtida(s) no laboratório 
do(s) controle(s) não reativo(s) com a(s) assinalada(s) no certificado, quando da 
validação do lote pelo fabricante. 

Cabe ressaltar que a sensibilidade de um conjunto reagente de metodologia he-
terogênea, entre outros importantes fatores, está também diretamente relacionada 
à qualidade do processo de sensibilização das superfícies.

Calibradores  
Alguns autores têm demonstrado a grande dificuldade de obter, para determinados 
analitos (p. ex., marcadores tumorais), uma curva ideal de calibração pelo fato de 
as substâncias calibradoras serem obtidas em muitos casos a partir de tecido, onde 
comprovadamente esses analitos poderão apresentar uma conformação molecular 
espacial diferente da observada no ambiente sérico e, consequentemente, formar 
complexos Ag-AC com diferentes coeficientes de dissociação, que poderão causar 
alterações nos resultados nas metodologias heterogêneas. 

Tampões reagentes  
A adsorção de substâncias inespecíficas à parede do ambiente da reação poderá 
prejudicar significativamente o IE, levando-o a um falso resultado. Essa adsorção 
inadequada poderá ser evitada com o emprego de tampões com pH e força iôni-
ca corretos, adicionados com detergentes. Concentrações elevadas de detergentes 
poderão desnaturar proteínas e desorganizar os anticorpos analíticos adsorvidos, 
bem como conter peróxidos que inibem as reações Ag-AC. A presença de azidas 
e mercuriais nos tampões para prevenir crescimento bacteriano poderá inibir a 
ação da peroxidase. O uso de bloqueadores em tampões é também viável, apenas 
com atenção ao fato de que eles são capazes de alterar características de ligação de 
alguns anticorpos, principalmente os de baixa afinidade.
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Substâncias endógenas que geram sinal de detecção  
Algumas substâncias endógenas conseguem gerar um sinal de detecção, podendo 
interferir na leitura final do equipamento. Radioisótopos empregados no diag-
nóstico e em tratamentos podem alterar ensaios de radioimunoensaio. A meto-
dologia DELPHIA (time-resolved fluorescence) sofre a ação direta de europium en-
dógeno. Substâncias fluorescentes endógenas, drogas fluorescentes e fluoresceína  
utilizada em angiografia de retina poderão também interferir na leitura dos en-
saios fluorescentes. 

Inibidores e ativadores das enzimas componentes do ensaio  
Substâncias que inibem ou ativam as enzimas componentes dos enzimaimunoen-
saios (EIA) poderão interferir significativamente em seus resultados. Autores têm 
citado a presença de anticorpos antiperoxidase e antifosfatase alcalina como ini-
bidores dessas enzimas integrantes de muitos EIA. Igualmente, a azida, preserva-
tivo usado em alguns soros controles, inibe a atividade enzimática da peroxidase. 
Fluoreto de sódio empregado na coleta sanguínea também poderá inibir a ação de 
várias enzimas. 

Validação dos lotes  
É fundamental a validação de cada lote dos conjuntos reagentes antes de sua utili-
zação, pois uma simples mudança de um dos seus componentes representará um 
novo lote e será suficiente para poder alterar a especificidade ou a sensibilidade do 
teste, com interferência direta sobre os resultados obtidos. Vários procedimentos 
de validação são sugeridos, não sendo o propósito deste capítulo discuti-los.

INTERFERÊNCIA ANALÍTICA DO EQUIPAMENTO  
Carreamento  
Os equipamentos específicos para IE, assim como aqueles empregados em con-
junto com a química clínica, são muito suscetíveis a apresentar carreamento entre 
amostras. 

No imunodiagnóstico automatizado, o carreamento representa um risco ine-
rente de todo processo analítico.

Dependendo do desenho do ensaio, valores observados poderão ser super ou 
subestimados por lavagens inadequadas ou falhas na detecção de coágulos duran-
te a análise.

Amostra com alta concentração do analito poderá contaminar outra a seguir, 
pela lavagem inadequada da probe do instrumento, elevando a concentração deste 
nesta segunda, o que altera o resultado obtido.
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Efeito lavagem  
As reações Ag-AC se constituem um processo dinâmico, seja in vivo, seja in vitro, 
no qual os complexos se associam e dissociam com maior ou menor facilidade em 
cada sentido, dependendo do grau de afinidade. Nas metodologias heterogêneas, em 
que Ag e/ou AC estão adsorvidos a uma superfície e com os quais os complexos são 
formados, as pressões de lavagens das lavadoras devem estar adequadamente regula-
das para que não ocorra grande perda por dissociação desses complexos específicos 
formados (pressão acima do ideal) ou não se consiga eliminar os complexos inespe-
cíficos (pressão abaixo do ideal). Esse problema se agrava quando de anticorpos de 
menor afinidade na amostra (p. ex., AC de primoestimulação). Nos IE heterogêneos, 
os complexos formados de maneira inespecífica apresentam geralmente baixa afini-
dade e são, em sua maioria, dissociados pelos processos de lavagens e eliminados do 
ensaio, ainda que outros possam se manter íntegros, ligados ao suporte.

Sondas dos equipamentos automatizados  
Sondas que utilizam ondas eletromagnéticas sofrem graves interferências daque-
las produzidas por outros dispositivos próximos aos equipamentos automatizados, 
como o celular, principalmente no momento em que ele recebe chamadas. Essa 
interferência poderá fazer com que a sonda não aspire a amostra ou os reagentes. 
Dessa maneira, é imperativo que telefones celulares nunca fiquem próximos a es-
ses equipamentos.

As sondas que trabalham sob pressão, assim como as eletromagnéticas, podem 
interferir nos resultados quando microcoágulos nas amostras aspiram volumes 
incorretos, bem como reativos.

Independentemente do tipo de sonda utilizada, recomenda-se que, na realização 
dos IE, as amostras (sangue total, soro ou plasma) sejam centrifugadas conforme 
o tipo de tubo de coleta (vidro ou plástico/com ou sem gel separador/com ou sem 
anticoagulante/tipo de anticoagulante) por um tempo que poderá variar de 4 a  
15 minutos e com velocidades de 1.000 a 3.000 g , separando o soro ou o plasma até 
2 horas após a centrifugação, conforme orientação do Manual de Coleta Sanguínea 
H18-A3 do CLSI e das Recomendações da Sociedade Brasileira de Patologia Clínica/
Medicina Laboratorial para Coleta de Sangue Venoso.8,9

INCIDÊNCIA DE INTERFERÊNCIA EM IMUNOENSAIOS  
Nos IE, a prevalência de interferentes é baixa, variando significativamente de acor-
do com a metodologia empregada. Autores citam de 0,5 a 6% o percentual de in-
terferências causadas por anticorpos heterófilos e HAAA. Ward e colaboradores10 
identificaram 7 entre 21 mil amostras (0,03%) que apresentaram interferência pela 
presença de anticorpos heterófilos e HAAA.
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Marks,11 em um importante trabalho multicêntrico, realizado com 10 amostras 
de doadores com FR reativo, esclerose múltipla e lúpus, testadas em IE para 74 
diferentes analitos em 66 laboratórios de 7 países, demonstrou que aproximada-
mente 6% dos resultados foram falsamente elevados, com grande potencial de in-
terpretação clínica incorreta. Destes, 1,8% (n = 65) foi causado pela presença de 
anticorpos heterófilos, enquanto em 4,2% (n = 146) envolvendo 17 analitos não 
se conseguiu caracterizar a origem da interferência, visto que, nessas amostras, o 
agente bloqueador de anticorpos heterófilos não conseguiu alterar os resultados. 
Os ensaios mais afetados foram estradiol, cortisol, FSH, LH e mioglobina.

Levinson e Miller12 assinalaram que, nos IE de duas etapas, o grau de interferên-
cia é muito baixo, na ordem de 10 para 20 mil amostras analisadas (0,005%).

TÉCNICAS PARA DIMINUIR A INTERFERÊNCIA DE 
ANTICORPOS NOS IMUNOENSAIOS  
Na Tabela 2, conforme os trabalhos de Selby13 e Tate e Ward,14 estão descritos os 
métodos empregados para uma possível redução das interferências causadas pelos 
anticorpos heterólogos e HAAA, por meio de sua remoção ou seu bloqueio. 

A extração do analito da amostra antes do ensaio compreende a melhor forma 
de remover os interferentes. Cromatografia em gel tem sido efetiva nessa remoção. 
O emprego de anticorpos monoclonais de rato ou proteína G imobilizada em pé-
rolas de Sepharose tem sido muito eficiente na extração dos HAAA, assim como 
a precipitação com a utilização de polietileno glicol (PEG) 6000. O aquecimento 
(70 a 90°C) da amostra apresenta limitações pelo fato de poucos analitos serem 
estáveis a essas temperaturas, com desnaturação dos anticorpos e consequente 
comprometimento na formação dos complexos.

Uma alternativa objetivando a neutralização ou a inibição de interferentes é a 
adição ao ensaio de imunoglobulinas e soro em baixa concentração da mesma es-
pécie do anticorpo reagente. Insere-se, também, um agente bloqueador no diluente 
do ensaio ou no pré-tratamento da amostra. Pode-se usar como agentes bloquea-
dores Ig policlonal, IgG polimerizada, soro não imune, anticorpo monoclonal não 
imune de camundongo e fragmentos de imunoglobulinas [Fc, Fab, F(ab’)2], ressal-
tando-se o fato de, possivelmente, serem insuficientes para prevenir a interferência, 
por não haver como calcular a quantidade ideal de bloqueador a ser empregada. 
Os diferentes graus de reatividades individuais a anticorpos animais e a síntese de 
anticorpos heterófilos dificultam também significativamente esse cálculo. Vários 
agentes bloqueadores são comercializados. 

HAAA com especificidade para a porção Fc do anticorpo do ensaio poderão ser 
eliminados do soro com o emprego de fragmentos Fc e F(ab’)2 de imunoglobulinas 
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ou anticorpos quiméricos, em que o fragmento Fab dos anticorpos humanos é 
substituído por fragmentos semelhantes de anticorpos não humanos. 

TABELA 2 Métodos para redução de interferência de anticorpos heterofílicos e 
anticorpos humanos antianticorpo de animal

Remoção de anticorpos interferentes

Extração do analito da amostra

Imunoextração por adição de soro animal imobilizado em pérolas de

Sepharose ou proteína A

Precipitação com polietileno glicol (PEG 6000)

Aquecimento a 70 a 90°C para analitos estáveis

Adição de agente bloqueador da mesma espécie do anticorpo do ensaio

Inclusão de um ou mais agentes bloqueadores nos reativos de imunoensaios manufaturados 

podem ser insuficientes para superar a interferência

Soro não imune, IgG policlonal espécie-específica, IgG antianticorpo humano ou IgG de 

camundongo polimerizada 

Anticorpos monoclonais de camundongo não imunes

Fragmentos espécie-específicos de IgG (Fc, Fab)

Reagentes bloqueadores de anticorpos heterofílicos (HBR), reagentes inibidores de 

imunoglobulinas (IIR) ou tubos bloqueadores de anticorpos

Novo desenho dos ensaios

Uso de fragmentos de Fab ou F(ab’)2 

Uso de anticorpos monoclonais quiméricos

Fonte: Selby, 1999; Tate e Ward, 2004.13,14

DETECTAR INTERFERÊNCIA EM AMOSTRAS SUSPEITAS  
Alguns procedimentos poderão ser utilizados quando se suspeita da presença de 
interferentes na amostra.

Além da não concordância clínico-laboratorial de um resultado, a utilização do 
Delta Check, em que resultados atuais são comparados com anteriores e associa-
dos à análise dos valores críticos, torna-se, em muitos casos, um instrumento fácil 
de realizar tal detecção. 

Deve-se observar se há ou não concordância de resultados empregando outra 
plataforma de IE com anticorpo do teste diferente do inicial. Havendo concordân-
cia dos resultados, não se exclui a probabilidade da presença de interferentes, de 
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acordo com a padronização e os limites dos valores dos testes envolvidos. Marks11 
assinalou a importância de nem sempre ser possível considerar supostamente 
corretos os resultados concordantes na maioria dos métodos, conforme ocorreu 
com a amostra de uma mulher pós-menopausada, 72 anos, FR positiva, na qual 
9 dos 11 métodos testados na quantificação de LH e FSH forneceram resultados 
falsamente baixos.

Quando se comparam, no mesmo ensaio, os resultados obtidos com amostra 
sem o uso de agente bloqueador e a tratada com esse agente antes do ensaio, po-
derá se observar a presença de discrepância ou não dos resultados em razão dos 
interferentes. A literatura assinala que discordâncias entre as amostras tratadas e 
não tratadas no valor de 3 a 5 SD denotam possível interferência por anticorpos 
heterófilos, e maior que 5 SD é indicativo da presença desses anticorpos na amos-
tra, embora 20 a 30% das amostras com anticorpos interferentes podem fornecer 
resultados semelhantes após um tratamento com anticorpos bloqueadores. 

Um teste simples que caracteriza aproximadamente 60% das amostras com in-
terferente consiste em realizar diluições seriadas com o diluente do fabricante con-
tendo imunoglobulinas não imunes e observar se a linearidade e o paralelismo se 
mantêm ou não nos resultados.

Quase 90% das amostras suspeitas com interferente(s) são detectadas pelo em-
prego dos procedimentos citados. 

CONCLUSÕES  
Embora tenha consequências clínicas, a interferência em imunoensaios, como já 
assinalado, é subestimada, compreendendo um importante problema a ser solu-
cionado, visto ainda não existir nenhum procedimento que a elimine totalmente.

Como resolver? Soluções definitivas não existem; porém, algumas ações devem 
ser realizadas.

O diálogo entre o laboratório e o médico-assistente deve estar sempre presente e 
estimulado, objetivando evitar que intervenções clínicas desnecessárias. É preciso 
atualizar o médico sobre características das novas metodologias e suas limitações, 
bem como as discrepâncias entre a clínica e o resultado encontrado. 

Devem ser desenvolvidos programas que levem maiores conhecimentos aos pa-
cientes (p. ex., pacientes que lidam com animais) sobre as limitações dos IE, bem 
como encorajá-los a conversar com seus médicos-assistentes sobre o tema. 

Sempre que houver discordância entre o resultado observado e a clínica do pa-
ciente, deve-se pensar em interferentes e pesquisá-los por uma ou mais técnicas já 
citadas anteriormente. 
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Caberá ao laboratório reportar ao médico-assistente que o ensaio realizado foi 
inconclusivo e a interferência não foi detectada, não liberando, então, o resultado 
e solicitando uma nova amostra.

O laboratório tem a responsabilidade de se certificar das possibilidades de in-
terferências em seus imunoensaios e suas consequências para os pacientes, bem 
como de eventuais interpretações clínicas errôneas.

Aos fabricantes de conjuntos reativos, recai a responsabilidade de estabelecer 
orientações sobre interferentes relacionados aos seus testes e pesquisar novas subs-
tâncias causadoras de interferências, além de sempre buscar a melhora da especifi-
cidade e da sensibilidade dos imunoensaios.

REFERÊNCIAS  
1. Kroll MH, Elin RJ. Interference with clinical laboratory analyses. Clin Chem. 1994;40:1996-
2005.
2. Kraus R. Über spezifische Reaktionen in keimfreien filtraten aus cholera, typhus and pest-
bouillonkulturen, erzeugt durch homologues serum. Wien Klin Wochschr. 1897;10:736-8.
3. Sgouris JT. Limitations of the radioimmunoassay for hepatitis B antigen. N Engl J Med. 
1973;288:160-1.
4. Kricka LJ. Interferences in immunoassay – still a threat. Clin Chem. 2000;46(8):1037. 
5. Wild D. The immunoassay handbook. London: Nature Publishing Group; 2001.
6. Rose NR, Hamilton RG, Detrick B. Manual of clinical laboratory imunology. Washington: 
American Society of Microbiology; 1997.
7. Keffer JH. Preanalytical considerations in thyroid function testing. Clin Chem. 1996;42:125-34.
8. CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute). Procedures for the handling and 
processing of blood specimens for common laboratory tests; Approved Guideline - Fourth Edition . 
CLSI document H18-A4. Wayne: CLSI; 2010.
9. Sociedade Brasileira de Patologia Clínica (SBPC). Recomendações da Sociedade Brasi-
leira de Patologia Clínica/Medicina Laboratorial para coleta de sangue venoso. 2. ed. Barueri: Minha 
Editora; 2010.
10. Ward G, McKinnon L, Badrick T, Hickman PE. Heterophilic antibodies remain a problem for 
the immunoassay laboratory. Am J Clin Pathol. 1997;108:417-21.
11. Marks V. False-positive immunoassay results: a multicenter survey of erroneous immunoassay 
results from assays of 74 analytes in 10 donnors from 66 laboratories in seven countries. Clin Chem. 
2002;48:2008-16.
12. Levinson SS, Miller JJ. Towards a better understanding of heterophile (and the like) antibody 
interference with modern immunoassays. Clin Chem Acta. 2002;325:1-15.
13. Selby C. Interference in immunoassay. Ann Clin Biochem. 1999;36:704-21.
14. Tate J, Ward G. Interferences in immunoassay. Clin Biochem Rev. 2004;25(2):105-20.



129

BIBLIOGRAFIA CONSULTADA  
Abbas AK, Lichtman AH, Pillai S. Imunologia celular e molecular. Rio de Janeiro: Elsevier; 2015.
Algeciras-Schimnich A, Bruns DE, Boyd JC, Bryant SC, La Fortune KA, Grebe SK. Failure of 
current laboratory protocols to detect lot-to-lot reagent differences: findings and possible solutions. 
Clin Chem. 2013;59:8:1187-94.
Armbruster DA. Sample to sample carryover: a source of analytical laboratory error and its rel-
evance to integrated clinical chemistry/immunoassay systems. Clin Chem Acta. 2006;373:37-43.
Berth M. Rheumatoid factor interference in the determination of carbohydrate antigen 19-9  
(CA19-9). Clin Chem Lab Med. 2006;44:1137-9. 
Berthod C. Enormous cross-reactivity of hydrocortisone hemisuccinate in the RIANEN RIA kit for 
cortisol determination. Clin Chem. 1988;34:1358.
Bjerner J, Nustad K, Norum LF, Olsen KH, Børmer OP. Immunometric assay interference: inci-
dence and prevention. Clin Chem. 2002;48:613-21.
Boerman OC, Segers MF, Poels LG, Kenemans P, Thomas CM. Heterophilic antibodies in hu-
man sera causing falsely increased results in the CA 125 immunofluorometric assay. Clin Chem. 
1990;36:888-91.
Boscato LM. Incidence and specificity of interference in two-site immunoassays. Clin Chem. 
1986;32:1491-5.
Chang CY. Interference caused by the contents of serum separator tubes in the Vitros CRP assay. 
Ann Clin Biochem. 2003;40:249-51.
Cole LA, Shahabi S, Butler SA, Mitchell H, Newlands ES, Behrman HR, Verrill HL. Utility 
of commonly used commercial human chorionic gonadotropin immunoassay in the diagnosis and 
management of trophoblastic diseases. Clin Chem. 2001;47:308-15.
Covinsky M, Laterza O, Pfeifer JD, Farkas-Szallasi T, Scott MG. An IgM lambda antibody 
to Escherichia coli produces false-positive results in multiple immunometric assays. Clin Chem. 
2000;46:1157-61.
Crowther JR. The ELISA guidebook. Totowa: Humana Press Inc.; 2001.
Datta P, Ejilemele AA, Petersen JR. Immunoassay interference. Washington: AACC Press; 2013.
Davies C. Concepts. In: Wild D. The immunoassay handbook. 3. ed. United Kingdom: Elsevier; 2005.
De Schepper J, Schiettecatte J, Velkeniers B, Blumenfeld Z, Shteinberg M, Devroey P et 
al. Clinical and biological characterization of macroprolactinemia with and without prolactin-Ig 
complex. Eur J Endocrinol. 2003;149:201-7. 
Després N. Antibody interference in thyroid assays: a potential for clinical misinformation. Clin 
Chem. 1998;44:440-54.
Diamandis EP, Christopoulos TK. Immunoassay. San Diego: Academic Press; 1996.
Emerson JF. Screening for interference in immunoassay. Clin Chem. 2003;49:1163-9.
Evans MJ, Livesey JH, Ellis MJ, Yandle TG. Effect of anticoagulants and storage temperatures on 
stability in human whole blood. Clin Biochem. 2001;34:107-12.



130

Fahie-Wilson MN. Macroprolactinaemia: contribution to hyperprolactinaemia in a district general 
hospital and evaluation of a screening test based on precipitation with polyethylene glycol. Ann Clin 
Biochem. 1997;34:252-8.
Fahie-Wilson MN. Hyperprolactinaemia due to macroprolactins: some progress but still a problem. 
Clin Endocrinol. 2003;58:683-5.
Fernando SA. Studies on the hook effect in the one-step immunoassay. J Immunol Methods. 
1992;151:46-47.
Frost SJ, Hine KR, Firth GB, Wheatley T. Falsely lowered FT4 and raised TSH concentrations in 
a patient with hyperthyroidism and human anti-mouse monoclonal antibodies. Ann Clin Biochem. 
1998;35:317-20.
Glendenning P, Musk AA, Taranto M, Vasikaran SD. Preanalytical factors in the measurement 
of intact parathyroid hormone with the DPC IMMULITE assay. Clin Chem. 2002;48:566-7.
Hursting MJ. Drug-especific Fab therapy in drug overdose. Arch Pathol Lab Med. 1987;111:693-7.
Ismail AAA. A radical approach is needed to eliminate interference from endogenous antibodies in 
immunoassays. Clin Chem. 2005;51:25-6.
Ismail AAA. Interference from endogenous antibodiesin automated immunoassays: what laborato-
rians need to know. J Clin Pathol. 2009;62:673-9.
Ismail AAA, Walker PL, Cawood ML, Barth JH. Interference in immunoassay is an underesti-
mated problem. Ann Clin Biochem. 2002;39:366-73.
Kaplan IV. When is a heterophile antibody not a heterophile antibody? When it is a antibody against 
a specific immunogen. Clin Chem. 1999;45:616-8.
Kricka LJ. Human anti-animal antibody interference in immunological assays. Clin Chem. 
1999;45:942-56.
Kuwahara A, Kamada M, Irahara M, Naka O, Yamashita T, Aono T. Autoantibody against tes-
tosterone in a woman with hypergonadotropic hypogonadism. J Clin Endocrinol Metab. 1998;83:14-6.
Lewis JH, Dusci L, Hackett P, Potter JM. Drugs of abuse: analytical and clinical perspective in the 
1990s. Clin Biochem Rev. 1998;19:18-52.
Luzzi VI. Negative thyrotropin assay interference associated with an IgGk paraprotein. Clin Chem. 
2003;49:709-10
Martel J, Després N, Ahnadi CE, Lachance JF, Monticello JE, Fink G et al. Comparative 
multicenter study of a panel of thyroid tests using different automated immunoassay platforms and 
specimens at high risk of antibody interference. Clin Chem Lab Med. 2000;38:785-93.
Masters AM. Investigation of sex-hormone binding globulin interference in direct radioimmuno-
assay for testosterone and estradiol. Clin Chem. 1989;35:979-84.
Piketty M, Polak M, Flechtner I, Gonzales-Briceño L, Souberbielle JC. False Biochemical 
diagnosis of hyperthyroidism in streptavidin-biotin-based immunoassays: the problem of biotin in-
take and related interferences. Clin Chem Lab Med. 2016:606-7.
Preissner CM, O’Kane DJ, Singh RJ, Morris JC, Grebe SK. Phantoms in the assay tube: hetero-
phile antibody interferences in serum thyroglobulin assay. J Clin Endocrinol Metab. 2003;88:3069-74.



131

Price CP, Newman DJ. Principles and practice of immunoassay. New York: Stockton Press; 1997.
Rulander NJ, Cardamone D, Senior M, Snyder PJ, Master SR. Interference from streptavidin 
antibody. Arch Pathol Lab Med. 2013;137:1141-6.
Sapin R. Anti-insulin antibodies in insulin immunometric assays: a still possible pitfall. Eur J Cin 
Chem Clin Biochem. 1997;35:365-7.
Schiettecatte J, Van Opdenbosch A, Anckaert E, De Schepper J, Poppe K, Velkeniers B, 
Smitz J. Immunoprecipitation for rapid detection of macroprolactin in the forma prolactin-immu-
noglobulin complex. Clin Chem. 2005;51:1746-8.
Schoeff LE, Williams RH. Principles of laboratory instruments. St. Louis: Mosby-Year Book; 1993.
Sheehan C. Clinical immunology. Philadelphia: Lippincott-Raven Publishers; 1997.
Slaats EH. Interference of sex-hormone binding globulin in the “Coat-A-Count” testosterone no-
extraction radioimmunoassay. Clin Chem. 1987;33:300-2. 
Smith TP, Suliman AM, Fahie-Wilson MN, McKenna TJ. Gross variability in the detection of 
prolactin in sera containing big big prolactin (macroprolactin) by commercial immunoassays. J Clin 
Endocrinol Metab. 2002;87:5410-25.
Spencer CA, Takeuchi M, Kazarosyan M, Wang CC, Guttler RB, Singer PA et al. Serum 
thyroglobulin autoantibodies: prevalence, influence on serum thyroglobulin measurement, and 
prognostic significance in patients with differentiated thyroid carcinoma. J Clin Endocrinol Metab. 
1998;83:1121-7.
Symons RG. Interference with the laboratory assessment of thyroid function. Clin Biochem Rev. 
1989;10:44-9.
Thomas CMG. Discordant results for coriogonadotropin: a problem caused by beta-subunit interfer-
ence? Clin Chem. 1985;31:159.
Valdes Jr. Unexpected suppression of immunoassay results by cross-reactivity: now a demonstrated 
cause for concern. Clin Chem. 2002;48:405-6.
Vanbesien J, Schiettecatte J, Anckaert E, Smitz J, Velkeniers B, De Schepper J. Circulating 
anti-prolactin auto-antibodies must be considered in the differential diagnosis of hyperprolactinae-
mia in adolescents. Eur J Pediatr. 2002;161:373-6.
Weber TH. Endogenous interference in immunoassays in clinical chemistry. A review. Scand J Clin 
Lab Invest. 1990;50(Suppl. 201):77-82.
White GH. Heterophilic antibody interference with CARDIAC T quantitative rapid assay. Clin 
Chem. 2002;48:201-3.
Wickus GG. Interference in the Allégro immunoassay system when blood is collected in silicone-
coated tubes. Clin Chem. 1992;38:2347-8.
Wilde C. Subject preparation, sample collection and handling. In: Wild D. The Immunoassay Hand-
book. 3. ed. United Kingdom: Elsevier; 2005. 

* O conteúdo descrito no material informativo a seguir é de responsabilidade da empresa que o produziu e não 

representa necessariamente a opinião ou uma recomendação da Sociedade Brasileira de Patologia Clínica/Medi-

cina Laboratorial (SBPC/ML).





Interferência da Biotina nos Testes
Reconhecer o potencial é minimizar o risco

1. No caso da biotina, a dose é importante:

2. Impacto do consumo da biotina nos ensaios Roche:

A existência de interferentes em 
imunoensaios não é novidade. Entender o 
potencial de interferência de uma substância 
e tomar medidas como seguir as instruções da 
bula, promover educação médica e comunicação 
com o paciente ajudam a minimizar os riscos.

O estudo farmacocinético da Roche 
comprovou que dentro de 8 horas, 100% 
dos pacientes estavam com os níveis 
plasmáticos de biotina abaixo da faixa de 
interferência nos testes.1
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10 Interferência da biotina nos imunoensaios

BIOTINA  
Também denominada B7 ou H, a biotina é uma vitamina hidrossolúvel do comple-
xo B.1-3 Apresenta molécula pequena (244,31 Da) e fórmula C10H16N2O3S (Figura 
1). Atua como importante cofator ou coenzima de 5 carboxilases no organismo: 
acetilcoenzima A (CoA) carboxilase 1 e 2; propionil-CoA carboxilase; 3-metilcro-
tonil-CoA carboxilase; e piruvato carboxilase. A biotina liga-se às apocarboxilases 
pela ação da holocarboxilase sintetase, convertendo-as em holocarboxilases, que, 
por sua vez, promovem a transferência de CO2 e a incorporação de bicarbonato 
a ácidos orgânicos. As carboxilases participam da síntese e da oxidação de ácidos 
graxos, do metabolismo de aminoácidos de cadeia ramificada (leucina, isoleucina, 
valina, metionina, treonina), da cadeia lateral do colesterol e dos ácidos graxos de 
cadeia ímpar e da regulação da gliconeogênese. Estudos mais recentes sugerem 
que a biotina também se liga às histonas, contribuindo para a estabilidade da cro-
matina e auxiliando na sinalização intracelular e regulação epigenética.

FIGURA 1 Estrutura química da biotina.
Fonte: <https://commons.wikimedia.org/wiki/User:Jynto>.
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A biotina está amplamente distribuída nos alimentos, sendo encontrada em 
maiores quantidades na gema de ovo, no fígado, em alguns vegetais e no leite de 
vaca.2,3 Segundo o Institute of Medicine e o Food and Nutrition Board of the Na-
tional Research Council (Estados Unidos), a ingestão adequada de biotina é de  
5 mcg/dia em recém-nascidos, aumentando gradativamente até 25 mcg/dia aos  
18 anos. Em adultos, essa ingestão é de 30 mcg/dia em homens, gestantes e não 
gestantes e de 35 mcg/dia em lactantes. A ingestão dietética em países ocidentais 
varia de 30 a 75 mcg/dia (143 a 287 nmol/dia).

Nos alimentos, a biotina encontra-se ligada a proteínas por meio de interações 
covalentes entre o grupo carboxil da biotina e o grupo -amino da lisina.1-3 A biotina 
é liberada no tubo digestivo pela ação de proteases e peptidases gastrointestinais e da 
biotinidase (necessária para quebrar a ligação entre biotina e lisina) presentes em se-
creções pancreáticas e intestinais, sendo, então, absorvida pela membrana de borda 
em escova do intestino delgado pelo transportador multivitamínico dependente de 
sódio. Em situações de excesso de biotina, ocorre também difusão passiva pela mem-
brana intestinal, de modo que praticamente toda a vitamina ingerida é absorvida e 
se torna biodisponível. Outra fonte de biotina advém da degradação de carboxilases 
endógenas biotiniladas pela ação da biotinidase, promovendo a reciclagem da bio-
tina no organismo. No sangue, a biotina circula sob a forma livre (81%) ou ligada à 
biotinidase ou a outras proteínas plasmáticas. Acumula-se principalmente no fígado 
e é excretada predominantemente pelos rins como molécula intacta (> 50%) ou me-
tabólitos, sendo os principais a bisnorbiotina e a biotina-sulfóxido. 

O estado nutricional da biotina pode ser avaliado pela medida urinária direta 
da biotina e seus metabólitos (teste mais sensível que a determinação sérica) e por 
métodos indiretos.1-3 Os ensaios para dosagem de biotina incluem: (i) ensaios mi-
crobiológicos, que se baseiam no crescimento de microrganismos em resposta à 
biotina e/ou aos metabólitos; (ii) ensaios de ligação com avidina/estreptavidina, que 
se baseiam ou na competição entre a biotina da amostra e a biotina radioativa pela 
ligação à avidina/estreptavidina ou então na ligação da biotina da amostra com um 
conjugado estreptavidina-rutênio (ensaio eletroquimioluminescente de pesquisa 
desenvolvido pela Roche Diagnóstica);4 (iii) ensaios espectrofotométricos, que se 
baseiam na absorbância de luz a 500 nm após reação da avidina com ácido 4’-hidro-
xiazobenzeno-2-carboxílico na presença ou ausência da biotina; (iv) cromatografia 
líquida (C18) seguida de espectrometria de massas (electrospray em modo positivo) 
(LC-MS/MS), permitindo quantificar separadamente a biotina e seus metabólitos.5 
Os níveis de biotina também podem ser avaliados por métodos indiretos: (i) me-
dida da atividade das carboxilases dependentes de biotina em linfócitos incubados 
com e sem biotina; (ii) dosagem urinária do ácido 3-hidroxivalérico, que aumenta 
quando o catabolismo da leucina diminui em decorrência da menor atividade da 
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3-metilcrotonil-CoA carboxilase; (iii) medida do lactato, que se acumula na defici-
ência grave de biotina pela menor atividade da piruvato carboxilase.

Em indivíduos normais, as concentrações séricas/plasmáticas de biotina são 
baixas, variando desde < 0,1 até 0,8 ng/mL.1,2,4,6 Após a ingestão oral da biotina, 
níveis de pico são detectados em 1 a 2 horas; o ritmo de decaimento é variável, 
sendo calculado em 1,8 hora após doses de 0,6 a 0,9 mg ou 7,8 a 18,8 horas após 
100 a 300 mg. Durante o uso crônico de biotina, o estado de equilíbrio é atingido 
após 3 dias, não havendo acúmulo no sangue. Os níveis sanguíneos atingidos após 
diferentes doses de biotina são: 8,5 ± 1,9 ng/mL (média ± DP) após 1 mg; 41 ng/mL 
(mediana, com intervalo de 10 a 73) após 5 mg; 91 ng/mL (mediana, com intervalo 
de 53 a 141) após 10 mg; 184 ng/mL (mediana, com intervalo de 80 a 355) após  
20 mg; 494,9 ± 161,0 ng/mL (média ± DP) após 100 mg; 823,8 ± 303,1 ng/mL (mé-
dia ± DP) após 300 mg.5-7

A deficiência clássica da biotina foi descrita em pacientes com mutações con-
gênitas no gene da biotinidase ou holocarboxilase sintetase, defeito congênito 
no sistema transportador intestinal da biotina, desnutrição grave ou ingestão de 
grandes quantidades de clara de ovo cru (em razão da ligação da avidina do ovo 
à biotina). Deficiências mais leves podem ocorrer em gestantes e lactantes (pelo 
maior catabolismo da biotina) e em pacientes recebendo nutrição parenteral ou 
tomando anticonvulsivantes (principalmente primidona e carbamazepina) ou áci-
do lipoico.1-3 As manifestações clássicas de deficiência incluem dermatite periori-
ficial, conjuntivite, alopecia (cabelos mais finos e descolorados), ataxia, hipotonia, 
cetoacidose lática/acidúria orgânica, infecções cutâneas, convulsões e retardo do 
desenvolvimento neuropsicomotor em crianças. 

O tratamento com biotina está indicado na deficiência da biotinidase, na defi- 
ciência da holocarboxilase sintetase ou do transportador da biotina (5 a 20 mg/
dia), na doença de gânglios da base responsiva a biotina-tiamina, na acidemia pro-
piônica e em alguns distúrbios do metabolismo energético mitocondrial (5 a 10 
mg/kg/dia). A biotina também tem sido administrada a pacientes com esclerose 
múltipla progressiva (100 a 300 mg/dia, ou seja, 2.000 a 6.000 vezes maior que a 
ingestão dietética habitual), doenças desmielinizantes, síndrome de má-absorção 
e naqueles submetidos à hemodiálise ou nutrição parenteral.6-8 Mesmo em altas 
doses, a biotina é bem tolerada, existindo apenas dois relatos de potenciais efeitos 
tóxicos (diarreia transitória e derrame pleuropericárdico eosinofílico).6 O princi-
pal uso da biotina, no entanto, está em suas indicações não médicas, já que essa 
vitamina tem sido cada vez mais utilizada por leigos para queda de cabelos, fortale-
cimento de unhas e ganho de energia. Nos Estados Unidos, estima-se que 15 a 20% 
da população consuma suplementos dietéticos contendo biotina. Em farmácias, 
essa vitamina está disponível em comprimidos de 0,6 até 100 mg, sendo comercia-
lizada sem prescrição médica.9
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SISTEMA BIOTINA-(ESTREPT)AVIDINA  
É utilizado em mais de 50% dos imunoensaios atuais para fixar na fase sólida imu-
nocomplexos formados pela reação antígeno-anticorpo, promovendo a separação 
entre reagentes livres e ligados.10 Por se tratar de uma molécula pequena, a biotina 
pode ser acoplada por meio de ligações covalentes a proteínas, polipeptídeos e 
antígenos de baixo peso molecular, sem alterar significantemente suas proprieda-
des biológicas, enzimáticas ou imunorreativas. O segundo componente do sistema, 
a (estrept)avidina, é constituído por duas proteínas: a avidina, uma glicoproteí-
na básica (pI 10) com 67 kDa,  presente na clara do ovo; e a estreptavidina, uma 
proteína com 66 kDa, desprovida de carboidratos e discretamente ácida (pI 5-6), 
produzida pelo Streptomyces avidinii. Ambas apresentam quatro sítios de ligação, 
interagindo com a biotina por meio de ligações não covalentes de alta especificida-
de e afinidade. A constante de associação dessa reação é muito elevada, ao redor de  
1015 L.mol–1, ou seja, 103 a 106 maior que a de uma ligação antígeno-anticorpo, sen-
do considerada a mais forte ligação não covalente entre uma proteína e seu ligante.  
Por isso, uma vez formado, o complexo não é afetado por alterações de pH, interfe-
rentes ou lavagens sucessivas do tubo de reação. Como a avidina tem maior índice 
de reações não específicas em razão de seu alto pI e da presença de carboidratos 
na molécula, ela foi substituída pela estreptavidina na maioria dos imunoensaios.

Na estratégia mais frequentemente empregada em imunoensaios, a estreptavi-
dina é fixada na fase sólida (em geral, micropartículas paramagnéticas ou suporte 
plástico) durante a confecção do kit pelo fabricante.9 Nesse caso, antígenos ou an-
ticorpos biotinilados reagem com a amostra e o traçador no momento do ensaio, 
formando imunocomplexos que se fixam na fase sólida pela interação biotina-

-estreptavidina. Outra estratégia menos utilizada consiste em se acoplar, durante 
a fabricação do kit, tanto a estreptavidina à fase sólida quanto o antígeno/anticor-
po biotinilado à estreptavidina, de modo que a interação biotina-estreptavidina 
ocorra antes da incubação com a amostra. Na primeira estratégia (mais comum), 
substâncias presentes na amostra, como a biotina exógena, podem inibir a fixação 
dos imunocomplexos na fase sólida, ao passo que, na segunda estratégia, essa in-
terferência não acontece. Existem também raros ensaios em que a estreptavidina é 
substituída por anticorpos antibiotina, sendo suscetíveis ao mesmo tipo de inter-
ferência da biotina exógena, dependendo do formato do ensaio.

INTERFERÊNCIA DA BIOTINA EM IMUNOENSAIOS  
A biotina exógena pode interferir nos imunoensaios que utilizam o sistema bio-
tina-estreptavidina, por inibir a fixação de imunocomplexos biotinilados à fase 
sólida.9,11 Esses complexos permanecem livres e são eventualmente eliminados no 
processo de lavagem do tubo de reação, necessário para separar reagentes livres 
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dos ligados em ensaios heterogêneos. Com isso, uma parte do antígeno ou anticor-
po conjugado ao traçador é perdida, com consequente diminuição do sinal gerado 
no final da reação. 

A Figura 2A ilustra a interferência da biotina exógena em ensaios competitivos, 
como o do estradiol. No tubo de reação revestido com estreptavidina, são pipeta-
dos a amostra, o análogo do estradiol conjugado ao traçador e o anticorpo anties-
tradiol biotinilado. Durante a incubação desses reagentes, o estradiol da amostra 
compete com o traçador pelos mesmos sítios de ligação do anticorpo; assim, quan-
to maior a concentração do estradiol da amostra, maior sua ligação ao anticorpo 
e, consequentemente, menor a ligação do traçador. Os imunocomplexos formados 
ligam-se, então, à fase sólida pela interação biotina-estreptavidina; entretanto, na 
presença de biotina exógena em excesso, essas moléculas ocupam os sítios de li-
gação da estreptavidina, inibindo a fixação dos imunocomplexos biotinilados. Du-
rante a lavagem do tubo de reação, os imunocomplexos livres são eliminados, oca-
sionando um menor sinal gerado. Como em ensaios competitivos o sinal gerado 
é inversamente proporcional à concentração do analito, o menor sinal resulta em 
um valor falsamente aumentado de estradiol.

A Figura 2B mostra como a biotina exógena interfere em ensaios imunométri-
cos, como o do TSH. No tubo de reação revestido com estreptavidina, são pipeta-
dos a amostra, o anticorpo anti-TSH biotinilado (captura) e o anticorpo anti-TSH 
conjugado ao traçador (sinal). Durante a incubação desses reagentes, forma-se o 
complexo sanduíche, constituído pelo TSH da amostra ligado aos anticorpos de 
captura e sinal por meio de diferentes epítopos; quanto maior a concentração do 
TSH, maior a formação dos complexos sanduíche. A presença de biotina exógena 
em excesso inibe a fixação dos complexos sanduíche biotinilados à estreptavidina; 
estes são eliminados durante a lavagem do tubo de reação, resultando em um me-
nor sinal gerado. Como em ensaios imunométricos o sinal gerado é diretamente 
proporcional à concentração do analito, o menor sinal leva a um valor falsamente 
diminuído de TSH.

Qualquer imunoensaio que utilize o sistema biotina-estreptavidina, indepen-
dentemente do fabricante, está sujeito à interferência da biotina, dependendo da 
dose ingerida e do formato e da suscetibilidade do método.9,11 Na maioria dos en-
saios, a interferência ocorre porque o antígeno/anticorpo biotinilado é incubado 
com a amostra no tubo de reação contendo a estreptavidina. Em ensaios em que o 
reagente biotinilado é incubado com a estreptavidina antes da adição da amostra, 
essa interferência não acontece.

O potencial de interferência da biotina é grande, já que os imunoensaios têm 
sido amplamente utilizados nos laboratórios clínicos para dosar uma série de 
analitos, como hormônios, marcadores cardíacos ou tumorais, biomarcadores  
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de anemia ou doenças autoimunes, imunossupressores e, também, sorologia de  
doenças infecciosas.9,11,12 Por isso, fabricantes de kits devem testar e relatar, na bula 
do ensaio, o limiar de interferência do método, ou seja, o nível de biotina que, se 
ultrapassado na amostra, pode promover um resultado falsamente alterado (geral-
mente definido como uma diferença maior que ± 10% do valor real). Em junho de 
2016, Holmes et al.  revisaram as bulas de 374 kits das oito plataformas mais popu-
lares nos Estados Unidos; 221 ensaios utilizavam o sistema biotina-estreptavidina, 
mas 15 não relatavam a biotina como um possível interferente e/ou não disponi-
bilizavam o limiar de interferência do método em suas bulas.13 Nos outros 206 en-
saios, 82 apresentavam limiar < 51 ng/mL, níveis que podem ser encontrados em 
indivíduos da população geral tomando biotina 5 a 10 mg/dia. Segundo os autores, 
esses 82 ensaios apresentavam alto risco de interferência da biotina, incluindo 44 
de 66 ensaios Roche, 28/30 ensaios Ortho, 6/15 ensaios Beckman-Coulter, 7/23 en-
saios Centaur/Siemens, 6/60 ensaios Immulite/Siemens e 6/23 ensaios Dimension 
Vista/Siemens. Apenas 4/47 ensaios Abbott (nenhum considerado de alto risco) 
e nenhum dos 36 ensaios Liaison XL (Diasorin) empregavam o sistema biotina-

-estreptavidina.
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FIGURA 2 Esquema da interferência da biotina em ensaios competitivos (A, ensaio 
de estradiol) e imunométricos (B, ensaio de TSH).
Fonte: elaborada pelo autor.
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Vários trabalhos avaliaram a suscetibilidade dos imunoensaios à biotina, testan-
do amostras de soro às quais foram adicionados padrões com concentrações cres-
centes de biotina.14-17 No estudo mais completo desse tipo,14 Trambas e colaborado-
res avaliaram 32 ensaios Roche (13 competitivos e 19 imunométricos). Em curvas 
dose-resposta, níveis crescentes de biotina (4 a 1.000 ng/mL) induziram valores 
progressivamente maiores ou menores em todos os ensaios competitivos ou imu-
nométricos, respectivamente. Houve, no entanto, uma grande variação entre os 
ensaios, tanto na concentração de biotina necessária para provocar interferência 
quanto no efeito máximo observado. Em concentrações de biotina, frequentemen-
te encontradas em indivíduos tomando 5 a 10 mg/dia (15,6 e 31,3 ng/mL, inferida 
pelos autores com base em estudos anteriores de farmacocinética), os pesquisa-
dores encontraram interferência mínima (< 5%)  na maioria dos ensaios. Entre-
tanto, nos ensaios dos anticorpos antirreceptor de TSH (TRAb), antiperoxidase 
(TPO) e antitireoglobulina, houve bias positivo de 80 e 600%, 60 e 100% e 10 e 50% 
em amostras com  níveis de biotina de 15,6 e 31,3 ng/mL, respectivamente; nas 
mesmas concentrações de biotina, os ensaios de TSH e troponina T apresentaram 
bias negativo de 10 e 25% ou 10 e 20%, respectivamente. Em níveis de biotina de  
500 ng/mL (comumente observados em pacientes tomando biotina 100 mg), 
todos os ensaios apresentaram bias maior que 90%, com exceção do CA19-9 e 
CA15-3 (bias negativo de 40 e 25%, respectivamente); os ensaios mais afetados 
foram a digoxina e os três anticorpos antitireoidianos, com resultados falsamente 
aumentados 15 a 50 vezes. Em ensaios competitivos, o bias positivo também foi 
influenciado pela concentração do analito, sendo a interferência da biotina mais 
acentuada em amostras com níveis mais baixos do analito.

Dois trabalhos com formato semelhante ao anterior, porém mais limitados, ava-
liaram os efeitos da biotina em outras plataformas. Interferências analíticas foram 
detectadas nos ensaios Vitros (Ortho) em amostras com níveis de biotina a partir de 
5 ng/mL (troponina I, FSH e prolactina), 12,5 ng/mL (TSH, LH e βhCG), 25 ng/mL  
(progesterona e estradiol) ou 50 ng/mL (testosterona, ferritina e CEA).16 Na pla-
taforma Dimension Vista (Siemens), observaram-se interferências em amostras 
com concentrações de biotina a partir de 300 ng/mL (troponina I e T3 livre) ou  
400 ng/mL (digoxina, NT-pro-BNP, T4 livre, TSH, progesterona e estradiol); entre-
tanto, não houve alterações nos ensaios de βhCG, LH, ferritina, mioglobina, CA15-3,  
CA19-9, PSA total e livre, mesmo em concentrações de biotina até 1.000 ng/mL.17 
Portanto, em comparação aos ensaios Roche, os da Ortho parecem mais suscetíveis 
e os do Dimension Vista/Siemens menos suscetíveis à interferência da biotina.

Vários estudos em voluntários normais avaliaram o perfil das alterações hormo-
nais após ingestão de biotina. Em dois deles, a interferência máxima ocorreu em  
2 a 3 horas após dose única de 10 ou 30 mg; os efeitos sobre o TSH, T4 livre e T3  
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desapareceram em 24 horas após a ingestão de 10 mg, ao passo que, no voluntário 
que tomou 30 mg, persistiram por até 5 horas nos ensaios de DHEAS, estradiol, 
testosterona e ferritina e por até 25 horas no caso do T4/T3 livre e tireoglobuli-
na.18,19 No estudo mais completo em voluntários normais, seis adultos tomaram 
biotina 10 mg/dia durante 7 dias; 11 analitos foram medidos em quatro platafor-
mas diferentes e os resultados basais comparados aos obtidos no 7º dia (2 horas 
após ingestão da biotina) e 14º dia (7 dias após a suspensão da biotina).20 Resul-
tados falsamente aumentados foram detectados nos ensaios competitivos de T4 li-
vre, T3 livre, T3 total e 25-hidroxivitamina D do Cobas e602 (Roche) e no T3 livre 
do Dimension Vista (Siemens). Por outro lado, valores falsamente diminuídos fo-
ram observados nos ensaios imunométricos de TSH do Cobas e602 (Roche) e no 
TSH, PTH e NT-pro-BNP do Vitros (Ortho). Nenhum dos outros ensaios avalia-
dos (T4 total, prolactina, ferritina e PSA de diferentes fabricantes) apresentou qual-
quer alteração. Cabe salientar que, na maioria dos estudos descritos, a biotina foi  
administrada a indivíduos normais, presumidamente com função renal preservada, 
em dose única ou em curtos períodos de até 7 dias. Conforme demonstrado por 
Piketty e colaboradores,5 pacientes tomando 300 mg/dia durante meses apresenta-
ram níveis mais baixos de biotina e mais elevados dos metabólitos bisnorbiotina e 
biotina-sulfóxido que indivíduos-controle após ingestão de 300 mg em dose única. 
Esses metabólitos ligam-se à estreptavidina com menor afinidade que a biotina; por 
isso, sua interferência analítica é provavelmente menor. Também é possível que pa-
cientes em uso crônico de biotina desenvolvam compostos endógenos biotinilados, 
que, em teoria, poderiam prolongar a interferência analítica da biotina. Portanto, o 
tipo de administração (aguda ou crônica), o tempo de coleta após ingestão e, pro-
vavelmente, a função renal são fatores determinantes dos níveis séricos de biotina e, 
consequentemente, da interferência provocada nos imunoensaios.

IMPLICAÇÕES CLÍNICAS  
De modo geral, as quantidades de biotina presentes na dieta normal (35 a 70 mcg/
dia) e na maior parte dos polivitamínicos (30 a 60 mcg/comprimido) não interfe-
rem nos imunoensaios.9 Apenas doses suprafisiológicas ≥ 1 mg parecem provocar 
alterações laboratoriais, conforme descrito em diversos relatos de caso e duas sé-
ries recém-publicadas com pacientes de várias idades, incluindo recém-nascidos 
até adultos de 74 anos (Tabela 1). A maioria estava tomando biotina em altas doses 
para tratamento de doenças metabólicas hereditárias (2 a 15 mg/kg/dia ou 10 a 40 
mg/dia), adrenoleucodistrofia ou esclerose múltipla (300 mg/dia).5,19,21-28 Em ape-
nas dois trabalhos, a interferência da biotina foi detectada em pacientes tomando 
10 mg/dia, dose comumente utilizada por leigos para queda de cabelos/fortaleci-
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mento de unhas, estendendo o risco dessa interferência para a população geral.29,30 
A maioria dos pacientes apresentava alterações laboratoriais típicas de hipertireoi-
dismo, com TSH diminuído ou suprimido e T4 e/ou T3 livre e/ou total aumentado, 
sem quadro clínico franco de tireotoxicose;5,22-28 em 10 casos, o TRAb também 
era positivo e elevado.23-25,29,30 As exceções a esse perfil laboratorial incluíam três 
pacientes em uma série de nove adultos com esclerose múltipla; dois tinham tes-
tes tireoidianos todos normais e em um paciente apenas o TSH estava diminuído, 
provavelmente porque as amostras foram coletadas muito tempo depois (11 a 13 
horas) da última dose de biotina. 

TABELA 1 Condições clínicas simuladas pela biotina relatadas na literatura

Condição clínica
Alterações 

laboratoriais
Biotina Ensaio Referências

Hipertireoidismo

(autoimune)

TSH ↓

T4/T3 livre ou 

total ↑

TRAb ↑

Tireoglobulina ↓

10 mg

100 mg

300 mg

2-15 mg/kg

Roche

Ortho

Beckman-Coulter

Boehringer 

Mannheim

5

22-30

Tumor ovariano secretor 

de estrógeno

E2 ↑

FSH/LH ↓
10 mg Ortho 29

Intoxicação por 

vitamina D

25OHD ↑

PTH ↓
300 mg Roche 5

Doença óssea 

adinâmica na  

insuficiência renal 

crônica

PTH ↓↓ + Ca ↑
1,5 mg

10 mg

Roche

Siemens/Centaur
31, 32

Hipoparatireoidismo

pós-paratireoidectomia
PTH ↓↓ + Ca nl 5 mg

Roche

Siemens/Centaur
32

Em outros dois relatos, duas crianças apresentavam testes inconsistentes, com 
TSH normal e T4 e/ou T3 livre aumentados ou TSH diminuído ou suprimido e 
T4 e/ou T3 livre normais; porém, as dosagens normais foram obtidas em ensaios 
que não utilizavam o sistema biotina-estreptavidina.19,21 Portanto, a biotina pode 
simular perfeitamente o quadro laboratorial de hipertireoidismo autoimune  
(doença de Basedow-Graves), inclusive alguns pacientes foram submetidos a exa-
mes subsequentes desnecessários, como ultrassonografia e captação/cintilografia 
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da tireoide com iodo radioativo, ou encaminhados para tratamento equivocado 
com medicações antitireoidianas, tireoidectomia ou radioiodoterapia. A inter-
ferência foi detectada em ensaios de diferentes fabricantes, incluindo a antiga  
Boehringer Manheim, Roche, Ortho e Beckman Coulter. Resultados falsamente 
diminuídos de tireoglobulina e anticorpos antitireoglobulina também foram rela-
tados em dois pacientes, o que, em teoria, poderia gerar problemas em pacientes 
tireoidectomizados por câncer de tireoide, sendo monitorados com medidas se-
riadas de tireoglobulina.19,23 Em todos os pacientes, as dosagens laboratoriais se 
normalizaram após a suspensão da biotina ou repetição das dosagens em ensaios 
que não utilizam o sistema biotina-estreptavidina.

Outras alterações induzidas pela biotina incluem estradiol elevado asso-
ciado a FSH e LH baixos em uma mulher na pós-menopausa tomando biotina  
10 mg/dia, sugestivos de tumor ovariano secretor de estrógeno.29 Vários pacientes 
em uso de biotina 300 mg/dia apresentaram também 25-hidroxivitamina D 
aumentada associada a PTH baixo, sugestivos de intoxicação por vitamina D.5 Duas 
mulheres com insuficiência renal crônica e hipercalcemia, em uso de biotina 1,5 e  
10 mg/dia e com provável clareamento renal diminuído desse suplemento, apre-
sentaram PTH falsamente baixo, levando ao diagnóstico incorreto de doença óssea 
adinâmica.31,32 Em outra paciente com hiperparatireoidismo primário submetida a 
paratireoidectomia subtotal, em uso de biotina 5 mg/dia, níveis séricos falsamente 
suprimidos de PTH indicaram incorretamente o diagnóstico de hipoparatireoi-
dismo pós-cirúrgico.32 Um caso de morte foi relatado pelo Food and Drug Admi-
nistration (Estados Unidos) no final de 2017, em um paciente com infarto agudo 
do miocárdio com troponina falsamente baixa (<www.fda.gov/Safety/MedWatch/
SafetyInformation/SafetyAlertsforHumanMedicalProducts/ucm586641.htm>). 
Outras alterações detectadas principalmente em pacientes em uso de biotina 300 
mg/dia, mas também com doses de 10 mg, incluem peptídeo C, ferritina e PSA 
falsamente diminuídos e progesterona, testosterona, cortisol, de-hidroepiandros-
terona-sulfato, ácido fólico e vitamina B12 falsamente aumentados.5,24,29,33 

ESTRATÉGIAS PARA MINIMIZAR A INTERFERÊNCIA 
ANALÍTICA DA BIOTINA 
Medidas simples que podem ser adotadas pelos laboratórios clínicos para minimi-
zar a interferência da biotina incluem:

• Inserir informações sobre a biotina nas instruções de preparo dos exames sus-
cetíveis a esse interferente e questionar pacientes especificamente sobre o uso da 
biotina na recepção do laboratório;

http://www.fda.gov/Safety/MedWatch/SafetyInformation/SafetyAlertsforHumanMedicalProducts/ucm586641.htm
http://www.fda.gov/Safety/MedWatch/SafetyInformation/SafetyAlertsforHumanMedicalProducts/ucm586641.htm
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• Se possível, recomendar a suspensão da biotina antes da coleta de exames susce-
tíveis a esse interferente. Nos estudos de farmacocinética da Roche Diagnóstica, 
todos os 54 indivíduos avaliados apresentaram níveis séricos inferiores a 30 ng/mL  
em 3½ ou 8 horas após ingestão de 5 ou 10 mg de biotina, respectivamente.4 
Como esse é o menor limiar de interferência dos ensaios Roche (segundo o fa-
bricante), a recomendação da empresa, inserida em todas as bulas dos kits, é de 
que “amostras não devem ser coletadas em pacientes em tratamento com doses 
elevadas de biotina (isto é, > 5 mg/dia) até no mínimo 8 horas após a última ad-
ministração de biotina”. Entretanto, a recomendação mais prudente e conserva-
dora, relatada em todos os trabalhos publicados, é que pacientes tomando doses 
até 20 mg/dia suspendam a biotina por 2 a 3 dias antes das dosagens; naqueles 
em uso de doses maiores ou que tenham função renal comprometida, é melhor 
descontinuar a biotina por pelo menos 1 a 2 semanas;5,9 

• Alertar médicos sobre a potencial interferência analítica da biotina em reuniões 
clínicas ou notas explicativas em laudos de exames suscetíveis a esse interferente;

• Manter diálogo constante com o corpo clínico, estimulando o reporte de resul-
tados incompatíveis com o quadro clínico e investigando exaustivamente a pre-
sença de interferentes. Se necessário, questionar novamente o paciente sobre o 
uso de biotina, pois, como é comumente considerada uma vitamina, e não um 
medicamento, frequentemente não é reportada ao médico ou ao laboratório.

Em amostras já coletadas e processadas que apresentem resultados suspeitos, o 
laboratório pode repetir as dosagens em ensaios que não utilizam o sistema bioti-
na-estreptavidina. Outra possibilidade é dosar os níveis de biotina na amostra sus-
peita para verificar se ultrapassam o limiar de interferência relatado pelo fabrican-
te dos kits. Infelizmente, a dosagem de biotina não faz parte da lista de exames da 
maioria dos laboratórios, mesmo dos grandes centros de apoio ou referência. Por 
último, o laboratório pode neutralizar o efeito da biotina incubando amostras em 
solução de micropartículas paramagnéticas revestidas com estreptavidina.5,34,35 Essa 
solução faz parte dos kits de imunoensaio da Roche (concentração 0,72 mg/mL);  
como é disponibilizada em excesso, é possível recuperar vários mililitros de cada 
kit depois de o analisador identificar o reagente como “vazio”, misturar os volumes 
obtidos de vários kits e, então, armazenar o pool a 4°C para uso posterior. Um 
reagente semelhante também é comercializado pela Sigma-Aldrich (Saint Louis, 
MO, USA, ref: 11641778001). Na hora do ensaio, as micropartículas são centrifu-
gadas ou imobilizadas com o auxílio de um magneto, o sobrenadante descartado 
e a amostra incubada com as micropartículas; estas são novamente centrifugadas 
ou imobilizadas e o sobrenadante separado para ser dosado. As amostras prepa-
radas dessa maneira ficam presumivelmente livres de biotina, não havendo perda 
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significativa do analito durante o procedimento. De acordo com Trambas e cola-
boradores, esse método permite não apenas identificar a presença de biotina, mas 
também remover a interferência analítica mesmo em amostras de pacientes to-
mando altas doses do suplemento (300 mg/dia), sem reduzir significativamente a 
precisão e a acurácia da maioria dos ensaios; portanto, os resultados obtidos após 
a depleção da biotina podem, em geral, ser reportados pelo laboratório.35

RESUMO  
Laboratoristas e médicos devem ter muito cuidado com a biotina, pois ela pode 
simular uma série de doenças, como hipertireoidismo, tumor ovariano secretor 
de estrógeno, intoxicação por vitamina D, doença óssea adinâmica na insuficiên-
cia renal crônica, hipoparatireoidismo pós-cirúrgico e outros potenciais artefatos. 
Qualquer imunoensaio que utilize o sistema biotina-estreptavidina, independen-
temente do fabricante, está sujeito à interferência da biotina, dependendo da dose 
ingerida e do formato e da suscetibilidade do método. A interferência é maior em 
pacientes tomando biotina em altas doses para tratamento de doenças metabólicas 
hereditárias (2 a 15 mg/kg/dia) ou esclerose múltipla (100 a 300 mg/dia). Entretan-
to, ela também pode ocorrer em alguns ensaios com doses menores (5 a 20 mg/dia) 
utilizadas para queda de cabelos ou fortalecimento de unhas, estendendo o proble-
ma à população geral. Em ensaios competitivos, a biotina ocasiona resultados fal-
samente elevados, enquanto, nos imunométricos, os valores são falsamente baixos. 
Para minimizar a interferência da biotina, os laboratórios clínicos devem alertar 
pacientes sobre esse possível interferente no agendamento e/ou recepção do labo-
ratório, recomendando sua suspensão antes da coleta de testes suscetíveis. Médicos 
também devem ser informados sobre a biotina em reuniões clínicas, simpósios ou 
notas explicativas em laudos de exames suscetíveis. Em amostras já processadas 
com resultados suspeitos, os laboratórios podem repetir as dosagens em ensaios 
que não utilizam o sistema biotina-estreptavidina, dosar os níveis de biotina para 
verificar se ultrapassam o limiar de suscetibilidade dos ensaios ou neutralizar os 
efeitos da biotina incubando as amostras com partículas paramagnéticas revesti-
das com estreptavidina.

REFERÊNCIAS  
1. Zempleni J, Mock DM. Biotin biochemistry and human requirements. J Nutr Biochem. 
1999;10:128-38.
2. Zempleni J. Biotin. Biofactors. 2009;35:36-46.
3. Zempleni J. Biotin. Adv Nutr. 2012;3:213-4.
4. Grimsey P, Frey N, Bendig G, Zitzler J, Lorenz O, Kasapic, Zaugg CE. Population pharma-
cokinetics of exogenous biotin and the relationship between biotin serum levels and in vitro immu-
noassay interference. Int J Pharmacokinet. 2017 (Epub ahead of print).



147

5. Piketty ML, Prie D, Sedel F, Bernard D, Hercend C, Chanson P et al. High-dose biotin 
therapy leading to false biochemical endocrine profiles: validation of a simple method to overcome 
biotin interference. Clin Chem Lab Med. 2017;55:817-25.
6. Peyro Saint Paul L, Debruyne D, Bernard D, Mock DM, Defer GL. Pharmacokinetics and 
pharmacodynamics of MD1003 (high-dose biotin) in the treatment of progressive multiple sclerosis. 
Expert Opin Drug Metab Toxicol. 2016;12:327-44.
7. Mardach R, Zempleni J, Wolf B, Cannon MJ, Jennings ML, Cress S et al. Biotin depen-
dency due to a defect in biotin transport. J Clin Invest. 2002;109:1617-23.
8. Sedel F, Papeix C, Bellanger A, Touitou V, Lebrun-Frenay C, Galanaud D et al. High 
doses of biotin in chronic progressive multiple sclerosis: a pilot study. Mult Scler Relat Disord. 
2015;4:159-69.
9. Samarasinghe S, Meah F, Singh V, Holmes E. Biotin interference with routine immunoassays: 
understand the causes and mitigate the risks. Endocr Pract. 2017;23:989-98.
10. Diamandis EP, Christopoulos TK. The biotin-(strept)avidin system: principles and applica-
tions in biotechnology. Clin Chem. 1991;37:625-36.
11. Piketty ML, Polak M, Flechtner I, Gonzales-Briceño L, Souberbielle JC. False bioche-
mical diagnosis of hyperthyroidism in streptavidin-biotin-based immunoassays: the problem of bio-
tin intake and related interferences. Clin Chem Lab Med. 2017;55:780-8.
12. Seaborg E. Thyroid month: Beware of biotin. Endocrine Society Endocrine News, January 2016. 
Disponível em: <https://endocrinenews.endocrine.org/january-2016-thyroid-month-beware-of-

-biotin/>. Acesso em: 21 abr. 2018.
13. Holmes EW, Samarasinghe S, Emanuele MA. Biotin interference in clinical immunoassays: a 
cause of concern. Arch Pathol Lab Med. 2017;141:1459-60.
14. Trambas C, Lu Z, Yen T, Sikaris K. Characterization of the scope and magnitude of biotin in-
terference in susceptible Roche Elecsys competitive and sandwich immunoassays. Ann Clin Biochem. 
2018;55:205-15.
15. Katzman BM, Rosemark C, Hendrix BK, Block DR, Baumann NA. Investigation of biotin 
interference in common thyroid function tests using the Roche Elecsys® immunoassay system. Clin 
Chem. 2016;62(Suppl.10):A-260.
16. Perjar I, Gearhart M, Hammett-Stabler C. Identification of biotin interference with se-
lected VITROS® biotin-streptavidin-based immunoassays in individuals taking supplements. Clin 
Chem. 2016;62(Suppl.10):A-272.
17. Willeman T, Casez O, Faure P, Gauchez AS. Evaluation of biotin interference on immu-
noassays: new data for troponin I, digoxin, NT-Pro-BNP and progesterone. Clin Chem Lab Med. 
2017;55:e226-9.
18. Biscolla RPM, Chiamolera MI, Kanashiro I, Maciel RMB, Vieira JGH. A single 10 mg oral 
dose of biotin interferes with thyroid function tests. Thyroid. 2017;27:1099-100.
19. Wijeratne NG, Doery JCG, Lu ZX. Positive and negative interference in immunoassays follo-
wing biotin ingestion: a pharmacokinetic study. Pathology. 2012;44:674-5.



148

20. Li D, Radulescu A, Shrestha RT, Root M, Karger AB, Killeen AA et al. Association of 
biotin ingestion with performance of hormone and nonhormone assays in healthy adults. JAMA. 
2017;318:1150-60.
21. Kwok JS, Chan IH, Chan MH. Biotin interference on TSH and free thyroid hormone measure-
ment. Pathology. 2012;44:278-80.
22. Henry JG, Sobki S, Arafat N. Interference by biotin therapy on measurement of TSH and FT4 
by enzymeimmunoassay on Boehringer Manheim ES700 analyser. Ann Clin Biochem. 1996;33:162-3.
23. Barbesino G. Misdiagnosis of Graves’ Disease with apparent severe hyperthyroidism in a pa-
tient taking biotin megadoses. Thyroid. 2016;26:860-3.
24. Elston MS, Sehgal S, Du Toit S, Yarndley T, Conaglen JV. Factitious Graves’ disease due 
to biotin immunoassay interference – A case and review of the literature. J Clin Endocrinol Metab. 
2016;101:3251-5.
25. Kummer S, Hermsen D, Distelmaier F. Biotin treatment mimicking Graves’ disease. N Engl J 
Med. 2016;375:704-6.
26. Trambas CM, Sikaris KA, Lu ZX. A caution regarding high-dose biotin therapy: misdiagnosis 
of hyperthyroidism in euthyroid patients. Med J Aust. 2016;205:192.
27. Minkovsky A, Lee MN, Dowlatshahi M, Angell TE, Mahrokhian LS, Petrides AK et al. 
High-dose biotin treatment for secondary progressive multiple sclerosis may interfere with thyroid 
assays. AACE Clin Case Rep. 2016;2:e370-3.
28. Simó-Guerrero O, Giménez-Pérez G, Recasens-Gracia A, Villà-Blasco C, Castells-Fusté 
I. False overt hyperthyroidism by interference in immunoassay. Endocrinol Nutr. 2016;63:431-2.
29. Batista MC, Ferreira CES, Faulhaber ACL, Hidal JT, Lottenberg SA, Mangueira CLP. 
Biotin interference in immunoassays mimicking subclinical Graves’ disease and hyperestrogenism: a 
case series. Clin Chem Lab Med. 2017;55:e99-103.
30. Sharma A, Baumann NA, Shah P. Biotin-induced biochemical Graves disease. A Teachable Mo-
ment. JAMA. 2017;177:571-2.
31. Meany DL, Jan de Beur SM, Bill MJ, Sokoll LJ. A case of renal osteodystrophy with unexpec-
ted serum intact parathyroid hormone concentrations. Clin Chem. 2009;55:1737-41.
32. Waghray A, Milas M, Nyalakonda K, Siperstein AE. Falsely low parathyroid hormone se-
condary to biotin interference: a case series. Endocr Pract. 2013;19:451-5.
33. Trambas CM, Sikaris KA, Lu ZX. More on biotin treatment mimicking Graves’ disease. N Engl 
J Med. 2016;375:1698.
34. Lam L, Kyle CV. A simple method to detect biotin interference on immunoassays. Clin Chem 
Lab Med. 2017;55:e104-6.
35. Trambas C, Lu Z, Yen T, Sikaris K. Depletion of biotin using streptavidin-coated microparti-
cles: a validated solution to the problem of biotin interference in streptavidin-biotin immunoassays. 
Ann Clin Biochem. 2018;55:216-26.

* O conteúdo descrito no material informativo a seguir é de responsabilidade da empresa que o produziu e não 

representa necessariamente a opinião ou uma recomendação da Sociedade Brasileira de Patologia Clínica/Medi-

cina Laboratorial (SBPC/ML).

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=lam+l%2C+kyle+CV+2017
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=lam+l%2C+kyle+CV+2017


C

M

Y

CM

MY

CY

CMY

K

AF_Abbott_Anuncios_SBPC_180716_2.pdf   1   7/16/18   11:59



C

M

Y

CM

MY

CY

CMY

K

AF_Abbott_Anuncios_SBPC_180716_2.pdf   2   7/16/18   11:59



C

M

Y

CM

MY

CY

CMY

K

AF_Abbott_Anuncios_SBPC_180716_2.pdf   3   7/16/18   11:59





T (17) 2136 1555
comercial@shift.com.br

www.shift.com.br



SISTEMA DE

DE RESULTADOS
INTERFACEAMENTO

INTERFACE

+8,2 milhões
exames/mês

O  I N T E R F A C E A M E N T O  É  A  
E S C O L H A  C E R T A  P A R A  O  
L A B O R A T Ó R I O  Q U E  D E S E J A  
C R E S C E R  C O M  S E G U R A N Ç A  

P r o c e s s e  s e u s  e x a m e s  c o m  
m a i o r  p r e c i s ã o  e  r e d u z a  
o  t e m p o  d e  l i b e r a ç ã o

Rastreabilidade.

Cores diferenciadas para as diversas situações dos status das amostras.

Exame com faixas desejadas.

Automatização: menos trabalho manual.

C

M

Y

CM

MY

CY

CMY

K

softeasy_anuncios_final.pdf   4   25/05/18   17:25



155

11 Interferência da biotina nos imunoensaios:  
caso clínico-laboratorial

Mulher, 56 anos, em tratamento para distúrbio de humor autorreferido como an-
siedade e insônia. Em acompanhamento com médico psiquiatra, foi-lhe prescrito 
recentemente (há 3 meses) bromazepam 3 mg/dia. Hipertensa há 8 anos, faz uso de 
losartana 50 mg/dia. Relata queda de cabelo e enfraquecimento de unhas das mãos 
nos últimos 2 meses. Para esse último quadro, iniciou, por conta própria, suplemen-
tação com biotina na dose de 250 mg/dia. Na sua última avaliação ginecológica, em 
razão do quadro de ansiedade, foram solicitados exames da função tireoidiana, que, 
inicialmente, foram solicitados por seu ginecologista e, depois, por seu médico clíni-
co. Os resultados e os respectivos intervalos de referência estão dispostos na Tabela 1  
a seguir. Todos os testes foram executados no equipamento Cobas e601 (Roche, 
Diagnostics GmbH, Munique, Alemanha) em um período de 7 dias.

TABELA 1 Resultados dos exames e intervalos de referência

Primeira execução

Resultado Intervalo de referência

TSH (mcUI/mL) < 0,01 0,27-4,20

T4 livre (ng/dL)a 6,8 0,93-1,70

Segunda execução (após 7 dias da primeira execução)

TSH (mcUI/mL) < 0,01 0,27-4,20

T4 livre (ng/dL)a 7,2 0,93-1,70

T3 Livre (pg/mL)b 18,1 2,0-4,4

TRAb (UI/L)c 32,3 < 1,75

ang/dL × 12,872 = pmol/L
bpg/mL × 1,536 = pmol/L
cTRAb = anticorpo antirreceptor de TSH
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Ao exame físico, a paciente apresentava-se normotensa com a frequência car-
díaca de 88 batimentos/minuto. Tireoide palpável, móvel e indolor, consistência e 
tamanho usuais. Ausência de sinais objetivos de orbitopatia tireoidiana. Ausência 
de tremor de extremidades. Exames do aparelho cardiovascular, abdome e tórax 
considerados normais. 

A clara incompatibilidade dos achados do exame físico com o perfil laboratorial 
de hipertireoidismo, possível doença de Basedow-Graves, resultou na possibili-
dade de interferência analítica nos ensaios da função tireoidiana. Entre os medi-
camentos envolvidos, a biotina seria potencialmente o interferente associado. Foi 
solicitada a suspensão da biotina e novos exames foram realizados 1 semana de-
pois (Tabela 2).

TABELA 2 Resultados dos exames e intervalos de referência 1 semana depois

Resultado Intervalo de referência

TSH (mcUI/mL) 1,26 0,27-4,20

T4 livre (ng/dL)a 1,11 0,93-1,70

T3 Livre (pg/mL)b 2,83 2,0-4,4

TRAb (UI/L)c 0,6 < 1,75

ang/dL × 12,872 = pmol/L
bpg/mL × 1,536 = pmol/L
cTRAb = anticorpo antirreceptor de TSH

O retorno aos níveis normais da função tireoidiana, dessa vez corroborando o qua-
dro clínico, confirmou a interferência da biotina nos ensaios da função tireoidiana.

A biotina é uma vitamina do complexo B envolvida em uma grande variedade 
de atividades metabólicas no ser humano. São conhecidas suas ações como coen-
zima para as carboxilases, bem como seus papéis mais recentes como sinalizador 
celular e na regulação epigenética dos genes e da estrutura da cromatina. 

Encontra-se o complexo estreptavidina/biotina em alguns imunoensaios des-
tinados à avaliação da função tireoidiana. A presença da biotina na amostra do 
paciente, em concentrações elevadas, levaria à interferência no ensaio competindo 
pelos sítios de ligação com a estreptavidina do complexo anticorpo, antígeno e 
anticorpo biotinilado (no caso dos ensaios diretos) ou da ligação antígeno biotini-
lado e anticorpo marcado (ensaios de competição). No presente caso, a interferên-
cia no ensaio direto (TSH) produziu concentrações inesperadamente baixas. Os 
demais ensaios, de desenho competitivo, tiveram resultados elevados tão somente 
secundários à biotina. O perfil laboratorial foi consistente com o quadro de hiper-
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tireoidismo, inclusive com a elevação do TRAb sugerindo a possibilidade de esse 
hipertireoidismo ser secundário à doença de Basedow-Graves. 

A utilização crescente de complexos vitamínicos (no caso, a biotina) possibi-
lita o achado de interferências cada vez mais frequentes nos imunoensaios que 
utilizam o sistema estreptavidina/biotina. A biotina tem sido mais amplamente 
empregada em quadros dermatológicos que envolvem queda de cabelo e fraque-
za das unhas, notadamente em pacientes do sexo feminino. Esse fato, somado à 
inespecificidade de alguns sinais e sintomas relacionados à disfunção tireoidiana, 
possibilita o eventual achado da interferência da biotina em ensaios bioquímicos 
para avaliação da tireoide.

O efeito da biotina tem sido descrito como dose-dependente. A dose capaz de 
causar a alteração em cada um dos ensaios é ainda alvo de debate. Contudo, a su-
plementação tem sido realizada em doses muitas vezes superiores à recomendada 
de 30 mcg/dia. Doses elevadas de suplementação entre 5 e 300 mg têm sido relata-
das e não são raras de encontrar no dia a dia. A recomendação inicial compreende 
suspender a suplementação para realização de novo teste (esse tempo varia de 8 
horas a 48 horas, usualmente) ou a execução dos testes de função tireoidiana por 
imunoensaios que não utilizem o sistema estreptavidina/biotina ou método analí-
tico distinto (p. ex., espectrometria de massas).

O caso descrito ilustra a importância da correlação clínico-laboratorial para 
identificar potenciais interferências analíticas. A ausência de sinais objetivos no 
exame físico foi fundamental para a conclusão do caso e a correta identificação da 
biotina como interferente nos ensaios da função tireoidiana.

BIBLIOGRAFIA CONSULTADA  
Biscolla RPM, Chiamolera MI, Kanashiro I, Maciel RMB, Vieira JGH. A single 10 mg oral 
dose of biotin interferes with thyroid function tests. Thyroid. 2017;27:1099-100.
Samarasinghe S, Meah F, Singh V, Basit A, Emanuelle N, Emanuelle MA et al. Biotin interfer-
ence with routine clinical immunoassays: understand the causes and mitigate the risks. Endocrine 
Practice. 2017;23:989-98.
Zempleni J, Wijeratne SSK, Hassan YI. Biotin. Biofactors. 2009;35:36-46.
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12 Sorologia de doenças infecciosas

Assim como em todas as demais áreas do laboratório clínico, o setor que se 
ocupa dos testes envolvendo a pesquisa de anticorpos contra agentes infecciosos 
também se vê diariamente diante de questões que remetem à interferência de vá-
rias naturezas.

Particularmente nessa área, além dos costumeiros problemas pré-analíticos e 
pós-analíticos, existem algumas peculiaridades ligadas à gênese da resposta imu-
ne, bem como à natureza dos agentes infectantes, que fazem com que a avaliação 
dos resultados obtidos demande um cuidado especial, para que se evitem erros ou 
conclusões precipitadas.

Sem querer de modo algum esgotar a questão, recordar-se-ão aqui apenas as 
etapas e os princípios gerais da gênese da resposta imune contra os agentes infec-
ciosos de maneira mais ampla, para que fiquem mais claros alguns dos problemas 
envolvendo os interferentes reportados a seguir.

Nas primeiras horas após o contato com um agente infeccioso, a resposta imune 
começa a se organizar no sentido de dar o primeiro combate. Essa resposta inicial 
envolve a imunidade inata, isto é, ainda não é específica contra um ou outro agente 
infectante. As primeiras células a estabelecerem essa resposta são os macrófagos 
e as células dendríticas que farão a fagocitose desse agente ou de partes deles e 
gerarão a produção de interferon. Essa é uma grande classe de produtos, de pelo 
menos três categorias diferentes que não apenas inibirão etapas metabólicas do 
ciclo de vida dos agentes infectantes, como também atuarão como sinalizadores a 
outras células do sistema imune humano de que está havendo uma “invasão” por 
parte de agentes estranhos.

Entre as células que serão sinalizadas e, portanto, informadas de que um pro-
cesso infeccioso está em curso, incluem-se os linfócitos B, que atuarão não apenas 
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como apresentadores desses antígenos a outras células do sistema imune, como 
também darão início à produção de anticorpos específicos; portanto, dando início 
também à resposta imune adquirida, uma vez que já se trata de um processo diri-
gido a determinado agente. 

Esse processo de geração de anticorpos deve se iniciar ao redor de 2 a 3 dias após 
o primeiro encontro com o agente infeccioso, mas, até atingir um nível sérico iden-
tificável pela maior parte dos testes atualmente em uso, costuma passar a ser identi-
ficado após 5 a 6 dias. Os primeiros anticorpos a serem produzidos compreendem 
os das classes imunoglobulina M (IgM) e imunoglobulina A (IgA); após 2 a 3 dias 
mais frequentemente, haverá o chamado “switch” de classe e essas células passarão a 
produzir mais intensamente moléculas da classe IgG, inicialmente de baixa avidez 
e, a seguir (2 a 3 meses), os de alta avidez, muito embora saiba-se atualmente que a 
produção de IgM e IgA não venha a cessar de modo definitiva.

Claramente, existem diferenças relevantes, não apenas ao se considerarem as 
distintas metodologias empregadas, mas também os detalhes que envolvem o pró-
prio ciclo biológico de determinados agentes.

Assim, torna-se difícil comparar um resultado obtido a partir de uma técnica de 
imunodifusão radial, com, por exemplo, um teste quimiluminométrico. Do mes-
mo modo, a infecção pelo vírus Epstein-Barr, pelo fato de ter como célula-alvo o 
próprio linfócito B, exatamente a célula produtora de anticorpos, pode, de certa 
maneira, “nocautear” essa célula e fazer com que os anticorpos da classe IgM sejam 
produzidos um pouco mais tardiamente em relação a outros agente (7 a 10 dias 
contra 5 a 6 dias de outras infecções).

Assim, como regra, pode-se pensar que, ao final da 1ª semana, após o contato ini-
cial com o patógeno, ou durante a 2ª semana, passe a ser possível a identificação da 
produção de anticorpos das classes IgM ou IgA e, logo a seguir, a produção de IgG.

Nessa característica da gênese de anticorpos, é importantíssimo lembrar que es-
ses anticorpos da classe IgM são produzidos com a finalidade de tornar mais difícil 
o acesso dos agentes infectantes aos seus locais principais de infecção ou de atingir 
seus receptores celulares, quando houver, e mesmo de ligar-se aos componentes 
do complemento, sistema proteico que faz parte da amplificação de que a Biologia 
dotou o ser humano para tornar sua resposta imune mais eficaz. Esse processo é 
bastante complexo e rápido, sem se preocupar inicialmente com a “especificidade”, 
contrariamente aos anticorpos da classe IgG, sobretudo os de alta avidez, que ten-
dem a ser mais específicos na sua ligação com os antígenos.

A resultante desse processo é que os anticorpos da classe IgM (embora menos, 
os da classe IgA também) tendem a ser mais inespecíficos em relação aos da classe 
IgG; portanto, é muito mais frequente ter resultados de “reatividade cruzada” nos 
testes de detecção de IgM/IgA que nos testes para detecção de IgG.
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Entre os problemas de inespecificidade da resposta imune mais frequentes nos 
testes sorológicos das doenças infecciosas na rotina diagnóstica dos laboratórios 
de patologia clínica, chamam a atenção os cruzamentos observados nos testes 
para vírus Epstein-Barr, com citomegalovírus e toxoplasmose. Eventualmente, isso 
ocorre em parte porque se trata de agentes que estimulam muito os linfócitos B 
e fazem com que sejam gerados mais anticorpos “inespecíficos”. Não por outra 
razão, durante muitos anos empregou-se exatamente essa característica na reação 
de Paul-Bunnell-Davidsohn, que usa esse efeito para fazer o diagnóstico de mono-
nucleose infecciosa empregando hemácias de cavalos ou de carneiros ou de bois e 
rim de cobaia, para torná-la mais específica.

Outra reatividade cruzada observada recentemente com muita frequência 
é aquela decorrente de antígenos comuns presentes em vírus da mesma família, 
como dengue, zika e febre amarela (doença ou vacinal). A elucidação desses casos 
representa um desafio constante para o laboratório clínico.

Tornam-se muito importantes para ajudar nesse esclarecimento: checar o his-
tórico de exames do(a) paciente; ver exames presentes na mesma coleta ou em 
coletas temporalmente próximas; ou, ainda, tentar relacionar outros exames, como 
hemograma, provas bioquímicas de enzimas hepáticas, entre outros.

Além disso, nada substitui uma conversa com o clínico solicitante do paciente 
para obter dados clínicos e/ou epidemiológicos que podem oferecer dados sufi-
cientes para concluir melhor o diagnóstico sorológico final.

Outro cuidado muito importante na avaliação de resultados aparentemente dis-
crepantes, e que também envolve uma conversa com o clínico solicitante, refere-se 
a anticorpos alheios aos pacientes, mas presentes na amostra clínica. Eventualmen-
te, pacientes mais graves ou com situações clínicas que requeiram a administração 
de gamaglobulina podem tê-la feito entre duas coletas de amostras enviadas com 
finalidade diagnóstica. 

Supõe-se que um paciente tem suspeita de infecção pelo T. gondii: resultado do 
teste foi negativo para IgM e IgG. Entretanto, como não conseguiu “fechar” um 
diagnóstico, o clínico solicita a repetição desse teste após 1 semana. Mas, entre a 
coleta da primeira e da segunda amostra, houve necessidade, por qualquer razão, 
de fazer uma transfusão de um hemoderivado ou mesmo de gamaglobulina, que 
continha anticorpos da classe IgG contra T. gondii. Desse modo, o paciente passou 
de uma fase de IgG negativa, para uma IgG positiva, sem passar pela fase de IgM, 
em um espaço de tempo muito curto, em que isso não teria sido possível. Seria 
um “erro laboratorial”? Claro que não, pois esse anticorpo detectado na segunda 
amostra não era próprio do paciente, mas apenas decorrente de uma transfusão de 
anticorpos a partir do doador desse material biológico.

A conversa com o clínico solicitante pode esclarecer rapidamente essa questão.
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Outro fator com potencial de interferência nesses sorológicos, ainda que muito 
mais raramente, é a presença de biotina no soro/plasma do material clínico a ser 
avaliado.

Atualmente, é relativamente comum que pacientes façam uso dessa vitamina do 
complexo B (vitamina B7 ou biotina) com a finalidade de obter benefícios, estéticos 
ou não, em unha, cabelo e pele em geral, uma vez que ela atua em processos meta-
bólicos de pele e fâneros. Essa vitamina pode fazer parte de um composto cuja real 
formulação o próprio paciente desconhece; contudo, mesmo usada em concen-
trações baixas, como 10 mg por dia, pode impactar testes sorológicos que façam 
uso de marcadores contendo avidina-biotina ou seus derivados. Dependendo do 
desenho desses testes (antiglobulínicos, competitivos ou testes diretos), esses resul-
tados podem afetar com índices supervalorizados ou subvalorizados e promover 
interpretações incorretas.

Recomenda-se que os pacientes e médicos sejam alertados da importância de 
interromper o uso de qualquer tipo de “medicação” por pelo menos 3 a 4 dias antes 
de coletar o material para o teste sorológico.

Uma última lembrança com relação a interferentes nos testes sorológicos na so-
rologia fica por conta, mais uma vez, de fatores pré-analíticos e que comprometem 
muitos outros testes de várias áreas da patologia clínica. Aqui, faz-se referência à 
presença de microfibrina na amostra, por problemas de coleta ou separação de 
material para obter o soro, por vezes em quantidades pequenas, pouco perceptíveis, 
mas suficientes para afetar alguns tipos de exames sorológicos.

Do mesmo modo, a presença de bolhas e microbolhas pode comprometer deter-
minados equipamentos e afetar a boa análise de resultados.

Nesses casos, uma nova centrifugação da amostra pode ajudar a resolver a ques-
tão, embora isso nem sempre ocorra e a única alternativa seja mesmo uma nova 
coleta de material clínico.

Alguns equipamentos usados no laboratório clínico atualmente exigem um “es-
paço morto” relevante. Isso faz com que, embora o volume real necessário para que 
se faça a dosagem não seja realmente grande, o volume necessário para preencher 
o volume morto do equipamento seja muito maior, por vezes 2 a 3 mL. Isso pode 
impactar os exames, especialmente de crianças, nos quais o volume coletado cos-
tuma ser pequeno e para os quais pode haver necessidade de acrescentar outros 
marcadores ao longo do esclarecimento diagnóstico, o que pode acarretar “mate-
rial insuficiente”, promovendo dissabores e frustrações para todos.
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13 Anticorpos antinucleares

INTRODUÇÃO  
Autoanticorpos podem ser definidos como imunoglobulinas que reconhecem an-
tígenos do próprio organismo. A primeira descrição conhecida de um autoanti-
corpo data de 1948, por Hargraves, que relatou o fenômeno da célula LE, asso-
ciando o achado ao diagnóstico de lúpus eritematoso sistêmico (LES). Embora, 
classicamente, a literatura médica tenha associado a presença de autoanticorpos à 
ocorrência de enfermidades e síndromes clínicas de natureza autoimune, com fre- 
quência, a simples existência do autoanticorpo não é suficiente para causar doença; 
em outras palavras, nem todos os autoanticorpos detectáveis por meios laborato-
riais e associados estatisticamente a doenças autoimunes desempenham um papel 
patológico claro nessas mesmas doenças. Nesse contexto, fenômenos autoimunes, 
antes de estarem associados a eventos patológicos, podem representar apenas uma 
resposta fisiológica normal, já que indivíduos saudáveis podem exibir reativida-
de de uma parte significativa de suas imunoglobulinas contra constituintes pró-
prios. Com frequência, tais anticorpos autorreativos fisiológicos são denominados  

“autoanticorpos naturais”, em geral da classe IgM, têm baixa afinidade por seus an-
tígenos (avidez baixa) e baixos títulos. Contudo, autoanticorpos patológicos são 
considerados, na maior parte das situações clínicas, fundamentais para o diagnós-
tico de doenças reumáticas autoimunes. Essa importância faz com que laborató-
rios clínicos de referência precisem dominar diversos métodos laboratoriais que 
possibilitem a caracterização de autoanticorpos, auxiliando o clínico na árdua ta-
refa de diagnosticar síndromes e doenças autoimunes com precisão. 

A pesquisa de anticorpos antinucleares (ANA, em inglês) ou, como popular-
mente conhecido no Brasil, o fator antinuclear (FAN) consiste em um exame la-
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boratorial auxiliar na triagem, no diagnóstico e na avaliação de doenças autoi-
munes. Autoanticorpos presentes no soro do paciente podem se ligar a diversos 
alvos antigênicos celulares durante uma reação de imunofluorescência indireta, 
promovendo o aparecimento de cerca de 30 padrões característicos. Tais padrões 
de fluorescência podem estar relacionados com algumas doenças autoimunes e 
quase sempre necessitam de estudos diagnósticos laboratoriais complementares 
para serem esclarecidos. À luz do quadro clínico e da história do paciente, o médi-
co poderá, então, ampliar a investigação dos autoanticorpos sugeridos, solicitando 
exames mais específicos. É o caso, por exemplo, do padrão nuclear homogêneo, 
cuja identificação sugere a pesquisa específica de autoanticorpos anti-dsDNA  
(anti-DNA de fita dupla), anticromatina (antinucleossomo) e/ou anti-histona.

Utilizam-se diversos métodos de detecção de autoanticorpos rotineiramen-
te nos laboratórios clínicos e de pesquisa; as metodologias mais difundidas em 
laboratórios clínicos são a imunofluorescência indireta e os ensaios imunoenzi-
máticos (ELISA).

A imunofluorescência indireta (IFI) em células HEp-2 compreende o método 
laboratorial preferencialmente utilizado para a pesquisa de FAN. A utilização de 
células HEp-2, linhagem epitelial originada de carcinoma laríngeo humano, con-
feriu grande sensibilidade ao método. Resumidamente, o processo compreende 
uma primeira incubação, na qual o soro diluído do paciente entra em contato com 
o substrato celular antigênico, possibilitando a formação do complexo antígeno-

-anticorpo. Após uma etapa de lavagem da lâmina, uma segunda incubação tor-
na possível que o conjugado fluorescente (imunoglogulina anti-humana marcada 
com fluoresceína) reaja com o complexo. Dá-se uma nova etapa de lavagem da 
lâmina, e, por fim, a montagem com glicerina e lamínula, para posterior leitura em 
microscópio de imunofluorescência. Inicialmente, o soro do paciente é testado na 
diluição de triagem, convencionalmente definida como 1:80 e, quando de reação 
positiva, o título final será estabelecido e informado em laudo.

Pela elevada sensibilidade diagnóstica, a IFI utilizando células HEp-2 como 
substrato é considerada o método de referência padrão para a pesquisa do FAN.

FATORES PRÉ-ANALÍTICOS  
Para o exame laboratorial alcançar seu objetivo, contribuindo para a investigação 
ou o monitoramento clínico do paciente, todo o processo compreendido entre as 
fases pré-analítica, analítica e pós-analítica deverá ser controlado adequadamente. 
Entre as três fases, a pré-analítica é a mais vulnerável, concentrando o maior nú-
mero de erros.
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Indicação do exame   
A indicação da solicitação médica da pesquisa de FAN deveria ter como objeti-
vo, primordialmente, o diagnóstico de doenças autoimunes, especialmente LES. 
FAN reagente representa um dos critérios de classificação do LES, pelo American  
College of Rheumatology (ACR).

Atualmente, no Brasil, os estudos demonstram que de 10 a 25% dos indivíduos 
saudáveis podem apresentar FAN HEp-2 positivo, em título de 1:80. O teste tem 
pouca especificidade, o que dificulta a interpretação de resultados positivos em um 
contexto clínico com baixa probabilidade pré-teste de doença autoimune.

A recomendação Choosing Wisely® da Foundation American Board of Internal 
Medicine (ABIM), dos Estados Unidos, em conjunto com o American College  
of Rheumatology e a Canadian Rheumatology Association é de não solicitar a 
pesquisa de autoanticorpos específicos sem FAN positivo ou sem suspeita clí-
nica de doença autoimune, já que as pesquisas dos principais autoanticorpos  
(anti-dsDNA, anti-Sm, anti-RNP, anti-SS-B/La e anti-Scl-70) são geralmente ne-
gativas quando de FAN negativo. Uma notável exceção pode ser a ocorrência de 
anti-SS-A/Ro positivo por método específico em indivíduos com FAN negativo.

Recomenda-se solicitar a pesquisa de autoanticorpos específicos de acordo com 
a história clínica e o exame físico do paciente.

Infecções virais   
Pacientes com infecções virais podem ter um FAN positivo, embora por um  
período curto, como infecção pelo vírus da hepatite B. É sempre importante ex-
cluir a possibilidade de qualquer doença infecciosa diante de um resultado po-
sitivo para FAN com baixos títulos. Frequentemente, processos infecciosos estão 
associados a padrões citoplasmáticos.

Outras doenças associadas ao FAN  
Indivíduos portadores de várias outras doenças autoimunes além do LES, para as 
quais o teste tem menor importância diagnóstica, podem apresentar resultados 
positivos no teste (Tabela 1). Resultados positivos também podem ocorrer no con-
texto de doenças infecciosas, neoplásicas ou mesmo em indivíduos sem evidência 
clínico-laboratorial de doença autoimune. As doenças neoplásicas podem cursar 
com padrão misto do tipo CENP-F.

Gestação   
Na gravidez, os títulos de FAN podem aumentar de modo não específico.
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TABELA 1 Prevalência de FAN positivo em várias condições clínicas

Doenças Prevalência FAN

Lúpus eritematoso sistêmico 98 a 100%

Esclerodermia 90%

Artrite reumatoide 45%

Síndrome de Sjögren 60%

Polimiosite/dermatomiosite 35%

Artrite idiopática juvenil 15 a 40%

LE induzido por drogas 80 a 95%

Tireoidite de Hashimoto 50%

Doença de Graves 50%

Hepatite autoimune 70%

Cirrose biliar primária 50 a 70%

Doenças virais: EBV, HIV, HCV, parvovírus *

Doenças linfoproliferativas *

Síndromes paraneoplásicas *

Doença inflamatória intestinal *

Fibrose pulmonar *

* Embora a pesquisa para FAN positiva seja relatada nessas doenças com mais frequência que em 

pacientes saudáveis, as estimativas não são precisas.

Fonte: Reichlin, 2008.1

Idade  
A prevalência de FAN positivo em indivíduos saudáveis com mais de 60 anos é 
de 20% e, em crianças, de 2 a 6%. Esperam-se resultados negativos na população 
normal com menos de 50 anos.
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Gênero  
Em geral, os títulos de FAN são significativamente maiores em mulheres que em 
homens, proporção que se mantém em pacientes com doenças autoimunes.

História familiar  
Pacientes saudáveis com familiares de primeiro grau com LES têm maior probabi-
lidade de apresentar FAN positivo.

Medicamentos em uso  
É importante registrar as medicações em uso na requisição laboratorial do pa-
ciente, já que algumas delas podem causar resultados falso-positivos de FAN: blo-
queadores beta-adrenérgicos, carbamazepina, metildopa, nitrofurantoína sódica e 
penicilamina.

Resultados falso-negativos podem ser causados por terapia medicamentosa 
com corticosteroides.

Tratamento com o imunobiológico infliximabe pode ocasionar reatividade com 
o padrão nuclear homogêneo. O uso de ribavirina e interferon-alfa pode ocasionar 
reatividade com o padrão citoplasmático do tipo “anéis e bastões” (rods and rings). 

Tipo de amostra  
O soro é a amostra preferida para a pesquisa de FAN, coletado em tubo seco com 
ou sem sistema separador, com o volume de aproximadamente 5 mL de sangue. 
Outras amostras biológicas, como plasma, líquido pleural, líquido pericárdico e 
líquido sinovial, podem ser utilizadas, mas não foram padronizadas com a maioria 
dos conjuntos diagnósticos e não têm valores de referência definidos.

Condições de armazenamento   
A amostra poderá ser armazenada de 2 a 3 dias a 4°C ou a –20°C, ou por períodos 
maiores, até a execução do exame.

Outras variáveis pré-coleta  
Outras variáveis, como exercícios físicos, dieta, tabagismo, estresse, horário da co-
leta ou postura, não estão descritas na literatura como relevantes para a pesquisa 
do FAN.

INTERFERENTES DA FASE ANALÍTICA  
Amostras com contaminação bacteriana deverão ser evitadas, pois enzimas pro-
teolíticas poderão digerir o substrato celular HEp-2; entretanto, não há contrain-
dicação formal quanto à realização de pesquisa de FAN em pacientes infectados.
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Hemólise macroscópica pode interferir em ensaios imunológicos de modo geral, 
alterando as características da leitura.

Amostras altamente lipêmicas, formando uma camada lipídica na superfície 
do soro, produzirão uma camada sobre o substrato celular, interferindo na leitu-
ra da lâmina.

Características antigênicas importantes podem ser afetadas durante o processo 
de fabricação das lâminas comerciais para a pesquisa de FAN. Por exemplo, na fase 
de fixação do substrato celular à lâmina, podem ser usados diferentes fixadores, de 
diferentes fabricantes. Vários padrões de fluorescência mais raros, como o padrão 
citoplasmático do tipo “anéis e bastões” ou o padrão nuclear pleomórfico, podem 
não ser corretamente identificados em lâminas de alguns fabricantes específicos.

O desempenho dos microscópios, particularmente a intensidade de luminosi-
dade da lâmpada, pode constituir um fator crítico para o estabelecimento correto 
do título final de fluorescência ou mesmo para a diferenciação entre positivos e 
negativos em pacientes com baixos títulos de autoanticorpos. Do mesmo modo, 
fatores humanos, relacionados com o treinamento dos profissionais que fazem a 
leitura microscópica das lâminas de fluorescência, podem promover erros diag-
nósticos, produzindo resultados falso-positivos ou falso-negativos.
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14 Anticorpos antinucleares: caso clínico-laboratorial

Paciente do sexo feminino, 22 anos, há 1 semana com poliartralgia simétrica aco-
metendo pequenas articulações de mãos, punhos, cotovelos e tornozelos, acompa-
nhada de rash inicialmente em região malar, com subsequente extensão para tron-
co e membros. Nega úlcera orais, sintomas constitucionais, alopecia, fenômeno de 
Raynaud, sintomas respiratórios, dor torácica, alterações dos hábitos intestinais e 
urinários. 

Ao exame, apresenta edema e calor em articulações interfalangianas proximais 
de mãos, metacarpofalangianas, punhos e tornozelos, com limitação dolorosa da 
amplitude dos movimentos. Ainda, lesão eritematosa malar e eritema reticula-
do em tronco, membros superiores e inferiores. Demais órgãos e sistemas sem 
alterações. 

Exames laboratoriais (VR = valor de referência): 

• Hemácias: 4,5 milhões/mm3 (VR: 4 a 5,2 milhões/mm3); hematócrito: 41,5% 
(VR: 36 a 46%); hemoglobina: 12,8 g/dL (VR: 12 a 16 g/dL);

• Leucócitos: 3.100/mm3 (VR: 4.000 a 11.000/mm3). Segmentados: 60%; linfóci-
tos: 30%; monócitos: 10%;

• Plaquetas: 160.000/mm3 (VR: 150.000 a 450.000/mm3);
• Exame de urina rotina: sem alterações;
• Velocidade de hemossedimentação: 30 mm (VR: 0 a 20 mm); 
• Proteína C-reativa: 5 mg/L (VR: < 10 mg/L);
• Creatinina: 0,6 mg/dL (VR: 0,60 a 1,20 mg/dL). AST: 30 UI/L (VR: até 35 UI/L). 

ALT: 25 UI/L (VR: até 35 UI/L); 
• CH50: 46 u/CAE (VR: > 60 u/CAE);
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• Fator antinuclear (FAN): reagente, título 160, padrão nuclear homogêneo (VR: 
não reagente; imunofluorescência indireta em células HEp-2);

• Anti-DNA: reagente, título 20 (VR: < 10; imunofluorescência indireta Crithidia 
luciliae); 

• Fator reumatoide: 14 UI/mL (VR: < 20 UI/mL); 
• Parvovírus B19, anticorpos IgM e IgG (ELISA): reagentes (VR: não reagente). 

Prescrito anti-inflamatório não esteroide, com redução significativa da dor e 
sinais de artrite. Paciente evolui com resolução dos sintomas em 2 meses; FAN 
HEp-2 e anti-DNA converteram-se a não reagentes em 4 meses.

COMENTÁRIOS
1. Parvovírus B19: DNA vírus de fita simples, transmitido predominantemente por 
via respiratória, de maneira esporádica ou durante surtos. A parvovirose é mais 
prevalente em crianças em idade escolar, podendo ser assintomática ou se ma-
nifestar como cinco síndromes: eritema infeccioso; artropatia; aplasia medular 
transitória em pacientes com anemia hemolítica crônica; aplasia pura de série ver-
melha em pacientes imunossuprimidos; e infecção fetal. Anticorpos da classe IgM 
podem ser detectados 7 a 10 dias após a exposição viral, período que coincide com 
a infecção sintomática. Imunoensaios para a detecção de anticorpos IgM antipar-
vovírus constituem o método de escolha para o diagnóstico de infecção ativa em 
pacientes imunocompetentes. 
2. Parvovírus B19 e lúpus eritematoso sistêmico (LES): 25% dos pacientes com 
parvovirose, geralmente adultos do sexo feminino, apresentam quadro de artralgia 
e/ou artrite transitória, com padrão reumatoide-símile. Cerca de 35 a 50% desses 
pacientes também desenvolvem rash envolvendo região malar, tronco e extremi-
dades. Autoanticorpos transitórios, incluindo FAN, fator reumatoide e anticorpos 
antifosfolípides, são detectados em 25 a 68% dos pacientes com parvovirose, en-
quanto alterações hematológicas, como anemia, neutropenia e trombocitopenia, 
e hipocomplementemia ocorrem em 60% dos casos. Portanto, quadro clínico e 
laboratorial autolimitado semelhante ao do LES pode ser uma das formas de apre-
sentação da infecção por parvovírus B19 (síndrome lúpus-like). Algumas mani-
festações de LES, como serosite, úlceras orais, anemia hemolítica, lúpus discoide, 
alopecia e persistência de altos títulos de autoanticorpos, raramente ou nunca são 
observados no contexto da parvovirose. 
3. Parvovírus B19 e FAN: uma parcela expressiva dos pacientes com infecção por 
parvovírus B19 apresenta autoanticorpos circulantes, entre os quais FAN. Geral-
mente, infeção viral induz baixos títulos de FAN. FAN associado a parvovirose 
desaparece em 3 a 6 meses, embora seja relatada persistência prolongada do auto-
anticorpo após a resolução da infecção. 



176

4. Uma das características mais marcantes da infecção por parvovírus B19 consiste 
na indução de vários autoanticorpos, incluindo anti-DNA e anti-Sm, considerados 
marcadores específicos do LES e parte dos critérios de classificação da doença. Mí-
mica molecular é o mecanismo proposto para a geração de autoanticorpos contra 
DNA e ribonucleoproteínas, no contexto da parvovirose. 

• No indivíduo adulto imunocompetente, infecção por parvovírus B19 pode ser as-
sintomática ou se manifestar como artropatia ou síndrome lúpus-like transitória; 

• FAN e autoanticorpos específicos, incluindo anti-DNA e anti-Sm, são observa-
dos no contexto da infecção por parvovírus B19; 

• A resposta sorológica autoimune induzida por parvovírus B19 se caracteriza 
por FAN reagente em baixos títulos, bem como a presença de autoanticorpos 
específicos, detectáveis por até 3 a 6 meses após a infecção; 

• Início recente de sintomas articulares, cutâneos ou hematológicos associados a 
FAN reagente, e ausência de algumas características clínicas, como serosite, le-
são discoide etc., devem suscitar a possibilidade de infecção por parvovírus B19 
ou outros agentes, como diagnóstico diferencial; 

• Apesar de preencher os critérios de classificação de LES do American College 
of Rheumatology (1997) e do Systemic Lupus Collaborating Clinics (2012), o 
quadro clínico da paciente foi inespecífico e de início muito recente. Mesmo na 
presença de FAN, anti-DNA e anti-Sm reagente, agentes infecciosos, principal-
mente parvovírus B19, devem ser avaliados como potencial etiologia de cenário 
clínico semelhante; 

• FAN reagente ocorre não apenas no âmbito das doenças reumáticas autoimunes, 
como também em várias infecções agudas e crônicas. O uso indiscriminado do 
exame, muito sensível e pouco específico, para avaliação de pacientes com sinais 
e sintomas inespecíficos aumenta a probabilidade de detecção de resultados  
reagentes associados à infecção;

• No contexto clínico e epidemiológico apropriado, teste confirmatório para 
parvovírus B19 ou outras infecções bacterianas e virais deve ser considerado 
para todo paciente com FAN reagente e sintomas de início recente (inferior a 6 
semanas), especialmente na ausência de quadro clínico inequívoco de doença 
reumática autoimune. 
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15   Interferência dos anticorpos humanos circulantes reativos 
contra proteínas animais (anticorpos antianimais) –  
human anti-animal antibody (HAAA)

INTRODUÇÃO  
A perfeição é algo inalcançável, o que também se aplica aos procedimentos de 
diagnóstico médico, como os testes laboratoriais. Apesar dos cuidadosos esforços 
dos desenvolvedores e fabricantes de ensaios laboratoriais e da vigilância das equi-
pes de laboratórios clínicos que realizam as análises, todos os exames laboratoriais 
estão, em algum momento, sujeitos a interferências que provocam resultados falso-

-positivos ou falso-negativos. Para garantir a qualidade no laboratório clínico, as 
boas práticas exigem a validação de ensaios em relação a possíveis interferências. 

Os efeitos da hemólise, da lipemia e da bilirrubinemia em métodos labora-
toriais são bem conhecidos, cada um deles podendo afetar a medida analítica 
porque produzem alterações espectrofotométricas mensuráveis nas amostras (de 
soro ou plasma). Os analisadores químicos automatizados detectam rotineira-
mente esses potenciais interferentes por meio do índice sérico. Desse modo, as 
amostras para análises bioquímicas são avaliadas prospectivamente quanto a es-
sas potenciais interferências.1,2 

A interferência no imunoensaio representa um fator que contribui para a in-
certeza dos exames laboratoriais imunoquímicos, mas esse tipo de dosagem está 
sujeito a outros tipos de interferência em comparação às dosagens bioquímicas. As 
interações antígeno-anticorpo são a sua base e os compostos ou as condições que 
alteram essas interações podem interferir na medição. Anticorpos endógenos po-
dem se ligar e bloquear os sítios de ligação na captura e sinalização de anticorpos, 
promovendo resultados falsamente altos ou falsamente baixos.3,4 

O imunoensaio continua sendo o método de escolha no laboratório clínico 
para análise de muitos analitos, particularmente moléculas heterogêneas com-
plexas. Isso não surpreende, uma vez que os imunoensaios envolvem a reação 
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de reagentes biológicos complexos (geralmente anticorpos) com outros reagentes 
biológicos complexos (o analito) em uma matriz biológica variável (frequente-
mente soro ou plasma), aqueles com os quais tal interferência ocorre. Embora 
geralmente robustos, os imunoensaios permanecem vulneráveis a erros analíti-
cos ocasionais que podem ter sérias implicações para o atendimento do paciente, 
incluindo aqueles em decorrência do mau funcionamento do equipamento e da 
falha não detectada no controle de qualidade. Erros esporádicos resultam das 
propriedades da amostra e são particularmente difíceis de detectar. Podem decor-
rer da presença de substâncias de reação cruzada, de anticorpos antianalitos ou de 
anticorpos antirreagentes, os quais podem causar resultados erroneamente altos 
ou baixos. Resultados baixos podem ser observados para marcadores tumorais, 
em virtude do efeito Hook. Resultados errôneos podem ocorrer inesperadamente 
com qualquer amostra e não há meios práticos para identificar espécimes capazes 
de causar problemas em imunoensaios.5 

A possibilidade de interferência deve sempre ser considerada quando os resul-
tados não parecem estar de acordo com o quadro clínico. Erros podem ocorrer 
mesmo nos laboratórios mais bem gerenciados e sua investigação inicial é sempre 
desejável. Se houver qualquer dúvida sobre um resultado, a equipe clínica deve ser 
incentivada a entrar em contato com o laboratório.6 

Os profissionais de laboratório devem estar conscientes do potencial de inter-
ferência nos imunoensaios, pela possibilidade de resultados errôneos que afetam 
adversamente o atendimento do paciente. Erros clínicos sérios são mais prováveis 
quando as decisões sobre o manejo do paciente estão diretamente ligadas aos re-
sultados laboratoriais, meios alternativos de corroborar esses resultados não estão 
prontamente disponíveis e a dosagem do analito não faz parte de um painel (fre-
quentemente o caso dos marcadores tumorais).

A conscientização dos laboratórios sobre os tipos de interferências mais prová-
veis de se encontrar em testes e analitos específicos, aliada a uma comunicação ex-
celente e proativa com a equipe clínica, é essencial para aumentar a probabilidade 
de detectar tais erros a tempo de evitar-se um tratamento clínico inadequado ou 
ineficiente. A decisão deve ser do clínico assistente se os riscos de esperar pela con-
firmação de um resultado superam os de agir imediatamente. 

Erros exógenos, não associados às propriedades da amostra individual e que 
podem refletir falhas do sistema (p. ex., um pipetador bloqueado em um analisa-
dor automático), diferem dos erros decorrentes de interferências endógenas, ge-
ralmente dependentes da amostra e muito mais difíceis de detectar.5 As causas de 
ambos os tipos de erro são citadas neste capítulo, mas o foco principal é orientado 
para a investigação de suspeitas de interferências endógenas e para minimizar o 
risco de elas afetarem negativamente o manejo clínico. 
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“Resultado falso-positivo” é um termo geralmente usado para indicar um teste 
que sugere a presença de doença quando não há nenhuma, ou vice-versa, para 
dados falso-negativos. Isso pode resultar da prática comum de estabelecer um 
intervalo de “normalidade” ou “referência estatística” para um analito individual.  
O intervalo de referência citado para cada teste (incluindo imunoensaios) é obti-
do usando pontos de corte (95% da população) de continuidade obtidos de indi-
víduos “normais”. Esse truncamento estatístico provoca alguns dados calculáveis 
falso-positivos ou falso-negativos, expressos como taxas preditivas falso-positivas 
e falso-negativas usando a tabela de contingência bem estabelecida. Os termos 

“falso-positivo” e “falso-negativo” são adicionalmente utilizados em um contexto 
diferente, sobretudo quando os anticorpos endógenos de imunoglobulinas em al-
guns doentes imprevisivelmente interferem em imunoensaios, causando resulta-
dos analíticos falsos.7 

Há três tipos de anticorpos endógenos conhecidos por causar interferências em 
imunoensaios: heterófilos, antianimal e autoanticorpos.

Anticorpos heterófilos são produzidos sem exposição a imunógenos específicos 
e, portanto, considerados naturais.8 Geralmente, os anticorpos heterófilos têm bai-
xa avidez, mas reagem em várias espécies com a capacidade de se ligar a múltiplos 
antígenos. Esse tipo de anticorpo pode reagir com avidez variável a espécies dis-
tintas. Além disso, a reatividade a diferentes espécies pode persistir por diferentes 
períodos no mesmo paciente.9-11 

Anticorpos humanos circulantes reativos contra proteínas animais (anticorpos 
antianimais) são uma fonte de interferência não reconhecida e, muitas vezes, não 
reconhecida nem suspeitada em ensaios, em particular imunoensaios de dois lo-
cais (sanduíche). Embora muitos HAAA possam ser detectáveis, o laboratório está 
principalmente preocupado com anticorpos de título e afinidade suficientes para 
ter um efeito analiticamente significativo.12 

Os HAAA surgem como resultado da exposição aguda ou crônica a um antíge-
no-específico (p. ex., agente terapêutico de anticorpo monoclonal de camundon-
go) e são espécies-específicas.13 Em outros casos, os antígenos que deram origem 
aos anticorpos antianimais são mal definidos.14

Anticorpos antianimais podem ser suspeitados nos casos em que há uma his-
tória de administração de preparações animais, terapêutica ou diagnosticamente, 
mas não há consenso sobre a incidência nesse grupo de pacientes ou na população 
em geral.15 

Muitas vezes, anticorpos antianimais passam despercebidos, em detrimento do 
atendimento ao paciente. Felizmente, há uma crescente conscientização por parte 
do profissional de laboratório e dos médicos sobre os problemas causados por esse 
tipo de interferência. É desejável que o pessoal do laboratório e os clínicos mante-
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nham-se conscientes sobre os problemas causados por esse tipo de interferência 
em testes de rotina de imunoensaio. Esforços estão sendo feitos para identificar e 
eliminar esse tipo de interferência analítica.

Os autoanticorpos também podem interferir nos imunoensaios. Os exemplos 
incluem anticorpos antitiroglobulina que afetam os imunoensaios de tireoglobuli-
na e os anticorpos anti-insulina que interferem nos imunoensaios para insulina ou 
peptídeo C.16 Elevados títulos de anticorpos potencialmente interferentes podem 
ocorrer em pacientes com infecções recentes, imunizações e transfusões.

Conhecer a incidência, os mecanismos de interferências de imunoensaios e os mé-
todos para a resolução de problemas recomendados é crucial para garantir a qualida-
de dos resultados dos imunoensaios.17 Por isso, é importante que haja procedimentos 
padronizados e sistematizados para identificar os interferentes sempre que possível.15 

NATUREZA DOS INTERFERENTES  
Os imunoensaios são suscetíveis a interferências analíticas, incluindo anticorpos 
endógenos de imunoglobulina a uma taxa de 0,4 a 7%. Centenas de milhões de 
testes de imunoensaio são realizados anualmente em todo o mundo para medidas 
de proteínas, hormônios, marcadores tumorais, fator reumatoide, troponina, pe-
quenos peptídeos, esteroides, vitaminas e drogas.

Substâncias endógenas interferentes se dão em pacientes saudáveis e em pa-
tologias como propriedades da amostra biológica. As propriedades da amostra 
são exclusivas dos resultados do paciente e da interferência de uma interação 
com uma ou mais etapas no procedimento de imunoensaio, de tal modo que a 
concentração mensurável do analito na amostra ou na ligação do anticorpo é 
alterada (Tabela 1).

As interferências que alteram a concentração de uma amostra podem ser  
proteínas (globulinas) ligadas a hormônios e fatores pré-analíticos (p. ex., anticoa-
gulantes, armazenamento das amostras).

As interferências que alteram a ligação com o anticorpo podem ser decorrentes 
de anticorpos heterofílicos, HAAA ou altas doses do efeito Hook. 

Outras proteínas de ligação não suspeitadas no indivíduo também podem cau-
sar interferência no imunoensaio interferindo na reação entre os anticorpos do 
analito e do ensaio.

DEFINIÇÃO  
Os HAAA são anticorpos policlonais específicos de alta afinidade, gerados após con-
tato com a imunoglobulina animal. Eles mostram ligação forte e são produzidos em 
um título alto. Eles podem pertencer às classes IgG, IgA, IgM ou, raramente, IgE.19 



182

TABELA 1 Métodos para a redução da interferência heterofílica e antianimal em 
imunoensaios

Remoção dos anticorpos 

interferentes

Adição de agente bloqueante da mesma 

espécie como anticorpo reagente

Redesenho do 

ensaio

Extração do analito a 

partir da amostra

Inclusão de um ou mais bloqueantes, 

porque os reagentes dos fabricantes de 

imunoensaios podem ser insuficientes para 

superar a interferência

Uso de fragmentos 

Fab ou Fab’2

Imunoextração Anticorpos monoclonais de  

camundongos não imunes 

Uso de anticorpos 

monoclonais 

quiméricos

Polietileno glicol 6000 Fragmentos de IgG espécie  

específicos (Fab, Fc)

Aquecimento para 

analitos termoestáveis

Reagentes bloqueadores hidrofílicos (HBR)

Reagentes inibidores de  

imunoglobulinas (IIR)

Tubos com bloqueadores de anticorpos

Fonte: adaptada de Selby, 1999.18

MECANISMO DE AÇÃO  
Eles competem com o antígeno do teste em reação cruzada com anticorpo reagen-
te da mesma espécie para produzir um sinal falso. 

TIPOS DE HAAA  
Esses anticorpos incluem anticorpos contra imunoglobulinas animais (p. ex., anti-
corpos antimurinos, albuminas animais e glicoproteínas de insetos).20

Anticorpos antianimais devem ser distinguidos dos anticorpos heterófilos de 
baixa afinidade, um termo originalmente usado para descrever anticorpos IgM 
associados à mononucleose que aglutinam células vermelhas de ovelha e que têm 
reatividade mais ampla [p. ex., anticorpos contra proteínas de células vermelhas de 
diferentes espécies (rato, ovelha, cavalo, coelho, porquinho-da-índia e vaca)], como 
o anticorpo Paul-Bunnell (uma aglutinina eritrocitária de ovelha que também  
reage com eritrócitos de cavalo, bovino e caprino).

Os anticorpos antimurinos detectados em humanos (HAMA) constituem um sub-
conjunto de HAAA e são os mais comuns desse tipo de anticorpo, mas também podem 
ocorrer anticorpos contra cobaias, coelhos, cabras, ovelhas, vacas, porcos e cavalos.20

Os anticorpos endógenos devem ser chamados de HAAA específicos quando há 
uma história de tratamento médico com imunoglobulina animal e imunoglobulina 
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da mesma espécie usada no imunoensaio.9 A nomenclatura torna-se confusa quan-
do o imunogênio não é conhecido e um anticorpo heterofílico é reconhecido em 
imunoensaios de camundongo ou outros imunoensaios específicos para animais.

ANTICORPOS DO TIPO ANTICORPOS ANTIMURINOS 
DETECTADOS EM HUMANOS (HUMAN ANTI-MOUSE 
ANTIBODY – HAMA)  
Os HAMA são especialmente prevalentes no soro de trabalhadores que atuam 
junto a animais e em pacientes com anticorpo monoclonal de camundongo para 
terapia ou geração de imagens.

A prevalência de interferência por HAMA varia conforme o tipo de ensaio e o 
analito (0,5 a 60%).

A interferência de HAMA tem sido relatada para inúmeros analitos, incluindo 
ensaios de marcadores cardíacos,21 testes de função da tireoide,22 drogas e marca-
dores tumorais. Os imunoensaios de dois locais (sanduíche) são mais propensos 
à interferência de anticorpos para IgG animal no soro e podem reagir de forma 
cruzada com anticorpos reagentes, especialmente da mesma espécie.

Os HAMA interferem interligando a captura de imunoglobulina e os anticorpos 
de detecção de imunoglobulina, promovendo resultados falso-positivos.23

Resultados falso-negativos pela interferência de HAMA também são possíveis em 
ensaios de dois anticorpos,24 quando o HAMA reage com um dos anticorpos que im-
pedem a reação com o analito.15,19 Métodos que usam apenas um anticorpo monoclo-
nal de camundongo em ensaios IMA são menos propensos à interferência do HAMA.

A interferência causada por anticorpos antianimais pode ser eliminada pelo 
pré-tratamento das amostras ou pelo redesenho do ensaio.

TÉCNICAS PARA DETECTAR ANTICORPOS INTERFERENTES 25,26  
Elas existem para detectar os anticorpos interferentes de dois tipos de aborda-
gens: retroativa e proativa.17 A retroativa refere-se aos casos em que o resultado 
laboratorial é questionado porque não consistente com os achados clínicos ou 
excede os limites extremos do analito. O enfoque retroativo tem falhas óbvias. 
Por exemplo, resultados quantitativos, que estão muito além dos valores espera-
dos, serão prontamente sinalizados para certos testes, como estudos de tireoide; 
no entanto, esse não é o caso da maioria dos testes de marcadores tumorais. 
As concentrações do hormônio estimulante da tiroide (TSH), característico da  
doença da tireoide, por exemplo, variam muito menos que as concentrações 
de gonadotrofina coriônica humana (hCG) na gravidez ou na mola hidatiforme. 
Portanto, limiares baseados em resultados fisiológicos não são razoáveis para 
alertar a equipe do laboratório sobre uma possível interferência e não são prá-
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ticos em todos os imunoensaios. Casos em que os resultados são erroneamente 
normais, ou anormais, mas não plausíveis, são mais difíceis de detectar. 

Geralmente, a detecção retroativa de resultados falso-positivos ou falso-nega-
tivos exige o conhecimento do quadro clínico. Os laboratórios normalmente não 
recebem informações clínicas suficientes para determinar se o resultado do labora-
tório é consistente com a condição do paciente. Além disso, o quadro clínico, mui-
tas vezes, é complexo, tornando a interpretação do resultado no contexto clínico 
além do escopo do pessoal responsável pela revisão e pela liberação dos resultados 
do teste. Assim, a detecção retrospectiva de interferências de imunoensaio depen-
de muito dos profissionais de saúde, que podem ter uma percepção limitada do 
potencial de interferência do imunoensaio. 

Ismail et al. sugeriram um algoritmo que compara os resultados do imunoen-
saio com a prevalência da doença.27 Nessa abordagem, resultados positivos para 
uma doença de baixa prevalência ou negativos para uma doença de alta prevalên-
cia são considerados suspeitos.

Uma abordagem proativa introduziria um mecanismo ou procedimento que 
detectaria a presença de anticorpos interferentes antes de obter ou relatar o resul-
tado. Outro tratamento proativo prévio seria solicitar uma história pertinente do 
paciente, com preparações de anticorpos monoclonais ou uma história de resulta-
dos laboratoriais errôneos. Essa abordagem seria difícil de implantar e provavel-
mente consistiria em uma estratégia ineficaz, pois não se sabem quantos casos de 
interferência poderiam ser previstos com esse tipo de informação.

Emerson et al. investigaram a utilidade geral de algumas dessas abordagens e 
concluíram que a introdução de um protocolo para pré-seleção de todas as amos-
tras quanto à presença de anticorpos interferentes endógenos não se justifica, 
porque as abordagens foram associadas a uma taxa de eventos muito baixa para 
fundamentar a implementação de rotina ou com uma prevalência, além de serem 
inespecíficas demais para serem úteis.26 

Vários métodos têm sido propostos para alertar os laboratoristas sobre a presen-
ça ou para bloquear os efeitos dessas substâncias interferentes. Alguns autores su-
gerem abordagens que incluem procurar discrepâncias entre métodos alternativos 
de medida17,28 e explorar os efeitos não lineares do anticorpo interferente, incor-
porando diluições seriadas em ensaios de rotina, rastreando HAMA com o ensaio 
Tandem ICON® ImmunoConcentration hCG,29 ou pré-tratamento de amostras 
com reagentes bloqueadores.30,31

Para detectar a presença de interferentes na amostra, recomenda-se seguir estes 
procedimentos:
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• Repetir a análise com um imunoensaio alternativo, preferencialmente com anti-
corpo de espécie diferente ou usando tecnologia alternativa, como cromatogra-
fia líquida ou espectrometria de massa em tandem;

• Medir o analito antes e depois da adição de agente bloqueador;
• Medir o analito com diluições seriadas da amostra com diluente do fabricante 

que não contenha imunoglobulinas;
• Em alguns casos, dependendo do analito e da metodologia, aguardar um tempo 

de intervalo e voltar a medir porque pode se tratar de uma alteração transitória.

TÉCNICAS PARA MINIMIZAR INTERFERÊNCIAS  
DE ANTICORPOS NOS IMUNOENSAIOS  
Métodos para a redução da interferência heterofílica e antianimal em imunoen-
saios estão resumidos na Tabela 1, incluindo maneiras de remover ou bloquear o 
anticorpo interferente.

REMOÇÃO DOS ANTICORPOS INTERFERENTES 18,25,32

A extração prévia do analito da amostra pode remover a interferência. 
A extração prévia do analito da amostra com a técnica de cromatografia em gel 

pode ser eficaz para remover interferentes. 
A imunoextração utilizando anticorpo monoclonal murino ou proteína G imo-

bilizada em esferas de Sepharose tem sido efetivamente utilizada para remover 
interferências de HAMA. 

A interferência antianimal também pode ser removida por precipitação com 
polietileno (PEG) 6000.33 O tratamento térmico (70 a 90°C) das amostras tem 
utilidade limitada porque poucos analitos são estáveis ao calor, não sobrevivendo, 
portanto, a essas condições de oxidação do anticorpo.

A adição de baixas concentrações de soro ou imunoglobulina da mesma espécie 
que os reagentes de anticorpos na mistura de reação pode impedir a interferência 
em algumas amostras, neutralizando ou inibindo a interferência.

ADIÇÃO DE AGENTE BLOQUEANTE DA MESMA  
ESPÉCIE COMO ANTICORPO REAGENTE  
A adição de agente bloqueador nas amostras com HAMA pode ser por: 

• Soro não imune, espécie-específica com IgG policlonal, anti-IgG humana ou 
IgG de camundongo polimerizada;

• Monoclonais de camundongo não imune;
• Fragmentos de IgG [Fc, Fab, F(ab’)2];
• Tubos com anticorpos bloqueadores;
• Reagentes heterofílicos bloqueantes (HBR) ou reagente inibidor de imunoglo-

bulina (IIR).
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O agente bloqueador pode ser incluído no diluente do ensaio ou a amostra pode 
ser pré-tratada antes do ensaio. Soro não imune, IgG policlonal, IgG polimerizada, 
monoclonal de camundongo não imune ou fragmentos de IgG [Fc, Fab, F(ab’)2] 
da mesma espécie, usada para aumentar os anticorpos reagentes, são comumente 
usados como agentes bloqueadores. No entanto, em alguns casos, a adição de um 
ou mais desses agentes de bloqueio em reagentes de imunoensaio é insuficiente ou 
não é bem-sucedida na prevenção de interferências.34 

A determinação da quantidade exata de bloqueador, suficiente para eliminar a 
interferência em todas as amostras de pacientes, é difícil de determinar na prática, 
pois a resposta imune a anticorpos interferentes varia bastante entre os indivíduos. 
A eficácia do agente bloqueador adicional depende da espécie e da subclasse do 
bloqueador.25,31 

Outro procedimento para detectar e identificar um anticorpo interferente sus-
peito é o uso de anticorpos bloqueadores comercialmente disponíveis.26 Resul-
tados estatisticamente discrepantes antes e depois da incubação com agente blo- 
queador seriam indicativos de interferência. Uma diferença entre o valor inicial e o 
valor tratado de 3 a 5 desvios-padrão (SD) sugere possível interferência heterofílica; 
> 5 SD indica interferência heterofílica definida.35 No entanto, 20 a 30% das amos-
tras com anticorpos interferentes podem produzir resultados semelhantes após o 
tratamento com os anticorpos bloqueadores. Vários reagentes de bloqueio estão 
disponíveis comercialmente: reagente bloqueador heterofílico (HBR; Scantibo-
dies™); reagente inibidor de imunoglobulina (IIR; Bioreclamation™); HeteroBlock®  
(Omega Biologicals™); MAB33; e Poly MAB 33 (Roche Diagnostics™).36

Outra solução para o problema de interferências de HAAA, refere-se ao uso de 
fragmentos Fab ou F(ab’)2 em vez da imunoglobulina intacta, como anticorpos de 
captura ou detector em ensaio de dois locais, eliminando a interferência de HAAA 
com especificidade para o Fc porção de um anticorpo IgG.37 

Outra estratégia é usar anticorpos quiméricos, anticorpos humanos em que as 
regiões variáveis são substituídas pela parte correspondente de um anticorpo não 
humano (cobaias ou rato). Interferências por anticorpos anticobaias ou outros ani-
mais são eliminadas. Estes últimos são agora utilizados em alguns imunoensaios da 
Roche™ (Elecsys TSH, CEA, troponina T) como anticorpo de captura ou detector.

Outro teste consiste em fazer diluições seriadas da amostra usando o diluente 
do fabricante, desde que ele contenha globulina não imune. Isso poderia identificar 
cerca de 60% das amostras com interferência em que a linearidade e o paralelismo 
estão ausentes.38 

O uso desses testes pode identificar interferência em quase 90% das amostras 
suspeitas.39
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Como a triagem proativa para interferência em todas as amostras não é garan-
tida ou recomendada, torna-se fundamental manter uma comunicação confiável 
com outros profissionais de saúde para detectar e minimizar o impacto de resulta-
dos laboratoriais errôneos.

PAPÉIS E RESPONSABILIDADES NA PROTEÇÃO CONTRA 
OS EFEITOS ADVERSOS DAS INTERFERÊNCIAS ANALÍTICAS 
CAUSADAS PELOS ANTICORPOS CIRCULANTES 
ANTIANIMAIS 4,15  
Cada membro da equipe de saúde tem um papel a desempenhar na proteção con-
tra os efeitos analíticos adversos dos anticorpos antianimais.

Cabe ao paciente informar o médico sobre qualquer exposição prévia a terapêu-
ticas baseadas em animais ou agentes de diagnóstico (p. ex., agentes de imagiologia).

O médico-assistente deve perguntar ao paciente sobre a exposição prévia a tera-
pias ou tratamentos com agentes de diagnóstico ou exposição a animais (animais 
de estimação ou manejo). Os médicos devem garantir que pacientes conhecidos 
por terem tais anticorpos ou em risco de desenvolvê-los em razão da administra-
ção de agentes derivados de animais sejam claramente identificados para o labora-
tório. Esses profissionais também devem estar cientes de que, se os resultados dos 
testes de imunoensaios de dois sítios, particularmente os marcadores tumorais e 
os testes hormonais, não se encaixam no quadro clínico, pode se tratar de uma 
indicação de uma interferência de anticorpos humanos contra animais. 

Os fabricantes de conjuntos diagnósticos para imunoensaio de dois locais de-
vem tomar medidas para minimizar as interferências do ensaio; alguns já res-
ponderam por reformulação de ensaios, incluindo avisos sobre interferências de 
HAMA nas bulas. 

Os imunoensaios resultantes de pacientes sabidamente expostos a agentes de 
origem animal devem ser sinalizados no laboratório com sinais de alerta. A equipe 
do laboratório clínico deve proporcionar um acompanhamento ao corpo clínico 
sobre a significância das possíveis interferências e estratégias para identificá-las, 
confirmá-las e superá-las. A área técnica deve investigar e confirmar interferências 
antianimais, adicionando agentes de bloqueio para amostras e novo teste. Pode, 
ainda, executar estudos seriados de diluição para testes com a presença de anticor-
pos antianimais e testar novamente com outro método analítico (com anticorpos 
de outra espécie animal). A reanálise de amostras após incubação com proteína 
animal (p. ex., IgG de camundongo) ou soro animal também pode ajudar a con-
firmar uma interferência. Outra estratégia para proteger contra resultados falso-

-positivos e falso-negativos atribuíveis a anticorpos antianimais consiste em testar 
todas as amostras quanto à ocorrência desses anticorpos. Contudo, por se tratar 
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de uma conduta cara, atualmente está reservada apenas a amostras suspeitas para 
identificar a presença de um HAAA.

QUANTIFICAÇÃO DE ANTICORPOS HAMA  
Muitos laboratórios de referência conseguem medir o HAMA. Se houver suspeita 
de interferência do HAMA, a medida quantitativa da concentração de HAMA no 
soro pode ser útil; no entanto, não existe nenhum imunoensaio capaz de medir 
igualmente bem todos os tipos de HAMA encontrados entre os pacientes,40 pois 
vários ensaios diferem nos tipos de HAMA detectados.15 

Estão disponíveis ensaios do tipo enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), 
utilizando técnica sanduíche com dois sítios com anticorpos selecionados e cegos 
para HAMA. Neles, após o período de incubação, o HAMA se liga à IgG murina 
nas paredes do poço da microplaca e as proteínas não ligadas são levadas após en-
xague. Então, uma peroxidase HRP murina marcada é adicionada e, em cada poço 
da microplaca, forma-se um complexo envolvendo IgG murina – HAMA – pero-
xidase HRP marcada. A HRP não ligada é removida após a lavagem. Para a detec-
ção do imunocomplexo, há uma incubação, seguida da leitura espectrofotométrica.  
A quantidade de imunocomplexo ligado ao HAMA na amostra na parede do poço 
da microplaca será proporcional à quantidade de HAMA na amostra. Os níveis 
de cut-off devem ser estabelecidos pelos laboratórios clínicos. No ensaio HAMA  
ELISA, produzido pela empresa Eagle Biosciences™, o nível de cut-off é de 25 ng/mL.

Os ensaios disponíveis no mercado têm sensibilidade oscilando de 2 a 5 ng/mL 
e linearidade de até 1.500 ng/mL. Trabalham com soro ou plasma em pequenos 
volumes (50 a 100 mcL) e o tempo de incubação é variável (1,5 a 2 horas). Seu alvo 
são HAMA IgG/IgM.

BUSCA DE SOLUÇÕES PARA OS PROBLEMAS  
DE INTERFERÊNCIAS  
O laboratório clínico deve estabelecer uma política para enfrentar essas situações, 
nas quais se suspeita da interferência, porque tem a capacidade de investigação por 
meio de uma série de técnicas. Uma abordagem multifacetada para a investigação 
é preferível a uma estratégia envolvendo apenas uma opção, que pode não resolver 
definitivamente a discrepância entre os achados clínicos e laboratoriais.

A obtenção do histórico do paciente com relação às eventuais terapias com a 
preparação de anticorpos monoclonais, à exposição a animais ou às transfusões 
pode ser útil nesse processo investigatório.

Um método para minimizar o desenvolvimento de HAMA tem sido tratar os pa-
cientes com imunossupressores, como ciclosporina A, azatioprina, deoxispergualina 
ou ciclofosfamida antes, durante e após a administração de agentes com HAMA.41,42 
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A linearidade do ensaio para a amostra em questão pode ser medida, tomando o 
cuidado de empregar diluentes apropriados. No entanto, a linearidade ainda pode 
ser observada mesmo na presença de anticorpos interferentes.43 

A amostra pode ser enviada para outro laboratório para novo teste usando um 
método alternativo, como um imunoensaio que emprega uma tecnologia diferente 
(homogênea versus heterogênea; competitiva versus não competitiva) e uma fonte 
diferente de reagente de anticorpo que o imunoensaio original suspeito de exibir 
a interferência ou um método não imunométrico.

Uma amostra pode ser pré-incubada com reagentes bloqueadores comercial-
mente disponíveis (alguns envolvem o bloqueio de anticorpos imobilizados na su-
perfície interna de um tubo de ensaio).

Certos analitos podem também aparecer na urina. Como os anticorpos endó-
genos geralmente não estão presentes na urina, uma discrepância entre as concen-
trações de urina e soro pode sugerir interferência.

A comparação dos resultados, presumivelmente com a presença de interferentes 
com aqueles dos valores de analitos relacionados, como no perfil cardíaco, permite 
analisar conjuntamente CK-MB massa, troponina I e troponina T.

A quantificação dos anticorpos do tipo HAMA em laboratórios de referência pode 
ser uma boa prática. 

CASO CLÍNICO  
Paciente do sexo masculino, branco, 64 anos, casado, biólogo exercendo atividade 
profissional em um biotério. Ao realizar exames laboratoriais para avaliação do 
estado de saúde, evidenciou-se nível de antígeno prostático específico (PSA) total 
4,4 ng/mL. No ano anterior, o resultado observado foi de 3,8 ng/mL. Ambos os 
ensaios foram realizados por método de imunoensaio, com sensibilidade analítica 
de 0,05 ng/mL. Portador de hipertensão arterial controlada. O irmão mais velho 
faleceu de câncer de próstata metastático. Negou uso de biotina. O exame de toque 
retal digital realizado pelo urologista foi considerado normal. No entanto, a biópsia 
prostática demonstrou adenocarcinoma de próstata e estadiamento Gleason 3+3. 
Foi submetido à prostatectomia por cirurgia laparoscópica e o estudo anatomopa-
tológico classificou como de estadiamento Gleason 6 (pT2cNXMX) em 10% da 
glândula. Houve uma margem positiva focal no ápice esquerdo, mas sem extensão 
extracapsular. A dosagem do PSA total 2 semanas após a cirurgia foi de 2,25 ng/mL.  
A repetição do exame resultou em valor de PSA total de 2,17 ng/mL. A dosagem 
de PSA total realizada 4 meses após a cirurgia manteve nível semelhante ao das 
dosagens pregressas, com concentração sérica de PSA total de 2,46 ng/mL e PSA 
livre de 2,71 ng/mL. A presença de interferente foi aventada em razão do PSA livre 
apresentar valor maior que o PSA total.
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Exames de imagem detectaram lesões compatíveis com a doença de Paget no osso 
do quadril no nível do íleo esquerdo. O exame de cintilografia óssea evidenciou ima-
gens focalmente positivas na região supraclavicular esquerda. A tomografia de tórax 
não demonstrou presença de linfadenopatia ou tumores. Após 2 anos da primeira 
dosagem, o PSA total apresentou valor de 0,57 ng/mL e o PSA livre de 2,11 ng/mL. 
O laboratório optou por realizar análises em diferentes diluições da amostra, na ten-
tativa de minimizar o efeito do interferente e obteve os seguintes resultados:

• Diluição 1:2: PSA livre 2,20 ng/mL e PSA total 0,35 ng/mL; 
• Diluição 1:4: PSA livre 2,12 ng/mL e PSA total 0,24 ng/mL.

Com relação às três primeiras amostras coletadas após a cirurgia que ainda es-
tavam armazenadas, a assessoria científica do fabricante do conjunto diagnóstico 
sugeriu um pré-tratamento adicionando bloqueadores de HAMA às amostras. Os 
reagentes bloqueadores são antígenos de camundongos que adsorvem o HAMA. 
Os resultados de PSA total observados antes e após adição do bloqueador foram 
respectivamente: 

• Amostra 1: 2,25 e 0,25 ng/mL; 
• Amostra 2: 2,17 e 0,96 ng/mL; 
• Amostra 3: 2,46 e 1,03 ng/mL. 

A interferência do anticorpo antimurino heterófilo humano foi finalmen-
te confirmada por meio da medição direta do HAMA utilizando um imunoen-
saio enzimático (Human Anti-Mouse IgG Abs EIA, Specialty Laboratories, Santa  
Monica, CA, Estados Unidos). A concentração do HAMA na amostra avaliada foi de  
440 ng/mL, sendo o limite superior da normalidade, segundo a bula do fabricante 
do teste, de até 74 ng/mL.

Finalmente, as três amostras de soro coletadas após a cirurgia foram enviadas 
para outro laboratório que dispunha de reagente bloqueador. O resultado do PSA 
total foi de 0,05 ng/mL nas três amostras avaliadas, confirmando a interferência 
do HAMA.

COMENTÁRIO  
O valor do PSA total pós-operatório maior que 2 ng/mL não era consistente com 
a condição clínica do paciente e resultou na necessidade de diversos outros es-
tudos, por meio de exames de imagem para excluir a possibilidade de metástase, 
em razão da dificuldade do médico-assistente em estabelecer a correlação clínico-

-laboratorial.
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Após suspeita da presença de interferente, determinou-se a presença do HAMA 
na amostra avaliada, o qual seria o fator que estava induzindo resultados de PSA 
total e livre falsamente elevados, inclusive com valor de PSA livre maior que o PSA 
total. Esse fenômeno ocorre pela ligação intrínseca do antígeno ao anticorpo mu-
rino que faz parte da composição do reagente em ensaios imunométricos.44 Essa 
situação pode induzir resultados falso-positivos, mesmo na ausência do analito em 
questão, e se dar para diversos outros marcadores tão diversos quanto a hCG, os 
marcadores tumorais, a troponina I, entre outros.

Embora o HAMA conduza a uma falsa elevação nos resultados, um valor fal-
samente inferior também ocorre se o anticorpo interferente bloqueia o local de 
ligação do detector. Em um estudo, Preissner et al. observaram que a incidência 
de HAMA variou de 0,2 a 3,7%, com uma incidência de 1 a 1,2% para as dosagens 
de PSA.45 

Na averiguação da rastreabilidade, observou-se uma variação lote a lote nas 
amostras com HAMA positivo, porque diferenças na afinidade do anticorpo e avi-
dez com relação ao HAMA podem ocorrer entre lotes diferentes de preparações 
monoclonais e, especialmente, do anticorpo policlonal. Assim, alguns reagentes 
são mais afetados que outros.46 

Finalmente, relatou-se que a diluição seriada da amostra seria capaz de minimi-
zar a interferência. No entanto, essa situação não foi observada nesse caso. Nesse 
paciente, em particular, a diluição seriada da amostra ajudou a levantar a suspeita 
da interferência do HAMA, pois observou-se um nível de PSA livre maior que o 
PSA total. As diferenças no “desenho” dos ensaios para cada fabricante nos testes 
de PSA livre e PSA total, bem como as diferenças no grau de afinidade do anticor-
po entre os lotes de reagentes, ajudam a explicar a estabilidade do valor do PSA 
livre e uma grande variação no PSA total. Não se observou variação proporcional 
dos valores de PSA livre em diferentes graus de diluição, pois o resultado esperado 
seria uma queda proporcional na concentração em razão da maior diluição da 
amostra. Aproximadamente 50% das amostras contendo HAMA apresentam re-
sultados proporcionais aos da diluição seriada.47

O fato de o paciente trabalhar em um biotério, manipulando animais para rea-
lização de testes de qualidade em produtos farmacêuticos, induziu o aparecimento 
do HAMA no sangue, posteriormente confirmado pela dosagem específica desse 
anticorpo.

Uma das características da prostatectomia em relação à radioterapia é que o PSA 
pós-operatório resulta em um nível indetectável após o procedimento cirúrgico. 
Esse caso ilustra que, enquanto se espera tal resultado na maioria dos pacientes 
prostatectomizados, são possíveis elevações artificiais de PSA. 
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Em resumo, quando o valor do PSA não consiste com o quadro clínico, deve-se 
considerar a possibilidade da interferência imunológica. Os ensaios imunológicos 
baseados em anticorpos de cabra, em substituição ao anticorpo murino, podem 
ser uma opção para minimizar o problema da interferência pelo HAMA. 
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16  Fatores pré-analíticos no uso do teste laboratorial remoto

INTRODUÇÃO  
O teste laboratorial remoto (TLR) também conhecido como teste rápido, teste à 
beira do leito e, em inglês, point of care (POCT), é utilizado como triagem, diag-
nóstico ou acompanhamento de uma doença. Seu objetivo primário é disponibi-
lizar o resultado de um exame nas situações em que a rapidez representa um fator 
determinante para a decisão clínica. A tecnologia empregada na concepção dos 
TLR tem evoluído, possibilitando uma maior confiabilidade no desempenho des-
ses dispositivos e equipamentos; no entanto, a fase analítica constitui apenas uma 
das etapas do processo. Deve-se garantir o treinamento adequado dos usuários em 
todas as etapas, incluindo o entendimento dos fatores que interferem na fase pré-

-analítica e pós-analítica. 
O conceito de teste rápido é simples, devendo-se definir os objetivos para a sua 

realização; contudo, alguns obstáculos ainda persistem para sua implantação nos 
locais onde é indicado. Além de problemas conhecidos, como disponibilidade da 
tecnologia com custo razoável e a participação do laboratório em controlar quem 
o realiza e os exames e resultados obtidos, há o desafio de disponibilizar sistemas 
de fácil manuseio para aqueles que não têm a mesma formação e experiência dos 
analistas de laboratório. E, ainda, o teste rápido ideal deveria ser à prova de fatores 
pré-analíticos e interferentes.

A importância dos cuidados pré-analíticos, o que se aplica a todos os exames 
realizados em laboratório, também inclui o TLR. Neste capítulo, serão discutidos 
alguns aspectos dos fatores pré-analíticos, lembrando que vários outros fatores 
comuns a outras áreas do laboratório também devem ser avaliados para o TLR. 

Diversos estudos têm demonstrado erros na fase pré-analítica, oscilando entre 
32 e 75% (Plebani, 1997: 68,2%; Wang, 2004:17,0% e Carraro, 2007: 61,9%). 
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Sabe-se que alguns erros não afetam clinicamente o paciente. Entretanto, há ou-
tros que implicam a repetição do exame ou causam investigações desnecessárias, 
resultando na elevação dos custos ou em tratamento inadequado às necessida-
des do paciente. Dessa maneira, os laboratórios se preocupam em seguir as boas 
práticas para garantir a coleta adequada da amostra, pois, se a integridade dessa 
amostra é questionável, não importa se o resultado obtido é exato ou foi entregue 
no menor tempo possível.

As normas nacionais e internacionais estabelecem os requisitos para que a  
realização do TLR garanta resultados confiáveis dentro dos padrões de qualidade 
e segurança para o paciente.

Normas como o PALC (Programa de Acreditação de Laboratórios Clínicos) da 
SBPC (Sociedade Brasileira de Patologia Clínica), a ISO 15189 e os guias norte-

-americanos [p. ex., do CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute)] con-
tribuem para direcionar a implantação e o gerenciamento do TLR, abrangendo 
orientações para a fase pré-analítica.

A Norma PALC estabelece, no item “Gestão dos testes laboratoriais remotos”, 
que o laboratório clínico deve disponibilizar, nos locais de realização de TLR, pro-
cedimentos documentados orientando com relação às fases pré-analítica, analítica 
e pós-analítica.

A Norma ISO 15189:2007, que trata do gerenciamento da qualidade dos labo-
ratórios clínicos, destaca a importância das fases pré e pós-analíticas para que o 
laboratório possa assegurar a qualidade e melhoria contínua. 

O College of American Pathologists (CAP) estabelece em seus checklists que 
o laboratório deve dispor de procedimentos que descrevam os métodos de iden-
tificação e preparo do paciente, coleta e identificação da amostra, conservação e 
condições de transporte e armazenamento antes da análise, de acordo com as boas 
práticas dos laboratórios. 

ERROS PRÉ-ANALÍTICOS MAIS COMUNS NO TLR  
Alguns dos erros mais frequentes na fase pré-analítica do TLR estão relacionados a 
problemas de identificação, preparo do paciente, coleta, manuseio e transporte da 
amostra e presença de interferentes.

Identificação  
Erros de identificação da amostra são críticos, pois causam erros de diagnóstico, 
tratamento incorreto do paciente e necessidade de novas coletas. São causados 
principalmente por falta de identificação correta do paciente, erros de transcrição 
(quando a identificação é manual) ou falta de um procedimento específico para 
identificar o paciente e a amostra. Para evitá-los, recomendam-se utilizar a dupla 
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identificação do paciente (p. ex., nome e data de nascimento), usar um código de 
barras para identificar a amostra e dar preferência para equipamentos que identi-
fiquem a amostra pela leitura desse código. 

Preparo do paciente  
Em hospitais, comumente, realiza-se o TLR em pacientes que recebem vários 
medicamentos; muitas vezes, a amostra é coletada sem jejum adequado pela 
necessidade de resultados liberados com urgência. Além da alteração de alguns 
parâmetros em razão do efeito direto da alimentação, ocorre o efeito da lipemia  
pós-prandial, que contribui para a turbidez da amostra, um fator de interferência 
para algumas metodologias.

Alguns analitos são afetados pelo estado nutricional ou pelo tipo de alimentação, 
provocando mudanças na concentração desse analito ou interferência no procedi-
mento analítico (p. ex., glicose, triglicerídeos, corpos cetônicos, pH na urina).

O estresse pode afetar a homeostase de alguns analitos alterando o metabolismo 
do organismo, como a glicose e alguns hormônios.

Medicamentos e suplementos alimentares também podem aumentar a concen-
tração de alguns analitos ou interferir na análise. Por exemplo, o ácido acetilsali-
cílico (Aspirina®) em concentração acima de 325 mg/dia pode causar resultado 
falso-positivo para sangue oculto. A maltose é capaz de afetar alguns métodos de 
dosagem de glicose.

A atividade física pode afetar a concentração de algumas substâncias, como 
sangue e proteína, na urina. O ciclo menstrual e a gestação conseguem afetar a 
presença ou concentração de alguns analitos, como hormônios, urina, glicose e 
creatinina, enquanto o tabagismo pode resultar no aumento da concentração de 
alguns metabólitos, como a carboxi-hemoglobina e a meta-hemoglobina.

Coleta  
Amostras de sangue venoso, arterial ou capilar são utilizadas para a realização do 
TLR. Para qualquer tipo de amostra, é importante seguir as orientações de boas 
práticas de coleta. 

Preferencialmente, o laboratório deve descrever o procedimento passo a passo 
da coleta e realizar o treinamento dos profissionais envolvidos, medidas que con-
tribuem para evitar erros.

A coleta do tipo adequado de amostra requer cuidados para evitar amostras 
hemolisadas, coaguladas, com volume inadequado, homogeneização insuficiente 
e contaminação. 
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A utilização de sangue total heparinizado em equipamentos de TLR permite a 
eliminação da centrifugação, um passo necessário para obter plasma ou soro. Esse 
é um fator importante para a maior rapidez na obtenção dos resultados. 

Quando se trata de coleta de sangue capilar, é importante evitar massagear o 
local da punção antes da coleta. Esse procedimento é erroneamente empregado 
quando o fluxo sanguíneo capilar não é suficiente para obter o volume de sangue 
necessário para realização do TLR. A massagem excessiva pode ocasionar resul-
tados falsamente diminuídos de alguns parâmetros pela diluição da amostra de 
sangue pelo líquido intersticial. Também pode ocorrer o aumento da concentração 
de potássio pela hemólise.

Para evitar esse tipo de erro, não manipular o local da coleta e utilizar lancetas 
que possibilitem a incisão adequada. Além disso, em pacientes com desidratação 
grave e circulação periférica prejudicada, deve-se evitar a coleta de amostra capilar. 

A coleta de amostra adequada é particularmente importante para analitos que 
apresentam diferentes valores em sangue arterial, venoso ou capilar (p. ex., glicose 
e lactato).

A contaminação ou a diluição da amostra com outras substâncias podem cau-
sar resultado falso-positivo, diminuição na concentração de alguns analitos ou 
interferência no procedimento analítico (p. ex., glicose e álcool). As amostras não 
devem ser coletadas em um braço com infusão de solução intravenosa. É impor-
tante assegurar que a pele esteja completamente seca após assepsia com álcool 
antes da coleta. 

A coagulação parcial ou a quantidade inadequada de amostra podem causar 
resultados incorretos, como o fato de a contagem de plaquetas em sangue parcial-
mente coagulado ser capaz de causar resultados falsamente diminuídos. A coleta 
deve ser realizada o mais rápido possível para evitar coagulação.

Para evitar os erros citados, é importante descrever as orientações e os cuidados 
em um procedimento documentado. Os fornecedores também podem contribuir 
com informações para evitar os erros pré-analíticos. 

Manuseio e transporte da amostra  
Um dos problemas pré-analíticos que podem resultar na alteração nos resultados 
é o transporte das amostras. A realização do TLR imediatamente após a coleta mi-
nimiza ou exclui a perda da estabilidade da amostra, motivo pelo qual caracteriza 
uma das vantagens do TLR em comparação às metodologias de referência. Caso 
não se realize o exame imediatamente, os possíveis erros serão semelhantes aos 
encontrados em outras áreas do laboratório. 
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Interferentes  
É raro encontrar um TLR não suscetível a interferências por contaminantes, nor-
malmente encontrados no sangue ou nos líquidos biológicos. Faz-se um grande 
esforço para garantir que os aparelhos lançados no mercado sofram o mínimo 
de interferência. Os primeiros medidores de glicemia sofriam interferência pela 
presença de hemoglobina, sendo realizados, por isso, esforços quanto à separação 
das hemácias ou à filtração. Outras situações, como nível elevado de hematócrito, 
bilirrubina, triglicerídeos, medicações terapêuticas etc., foram documentadas e al-
terações nas metodologias são incorporadas para superar essas interferências nos 
resultados (p. ex., filtração ou cromatografia).

Com frequência, hemólise, icterícia e lipemia podem interferir na detecção ópti-
ca de produtos de reação para cálculo dos resultados. No entanto, há métodos não 
ópticos baseados em eletrodo íon seletivo (ISE), condutividade, eletroforese etc., 
que não são sensíveis à alteração de cor da amostra. Hemólise, icterícia e lipemia 
podem causar não apenas interferência óptica, mas também química.

A hemólise in vitro ocorre em virtude da destruição mecânica das hemácias 
durante a coleta, o transporte, o processamento ou o armazenamento (se o soro 
ou plasma permanece em contato com as células após a centrifugação) da amostra. 
A hemólise também pode ser causada por congelamento, choque hiperosmótico, 
detergentes, aumento da fragilidade osmótica por doenças hereditárias etc.

Em amostras ictéricas, a interferência é causada pelo aumento da concentração 
de bilirrubina, que pode impactar nas medições quando as leituras são realizadas 
no espectro de 400 a 540 nm ou por interferência pela sua reatividade química 
com componentes dos reagentes como H2O2.

A lipemia é causada pela presença de gorduras no sangue. Outras possíveis cau-
sas de turvação no soro e plasma são fragmentos de hemácias, leucócitos e plaque-
tas e coágulos de fibrina. Independentemente da causa da turbidez, a consequência 
é a dispersão da luz durante a leitura da reação, afetando, portanto, os métodos 
baseados em nefelometria e turbidimetria.

PREVENÇÃO DOS ERROS PRÉ-ANALÍTICOS EM TLR  
Os princípios analíticos básicos de muitos equipamentos TLR para bioquímica 
ou imunoquímica são similares aos equipamentos de referência utilizados no 
laboratório. A principal diferença está relacionada à utilização de um método 
analítico que possibilita a utilização de sangue total ou a inclusão de uma etapa de 
remoção das hemácias antes da análise. 

Para prevenir a interferência das hemácias nas análises, alguns equipamentos, como 
o Reflotron® da Roche Diagnóstica, um dos mais antigos modelos de sistema de teste 
rápido para Bioquímica Clínica, utiliza em sua tira múltiplos reagentes localizados ao 
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lado de uma camada de separação do plasma que filtra as hemácias; assim, o plasma 
flui para um reservatório. A reação se inicia quando a tira é inserida no fotômetro que 
pressiona a camada de reagente em contato com o plasma no reservatório. 

Normalmente, os reagentes utilizados para TLR são específicos, devendo ser ar-
mazenados conforme as instruções dos fabricantes, além de utilizados de acordo 
com a data de validade estabelecida. Esses reagentes estão sujeitos a deterioração 
se armazenados incorretamente; portanto, devem ser descartados se detectada 
qualquer falha em sua conservação para evitar a obtenção de resultados incorretos.

Quando houver discrepância entre o resultado do paciente e sua condição clí-
nica, os testes devem ser repetidos após nova coleta para confirmar os resultados.

Algumas características dos equipamentos que minimizam riscos no pré-analí-
tico que interferem nos resultados são:

• Aspiração da amostra em vez de injeção;
• Detecção de volume da amostra para prevenir dosagem em volume insuficiente;
• Detecção de coágulo na câmara de análise.

O processo de validação do TLR deve incluir o estudo de interferentes, além das 
conhecidas avaliações da precisão e exatidão, para que seja conhecida a equivalên-
cia com relação aos métodos utilizados no laboratório. 

É importante que os resultados dos TLR estejam em conformidade com os re-
sultados do laboratório, porque a conduta médica será definida pela combinação 
dos resultados de ambos os sistemas analíticos. 

A necessidade de validação e acompanhamento dos resultados de TLR é um dos 
motivos da necessidade de envolvimento do laboratório desde o início da implan-
tação de TLR em um hospital ou em outro serviço que venha a utilizá-los. 

Os TLR são conhecidos como simples e fáceis de operar em relação aos mé-
todos utilizados no laboratório e, idealmente, precisam ser à prova de erros, ou 
seja, devem permitir sua utilização por operadores que não sejam especialistas na 
área laboratorial. Apesar de serem considerados métodos simples, os processos de 
verificação de desempenho devem ser realizados por profissionais de laboratórios, 
capacitados para esse fim.

MONITORES DE GLICEMIA  
Os monitores de glicemia são amplamente utilizados para controle da glicose de 
pacientes diabéticos. 

A correlação entre os glicosímetros e o laboratório de referência assume que 
os dois métodos têm calibração comparável. No entanto, existe uma diferença na 
concentração de glicose entre o plasma e o sangue total de aproximadamente 11%, 
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conforme o hematócrito da amostra, sendo a glicose no sangue total mais baixa 
que a glicose no plasma. 

Essa diferença se baseia na distribuição da glicose na porção aquosa do sangue 
e o conteúdo mais baixo de água dos eritrócitos comparado com a parte líquida do 
sangue. Enquanto os laboratórios usam amostras de plasma ou soro, os glicosíme-
tros aceitam sangue total. Por meio da calibração ou das correções matemáticas, os 
glicosímetros podem promover resultados equivalentes.

Os monitores de glicemia ou glicosímetros apresentam desempenho variado 
quando comparados ao do laboratório e, também, entre si (Tabela 1). Os testes de 
proficiência demonstram essa variação (Quality Cross Check – Whole Blood Glucose  
do American College of Pathologists).

TABELA 1 Variação de resultados entre glicosímetros de diferentes modelos e marcas

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3

Monitor 1 430 mg/dL 69 mg/dL 159 mg/dL

Monitor 2 404 mg/dL 49 mg/dL 115 mg/dL

Monitor 3 396,5 mg/dL 99 mg/dL 206 mg/dL

Os monitores 1, 2 e 3 pertencem a diferentes fornecedores e os valores obtidos 
na mesma amostra variam de 49 a 99 mg/dL, quando se observam, por exemplo, 
os resultados da amostra 2. 

Os fornecedores justificam que essas diferenças decorrem da estabilização quí-
mica da amostra. Enquanto novos aparelhos passaram a apresentar maior exatidão 
do que as primeiras gerações, os resultados ainda apresentam grande variabilidade. 

As diferenças de precisão e exatidão podem estar relacionadas a um efeito-ma-
triz, assim como a variação da calibração entre os aparelhos. Outro fator de erro é 
a inadequada utilização dos glicosímetros pelos operadores. 

Para utilização em hospitais, os aparelhos devem ter melhor desempenho que 
aqueles usados pelos pacientes para acompanhamento. Também se indica a uti-
lização de equipamentos mais robustos que os monitores de uso domiciliar, que 
permitam a identificação do operador, a identificação do paciente por código de 
barras, a dosagem obrigatória de controles de qualidade com bloqueio de operação 
no caso de resultados inadequados, a transmissão de resultados via interface e ou-
tras características que possibilitem o melhor controle da operação. 

Nos hospitais, o mesmo aparelho pode ser usado em múltiplos pacientes e os 
resultados se alternam com aqueles realizados no laboratório, enquanto o uso do-
miciliar implica um único operador e seus próprios resultados. 



202

O treinamento consistente e padronizado para os usuários é importante, assim 
como a frequência de uso do aparelho. 

CONCLUSÃO  
De acordo com o CLSI POCT07-07, o TLR pode oferecer vários benefícios em 
relação ao laboratório central, como: acesso rápido aos resultados do paciente 
pelo médico antecipando a decisão clínica, o que contribui para o tratamento; 
eliminação ou redução drástica do tempo de transporte da amostra, diminuin-
do as interferências na estabilidade da amostra, o que pode ser crítico para al-
guns testes (como gasometria e lactato); menor risco em etapas pré-analíticas 
(como transporte e identificação das amostras); e menores perdas na coleta e 
utilização de menor volume de sangue em comparação ao laboratório central, 
fator importante especialmente nas unidades de terapia intensiva e pediatria. 
Para que seja possível alcançar esses benefícios, o gerenciamento do TLR deve 
buscar sempre a melhoria dos processos por meio de padronização e treina-
mento constantes. Esse desafio se aplica a todas as fases do processo analítico, 
incluindo a fase pré-analítica. 
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17  Dosagem de glicose capilar por glicosímetro

DIABETES MELITO (DM)   
O DM compreende um distúrbio crônico de caráter multifatorial, não se tratando 
de uma única doença, mas de um grupo heterogêneo de distúrbios metabólicos 
que apresenta em comum a hiperglicemia, resultante da deficiência absoluta ou 
relativa da produção de insulina, associada ou não a graus variáveis de resistência 
insulínica.1 Constitui um importante e crescente problema de saúde, com estima-
tiva, de acordo com a International Diabetes Federation (IDF), de 415 milhões de 
pessoas com diabetes em 2015, com projeção para 642 milhões em 2040.2 Em 2016, 
a prevalência brasileira estimada pelo VIGITEL é de 8,9%, contabilizando um au-
mento de 61,8% na última década.3

A classificação atual do DM proposta pela Organização Mundial da Saúde (OMS) 
e pela American Diabetes Association (ADA) inclui quatro classes clínicas.1,4,5 O 
DM tipo 1 abrange 5 a 10% dos casos, caracterizando-se por destruição variável de 
células betapancreáticas e consequente deficiência de insulina, imunomediada ou 
idiopática. O DM tipo 2, presente em 90 a 95% dos casos, consiste em defeitos na 
ação e na secreção da insulina, causando resistência à insulina, o que está atribuí-
do a hábitos de vida (sedentarismo e obesidade), bem como a forte predisposição 
genética. Já diabetes gestacional, por si, é intolerância à glicose detectada durante  
a gestação sem DM prévia, compreendendo um dos fatores de risco de DM2 para a  
gestante e complicações para a mãe e o feto. Por fim, outros tipos específicos de 
DM são formas menos comuns, contemplando defeitos genéticos na função das 
células beta e/ou ação da insulina, doenças do pâncreas exócrino e outras condi-
ções, como medicamentos (p. ex., glicocorticoide, neurolépticos atípicos). 

Para reduzir as complicações e otimizar terapêutica do diabetes, é necessário ga-
rantir o bom controle glicêmico, isto é, níveis glicêmicos dentro da faixa de norma-
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lidade com o maior tempo no alvo. Um dos recursos mais utilizados é a medição 
de glicemia capilar, que pode ser realizada em centros de saúde e em domicílio. O 
automonitoramento da glicose capilar permite que os próprios pacientes avaliem 
a resposta individual à terapia e, também, ajuízem se as metas glicêmicas recomen-
dadas estão sendo efetivamente obtidas.4,6 O automonitoramento glicêmico é uni-
versalmente aceito para DM tipo 1 e é fundamental para o controle de DM tipo 2.7

TESTE LABORATORIAL REMOTO (TLR) DE GLICOSE E SUA 
IMPORTÂNCIA PARA O GERENCIAMENTO DO DM  
O teste laboratorial remoto (TLR) ou point of care testing (POCT) de glicose ou 
glicosímetro compreende uma ferramenta que permite saber em tempo real qual 
o valor da glicemia capilar, representando, hoje, uma facilidade no cuidado de afec-
ções agudas e crônicas. A amostra de sangue é retirada de vasos capilares da ponta 
do dedo ou do lobo da orelha ou, ainda, de locais alternativos, como palma da mão, 
braço, antebraço, coxa e panturrilha. Considera-se a verificação da glicemia capilar 
o padrão de referência do cuidado aos indivíduos portadores de DM.4 

O sistema de verificação de glicemia capilar compreende um sistema de avalia-
ção laboratorial em uso na beira do leito, em centros de saúde ou na residência dos 
pacientes. Regulamentados como TLR de glicose, a Agência Nacional de Vigilância 
Sanitária (Anvisa) normatiza a utilização desses sistemas, afirmando que se deve 
ter o mesmo cuidado com os demais sistemas laboratoriais.8 

No ambiente hospitalar, o monitoramento da glicemia capilar é considerado o 
sexto sinal vital – associado à pressão arterial, temperatura, dor, frequência cardí-
aca e respiratória – e faz parte do cuidado ao paciente crítico, em ambientes como 
terapia intensiva e pronto-socorro e durante procedimentos cirúrgicos, mesmo não 
sendo diabéticos.9 Tanto a hiperglicemia quanto a hipoglicemia podem aumentar 
a morbimortalidade em pacientes hospitalizados clínicos e cirúrgicos.9,10 No am-
biente ambulatorial e domiciliar, alguns estudos epidemiológicos prospectivos de-
monstraram que o tratamento e o monitoramento intensivo contribuíram com a 
redução significativa das complicações, como o estudo Diabetes Control and Com-
plications Trial (DCCT) para DM tipo 111 e o United Kingdom Prospective Diabetes 
Study (UKPDS) para DM tipo 2.12 Do mesmo modo, o monitoramento de rotina da 
glicemia em diabetes gestacional minimiza as complicações para a mãe e o bebê.13 

CONCEITOS TECNOLÓGICOS SOBRE TLR DE GLICOSE  
Para a medição adequada da glicemia pela tira reagente, é necessário garantir a 
conversão acurada da concentração de glicose em um sinal específico, o que deve 
ser feito a partir de uma pequena gota da amostra de sangue total.14 O TLR de gli-
cemia é um sistema complexo, com duas partes essenciais: química da tira reagente 
(reação enzimática) e equipamento detector. 
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Química da tira reagente  
Como a molécula de glicose é pequena e difícil de medir diretamente, todos os dis-
positivos médicos atuais de medição usam uma técnica enzimática indireta, pela 
química da tira reagente.15 Os glicosímetros utilizam duas tecnologias básicas:16,17

• Glicose oxidase (GOD): catalisa a oxidação de glicose que utiliza oxigênio, 
como o aceitador de elétrons externo, liberando peróxido de hidrogênio, cuja 
concentração é proporcional à da glicose na amostra. Utiliza flavina adenina 
dinucleotídeo (FAD) como cofator; 

• Glucose desidrogenase (GDH): catalisa a oxidação de glicose ao transferir elé-
trons para vários aceitadores de elétrons que não o oxigênio, subdivididas de 
acordo com os seus cofatores redox, componentes não proteicos essenciais na-
turais ou artificiais que atuam como o aceitador primário de elétrons, como fla-
vina adenina dinucleotídeo (FAD), nicotinamida adenina dinucleotídeo (NAD), 
pirroloquinolina quinona (PQQ) e variação mutante de PQQ (mut-Q). 

Curiosamente, enquanto os GOD dependem da concentração oxigênio, os GDH 
de FAD não conseguem utilizar oxigênio, apesar de terem o mesmo cofator redox e 
com semelhanças estruturais significativas ao GOD.16 

Equipamento detector  
Podem ser classificados de acordo com o método de leitura, isto é, biossensores 
que identificam os níveis de glicemia de maneira quantitativa17 detectados e medi-
dos por um transdutor.18 São duas metodologias de leitura:19 

• Colorimétrico (medida da cor final da reação por fotometria ou luminescên-
cia, fluorescência ou elipsometria ou reflectância): o produto ou o corante pela 
reação química determinam a intensidade de mudança da cor, proporcional à 
glicose presente na amostra. Uma fonte de luz emite um comprimento de onda 
específico na tira de teste e a fotometria de reflectância quantifica a intensidade 
do produto colorido pela reação química; 

• Eletroquímico (potenciométrico ou amperométrico ou condutimétrico): os  
elétrons gerados durante a reação química determinam um nível de corren-
te elétrica, que é proporcional à glicose presente na amostra. A eletroquímica 
quantifica o número de elétrons gerados pela oxidação da glicose. 

CUIDADOS COM O EQUIPAMENTO TLR DE GLICOSE  
Calibração, controle da qualidade e codificação  
A utilização de qualquer equipamento de medição exige uma calibração inicial e 
procedimentos de controle da qualidade para garantir a exatidão e a precisão. Em 



208

TLR de glicose, aplica-se um conceito de codificação das tiras reagentes, na qual 
o equipamento reconhece o lote da tira e recebe informações para calibração do 
glicosímetro. Há diferentes modos de calibragem: 

• Chip com codificação; 
• Tira especial com código inserido; 
• Botões para inserção de um código informado na caixa de tiras reagentes; 
• Autocodificação. 

A codificação deve ser realizada quando se utiliza o glicosímetro pela primeira vez, 
ao abrir uma nova caixa de tiras reagentes, ou quando houver aviso de erros emitido 
pelo glicosímetro. A resolução RDC n. 302 descreve a necessidade de o usuário sem-
pre verificar a codificação e manter um registro atualizado das informações.8

Contaminação e segurança  
O Centers for Disease Control and Prevention National Center (CDC) orienta 
que, idealmente, os monitores de glicemia devem ser atribuídos individualmente; 
e, caso o monitor seja compartilhado, deve ser limpo e desinfetado após cada uso, 
de acordo com o fabricante, para evitar não somente a contaminação cruzada, mas 
também da área reagente. Se o fabricante não especificar a respeito disso, então o 
monitor não deve ser compartilhado.20 Além disso, tanto as lancetas quando a tira 
reagente são de uso único e individual. Nunca reutilizá-las no mesmo paciente 
ou em mais de uma pessoa, sendo descartadas em recipiente apropriado.20 Tais 
recomendações estabelecem a segurança do operado, o adequado controle e a pre-
venção de exposição a material biológico e de infecções, principalmente ao vírus 
da hepatite B, a respeito do qual houveram reportes de transmissão por uso inade-
quado e inseguro do aparelho.21 

ANÁLISE LABORATORIAL  
Fase pré-analítica  
Amostra de sangue  
A amostra de escolha dos glicosímetros é o sangue total, cujo processamento viabi-
liza facilmente o processo, visto que o espécime biológico não necessita de preparo 
pré-analítico, garantindo o processamento em regiões sem infraestrutura e sem 
exigência elétrica e hidráulica.22

Existem várias diferenças bioquímicas nos diferentes tipos de amostras de san-
gue total (capilar, venosa, arterial e neonatal), quando comparadas, que impacta-
ram nos TLR de glicose:23 
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1. Concentração de hemoglobina; 
2. Volume de células; 
3. Relação entre os itens 1 e 2 (hematócrito); 
4. Quantidade de água (viscosidade); 
5. Pressão parcial de oxigênio; 
6. Níveis de bilirrubina; 
7. Anticoagulantes; 
8. Drogas e substâncias endógenas interferentes; 
9. Diferenças na quantidade de glicose em cada amostra. 

Certos tipos de amostras não são recomendados para uso com alguns sistemas 
de monitoramento. Concentrações de glicose podem diferir entre os diferentes 
tipos de amostras recolhidas ao mesmo tempo a partir do mesmo indivíduo; con-
centrações de glicemia capilar são até 30 mg/dL mais elevadas que as concentra-
ções venosas de um indivíduo que recentemente ingeriu alimentos.24 

Os fatores que causam imprecisões em recém-nascidos são concentrações de 
hematócrito, acidose metabólica, pressão parcial de oxigênio e níveis de bilirru-
bina. Dispositivos para uso em neonatos, especificamente, devem fornecer dados 
que demonstrem a precisão e exatidão na margem de 10 a 50 mg/dL.24 

Os eritrócitos metabolizam a glicose, de modo que a glicólise diminuirá a con-
centração de glicose em uma amostra a uma taxa de 5 a 7% por hora, desde que o 
soro/plasma permaneça em contato com os glóbulos vermelhos.24 No glicosímetro, 
a concentração da glicose dosada é a que está exclusivamente na porção aquosa do 
sangue. Assim, a alteração no hematócrito pode interferir na medida da concen-
tração.22 O hematócrito compreende um dos fatores mais importantes que influen-
ciam a acurácia da glicemia nos glicosímetros. O número de células vermelhas no 
sangue total é variável, o que altera o fluxo e o volume de plasma que entra em 
contato com os reagentes das tiras dos glicosímetros. A tendência é de que ocor-
ra redução da glicemia quando do aumento no hematócrito.25 Em consequência, 
quando utilizado em algumas populações, como recém-nascidos que apresentam 
hematócrito elevado,26 a recomendação é que se respeite o intervalo de referência 
recomendado pelo fabricante.

Um dos possíveis erros pré-analíticos se dá quando não consegue obter uma 
amostra de sangue de volume adequado ou qualquer amostra, o que resulta em 
informações indesejadas do nível glicêmico e em uma tomada de decisão errônea. 
Cada equipamento necessita de um volume adequado para que a reação química 
ocorra de maneira ideal. Assim, o glicosímetro deve ser capaz de detectar amostra-
gem suficiente de sangue e informar o operador sobre eventuais erros no volume 
de sangue analisado.21 
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Conservação do TLR de glicose  
As tiras de teste para medição de glicemia são sensíveis à umidade, à temperatura 
e ao tempo de exposição no ar ambiente. Em temperaturas extremas, as enzimas 
responsáveis pela reação química podem sofrer um processo de desnaturação e 
inativação.27 Embora embaladas em estado seco, a exposição das enzimas à umi-
dade pode, prematuramente, reidratar as proteínas e limitar a sua reatividade para 
medição. Altas temperaturas e alta umidade relativa podem trazer resultados mais 
baixos de glicemia.28 Os medidores de glicose não devem ser submersos em água 
durante a limpeza e precisam ser protegidos da umidade. O manuseio e o arma-
zenamento adequados dos monitores de glicemia, incluindo as tiras de teste, bem 
como o bom desempenho do processo, compreendem pré-requisitos obrigatórios 
para resultados confiáveis e acurados.29 

Interferentes analíticos  
Os resultados obtidos no automonitoramento de glicemia capilar são confiáveis em 
razão do elevado grau de exatidão dos resultados. No entanto, vários fatores, como 
erros de aplicação, condições ambientais extremas, valores extremos de hematócri-
to ou interferências medicamentosas, podem falsear as leituras de glicose no sangue, 
as quais, por sua vez, são capazes de resultar em erros de tratamento (p. ex., uma 
dosagem incorreta de insulina). Portanto, a equipe de diabetes e os pacientes devem 
estar bem informados sobre limitações no teste de glicose no sangue.21 

As principais enzimas utilizadas por tiras de teste são a glicose oxidase (GOD) ou 
a glicose desidrogenase (GDH), além de suas formas derivadas.16 Interferências são 
inerentes ao processo e dependem da tecnologia da tira reagente e do método de 
detecção. São de ordem fisiológica, operacional ou ambiental – desde variância no 
design e na fabricação de tiras reagente, a técnica do operador (paciente ou profissio-
nal) em realizar o teste e limpeza dos dedos, a calibração apropriada do medidor com 
código até a química e a reação cruzada com substâncias interferentes (Tabela 1).30 

TABELA 1 Interferentes potenciais para TLR de glicose

Ambiental Operacional Fisiológica Medicamentos

•  Ar, exposição da  

tira de teste

•  Altitude

•  Umidade

•  Temperatura

•  Hemólise

•  Anticoagulante

•  Tira de teste genérica

•  Volume da amostra

•  Reúso da tira de teste

•  Hematócrito

•  Oxigenação

•  pH

•  Hiperlipidemia

•  Pré ou pós-prandial

•  Bilirrubina

•  Açúcares não glicose 

(maltose, galactose, 

xilose)

•  Manitol

•  Ácido ascórbico

•  Acetaminofeno

•  Salicilato 

•  Antibióticos
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Qualquer anemia, pela diminuição do hematócrito, pode resultar em valores 
inapropriadamente elevados de glicemia, assim como o hematócrito elevado pode 
subestimar níveis de glicose.31 Consequentemente, quando utilizado em algumas 
populações, a exemplo de recém-nascidos por terem hematócrito elevado, a reco-
mendação é que se respeite a instrução do fabricante quanto ao tipo de amostra 
e ao intervalo de referência recomendado.22 Como todos os glicosímetros devem 
ter esse informativo, atentar-se sempre ao tipo de amostra e à faixa de hematócrito 
atendida para a adequada medição da glicemia, principalmente quanto da utiliza-
ção de amostras diferentes de capilar e em anemias e na policitemia.25 

Substâncias redutoras exógenas, como ácido ascórbico, ácido úrico e acetami-
nofeno, podem interferir na reação, com as leituras de glicose falsamente mais bai-
xas em GOD, por consumirem o hidrogênio e peróxido de hidrogênio e a reação 
ser incompleta, e mais altas em GDH por oxidação do eletrodo.15 

Altas concentrações de colesterol, triglicerídeos e bilirrubina podem interferir 
em algumas metodologias por aumentarem a concentração de componentes celu-
lares na amostra de sangue, resultando em pseudo-hipoglicemia, isto é, resultados 
falsamente baixos de glicose. Em pacientes em estado grave com choque circulató-
rio, a redução da perfusão periférica aumenta a extração de glicose tecidual, resul-
tando no aumento da discrepância entre a glicemia capilar e a venosa.15,29,30

Interferência por uso de salicilatos pode ocorrer com sistemas baseados em quí-
mica GOD e normalmente produz resultados falsamente baixos.15,32 O uso intrave-
noso de ceftriaxona pode induzir queda nos níveis de glicemia em sistemas com a 
química mut-Q-GDH em um curto espaço de tempo logo após a infusão (por 1 e 
4 horas se houver a aplicação de 1 e 2 g, respectivamente).

Em outros açúcares não glicose (galactose, xilose e maltose), o mecanismo de 
interferência para as químicas baseadas em GDH refere-se à não distinção deles 
da glicose, ocorrendo uma superestimação do resultado. A maltose pode estar 
elevada em indivíduos submetidos à diálise peritoneal com fluido que contenha 
icodextrina, assim como naqueles que recebem terapias com imunoglobulinas, em 
infusão intravenosa que contenha grandes quantidades de maltose como estabili-
zador. Nesses casos, não se recomenda o uso de glicosímetros baseados em GDH-

-PQQ.33 As concentrações de galactose podem estar elevadas na galactosemia he-
reditária, não se recomendando a utilização de glicosímetros baseados em GDH, 
principalmente em grupos de risco para galactosemia. A xilose pode interferir em 
químicas GDH-NAD e GDH-FAD quando o paciente é submetido a teste da xilo-
se, à medida que a metabolização do fármaco se dê na corrente sanguínea.16 

TLR de glicose baseado em GOD depende do oxigênio para sua reação enzi-
mática. Uma das possíveis fontes de erro consiste na variação da concentração de 
oxigênio.16 Na literatura, sabe-se que a alta pressão parcial de oxigênio em pacien-
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tes que recebem oxigenoterapia pode reduzir falsamente os resultados dos glicosí-
metros para medidores com base em glicose oxidase, enquanto a hipóxia consegue 
elevar falsamente os resultados de glicose,19,30,34-36 mesmo quando o fabricante não 
informa esse limitante.37 Historicamente, a GOD foi usada de maneira predomi-
nante para a medição de glicemia; no entanto, as tiras reagentes baseadas nessa 
enzima apresentam uma dependência de oxigênio significativa. Para superar essa 
limitação – especialmente no cenário clínico no qual são utilizadas amostras de 
sangue de origem diferente (arterial, venosa, capilar) –, a enzima GDH foi utiliza-
da para desenvolver tiras de teste sem uma dependência de oxigênio.37-39 

No entanto, é oportuno considerar a possibilidade dessa interferência diante de 
um resultado clinicamente inconsistente de glicemia, quando do descarte das causas 
mais comuns de interferência metodológica. É importante compreender as proprie-
dades e limitações básicas das enzimas e dos métodos de leitura empregados, além 
dos princípios subjacentes à sua atividade catalítica, para evitar perigos potenciais. 

Fase analítica  
ISO 15197:2013  
Independentemente da tecnologia utilizada e dos fatores interferentes, o fabricante 
deve garantir a acurácia do equipamento de acordo com as especificações determi-
nadas pela International Organization for Standardization (ISO) 15197:2013.40 A 
avaliação mínima deve ser realizada com 100 indivíduos diferentes tomando me-
didas duplicadas de cada um dos três lotes de reagentes. Para a acurácia analítica, 
exige-se que 95% dos resultados estejam dentro do intervalo:

• Os resultados do glicosímetro devem atingir os critérios de acurácia de  
± 15 mg/dL dos valores obtidos no laboratório em concentrações de glice-
mia < 100 mg/dL;

• Os resultados do glicosímetro devem atingir os critérios de acurácia de ± 15% 
dos valores obtidos em laboratório em concentrações de glicemia ≥ 100 mg/dL.

Para a precisão, o critério de aceitação está relacionado à acuracidade, isto 
é, coeficiente de variação (CV) menor ou igual 5% em concentração de glicose.  
O padrão ISO indica que a calibração do medidor com soluções de controle de 
qualidade deve ser realizada de acordo com as instruções do fabricante, para asse-
gurar a acurácia.

CLSI POCT12-A3  
Segundo o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI),41 a acurácia analí-
tica requer que: 
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• 95% das glicemias pelo glicosímetro, quando comparadas ao método labora-
torial de referência, precisam estar dentro de uma faixa de ± 12 mg/dL, para 
concentrações de glicemia < 100 mg/dL, e dentro de uma faixa de ± 12,5%, para 
os valores de concentração de glicemia ≥ 100 mg/dL; 

• 98% dos resultados individuais do glicosímetro devem atender ao critério an-
terior de precisão, segundo o qual a glicemia pelo glicosímetro pode diferir em 
± 15 mg/dL em valores < 75 mg/dL, quando comparada ao teste laboratorial de 
referência, e até ± 20%, para valores ≥ 75 mg/dL.

Em associação a essas recomendações, o CLSI também requer a verificação dos 
novos lotes de tiras reagentes, a qual inclui imprecisão, linearidade e concordância 
com lotes prévios e com os resultados do laboratório central.

Fase pós-analítica  
Um erro pós-analítico de um TLR de glicose consiste no erro de apresentação ou 
interpretação após a medição. Exemplos de erros pós-analíticos incluem a apre-
sentação de unidades incorretas de concentrações de glicose (p. ex., substituição 
de mmol/L por mg/dL ou vice-versa); registro incorreto de dados em um diário, 
transmissão incorreta de dados em um dispositivo portátil, computador ou servi-
dor para exibição na Web; armazenamento defeituoso de dados de glicose em um 
monitor de glicose; ou exibição de instruções incorretas não planejadas se o moni-
tor contiver software de suporte à decisão.42 Nesses casos, mesmo que um monitor 
seja altamente preciso, seu uso ainda não será seguro para os pacientes.

ORIENTAÇÕES PARA A ESCOLHA ADEQUADA  
Os glicosímetros são utilizados por uma população diversa de pacientes, em to-
das as faixas etárias, com os mais variados tipos de condições médicas. Pacientes 
e profissionais de saúde precisam de certo nível de confiança nos resultados de 
monitores de glicose para garantir a tomada de decisão quanto ao controle glicê-
mico. Os sistemas de medição de glicemia modernos que cumprem os critérios de 
precisão ISO 15197: 201340 operam de modo confiável em condições controladas.43 
A ADA recomenda que o treinamento em automonitoramento da glicemia capilar 
(AMGC) faça parte do programa de educação do portador de DM.1 

Os medidores de glicemia disponíveis são semelhantes em termos de funcio-
nalidade, mas variam em precisão de acordo com múltiplos fatores. Nenhum 
glicosímetro ou sua respectiva enzima são, de forma geral, melhores ou piores que 
os outros, independentemente da presença ou ausência do codificador. A não acu-
rácia do método tem caráter multifatorial e não somente química-dependente.
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A Food and Drug Administration (FDA), por meio da instrução intitulada 
Blood Glucose Monitoring Devices, recomenda as seguintes orientações.44 A preci-
são dos testes de glicemia depende de muitos fatores, incluindo:

• A qualidade do seu medidor e das tiras reagentes;
• O teste necessita ser bem executado. Devem-se lavar e secar as mãos antes de 

realizá-lo e seguir corretamente as instruções para operar o seu monitor;
• Os resultados do teste podem não ser exatos se o usuário está gravemente desidra-

tado ou anêmico, pois o hematócrito alto ou baixo pode afetar o teste de glicose;
• Substâncias interferentes: deve-se verificar as instruções para o seu monitor e as 

tiras de teste, a fim de descobrir quais substâncias podem afetar a precisão do teste;
• Altitude, temperatura e umidade (alta altitude, baixas e altas temperaturas e 

umidade podem causar efeitos imprevisíveis sobre os resultados de glicose). Ve-
rifique o manual e a embalagem da tira de teste para obter mais informações;

• A armazenagem e a manipulação do medidor e das tiras devem estar de acordo 
com as instruções do fabricante. É importante manter o frasco da tira reagente 
sempre fechado e o mínimo de tempo possível aberto, suficiente para a retirada 
de uma tira.

Os guias de conduta orientam para a garantia da precisão do controle glicêmico: 
não somente profissionais da saúde, como também pacientes e cuidadores devem 
conhecer o sistema de verificação de glicemia capilar por meio dos manuais de uso, 
das qualificações e das limitações de cada um dos métodos, sendo nenhum isento 
de interferências, sempre optando pelo mais adequado para cada usuário e suas 
respectivas comorbidades.
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18  Troponinas cardíacas

INTRODUÇÃO  
O infarto agudo do miocárdio (IAM), conhecido popularmente como ataque car-
díaco, ocorre quando as artérias que realizam a oxigenação do tecido cardíaco não 
o fazem de maneira eficaz, causando necrose dos cardiomiócitos, em geral por uma 
obstrução com a formação de um trombo em uma das artérias do sítio coronariano.

Antigamente, o diagnóstico do IAM era firmado utilizando dois dos três crité-
rios adotados pela Organização Mundial da Saúde (OMS): história clínica, altera-
ções eletrocardiográficas e elevação dos marcadores de necrose miocárdica (CK 
total, CK-MB e troponina). Após a chegada das troponinas de alta sensibilidade, 
as diversas sociedades médicas pelo mundo passaram a considerar, como critério 
diagnóstico, a elevação da troponina associada ao quadro clínico compatível com 
síndrome coronariana aguda (SCA). Esta é um conjunto de sinais e sintomas re-
lacionados à obstrução de uma artéria coronária, causando IAM – compreende 
sempre uma emergência médica. A presença dessa síndrome não é exclusiva do 
infarto de miocárdio, portanto não é patognomônica. 

A SCA pode ser classificada de duas maneiras: SCA com ou sem elevação do 
segmento ST no eletrocardiograma (ECG). O primeiro exame que o paciente  
realiza ao chegar ao pronto-socorro é o ECG, que define se o paciente apresenta ou 
não alteração. Na maioria das vezes, os pacientes são classificados como SCA sem 
supra desse segmento, casos nos quais a utilização da troponina de alta sensibili-
dade torna-se fundamental.

As troponinas cardíacas de alta sensibilidade disponíveis no mercado são alta-
mente específicas desse tipo celular, sendo liberadas e detectadas por imunoensaios 
quimioluminescentes ou eletroquimioluminescentes. Enquanto não havia ensaios 
sensíveis de troponina disponíveis, não era possível mensurar a lise de pequenas 
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quantidades de células (pequenos infartos), mas isso passou a ser viável com a che-
gada dos novos ensaios.

TROPONINA PARA O DIAGNÓSTICO DA  
SCA COM SUPRA DO SEGMENTO ST  
O paciente que apresentar supradesnivelamento do segmento ST deve ser seguido 
de acordo com o protocolo clínico de tratamento para essa síndrome; a troponina 
deve ser solicitada para fins prognósticos.

TROPONINA SERIADA PARA O DIAGNÓSTICO  
DA SCA SEM SUPRA DO SEGMENTO ST  
Já para o paciente que apresente suspeita de SCA sem supra do segmento ST, a do-
sagem de troponina se faz mandatória e padrão de referência para a confirmação 
diagnóstica.

As troponinas devem ser solicitadas de acordo com o protocolo de dor torácica 
definido pelo serviço de saúde que atende o paciente com suspeita de SCA.

Para os serviços que utilizam os ensaios de troponina de alta sensibilidade, gran-
de parte dos protocolos define que deve-se coletar três amostras (tempo 0 – chega-
da do paciente, 1 hora e 3 horas após a admissão). Para a confirmação diagnóstica, 
variações superiores a 30% sugerem SCA.

ALTO VALOR PREDITIVO NEGATIVO  
O grande diferencial no aumento da sensibilidade analítica foi possibilitar um ele-
vadíssimo valor preditivo negativo. O teste negativo (abaixo do ponto de corte 
determinado pelo laboratório utilizando como critério para definição o percentil 
99 e não excedendo 20% no coeficiente de variação) implica o descarte do diag-
nóstico de IAM.

BIOLOGIA DAS TROPONINAS  
O complexo troponina é composto por unidades (troponinas: cTnI – inibidora –, 
cTnT – ligadora da tropomiosina – e cTnC – ligadora de cálcio) e, com a tropomio-
sina, está localizado no filamento de actina e é essencial para a regulação de cál-
cio voltada para a contração dos músculos esquelético e cardíaco. Essas isoformas 
de troponina são tecido-específicas (cTnI, cTnT e cTnC). A isoforma cardíaca da 
troponina C é utilizada na contração lenta dos músculos esqueléticos, e, por de-
sempenhar tal função, não tem especificidade cardíaca e, portanto, não é utilizada 
na prática clínica para diagnóstico da SCA; como consequência, a indústria não 
investiu seus esforços no desenvolvimento de kits diagnósticos. Na Figura 1, estão 
apresentados o complexo das troponinas e as diferentes concentrações na corrente 
sanguínea dependentes do processo fisiopatológico.
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FIGURA 1 Complexo das troponinas (TnI, TnT e TnC) e as diferentes concentrações 
na corrente sanguínea desde o paciente saudável até aquele que apresentou um 
infarto do miocárdio.
Fonte: adaptada de Westermann, 2017.1

INTERFERENTES:  ANALÍTICOS DAS TROPONINAS  
Os principais interferentes analíticos nas dosagens de troponina são hemólise, li-
pemia intensa e anticorpos heterófilos. A hemólise está diretamente relacionada ao 
procedimento pré-analítico para obtenção da amostra biológica. Já os anticorpos 
heterófilos estão diretamente associados a um grupo de pacientes que os apresen-
tam, como contra imunoglobulinas animais, induzidos a partir de vacinas, contato 
ambiental ou doenças autoimunes. O mais comum deles é o HAMA (anticorpo 
antimurino detectado em humano, do inglês human anti-mouse antibody), com 
prevalência de 0,2 a 15% na população geral.

Como existem diferentes fabricantes de imunoensaios (quimioluminescentes/
eletroquimioluminescentes) no mercado para avaliação de troponinas, com dife-
rentes características metodológicas, o ideal é que o laboratório analise criteriosa-
mente a bula do kit diagnóstico utilizada para verificar a presença desses possíveis 
interferentes, em maior ou menor incidência. Isso é importante para que o labora-
tório possa elaborar seus procedimentos e interpretar corretamente seus resultados. 

Fase pré-analítica  
No diagnóstico da SCA, o tempo é fundamental para a preservação do músculo 
cardíaco; porém, todos os cuidados pré-analíticos devem ser tomados para que o 
diagnóstico não seja inadequado.
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TROPONINAS DE ALTA SENSIBILIDADE
1. Tempo de jejum: não é necessário realizar jejum para coletar troponinas, visto 
que o diagnóstico é realizado na emergência. Avaliar se, no ensaio utilizado, a lipe-
mia pode ser um interferente para interpretar corretamente o resultado e avaliar a 
necessidade de uma nova coleta.
2. Prática de exercício físico: o esforço físico intenso provoca pequenas lesões 
miocárdicas mensuráveis pelos ensaios sensíveis de troponinas. Dependendo da 
extensão do dano miocárdico, ela pode permanecer elevada por alguns dias; na 
maioria das vezes, quando se eleva, permanece detectável por apenas 2 dias.
3. Tipo de amostra ideal: a amostra ideal deve ser verificada na bula do kit reagente 
utilizado. Na maioria dos ensaios, o soro é a amostra referência; porém, em algu-
mas situações, o plasma é aceito.
4. Tipo de anticoagulante: caso a amostra seja o plasma, o tipo de anticoagulante 
utilizado deve ser avaliado na bula do kit reagente utilizado.
5. Procedimento de coleta: sem procedimentos diferenciados para a obtenção da 
amostra de sangue em relação aos sítios de coleta. Preferencialmente, veia antecubital.
6. Hemólise: para que não haja surpresas na interpretação das troponinas, ele é 
um importante interferente que deve ser destacado. A Figura 2 representa um 
gráfico ilustrativo evidenciando um exemplo no qual a hemólise pode interferir, 
promovendo resultados falso-positivos ou falso-negativos. As limitações propor-
cionadas pela hemólise nos demais métodos devem ser avaliadas na bula reagente 
fornecida pelo fabricante.
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FIGURA 2 Interferência da hemólise em dois diferentes ensaios: um com valores 
superestimados e outro com valores subestimados. 
Fonte: adaptada de Bais, 2010.2
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7. Estabilidade da amostra: também deve ser avaliada na bula do kit do fabricante. 
De maneira geral:

• Geladeira = 2 a 8°C (7 dias);
• Freezer = –20°C (30 dias);
• Superfreezer = –80°C (6 meses a alguns anos);
• Nitrogênio = –196°C (vários anos).

Pós-analítico: interpretação de resultados  
A correta interpretação dos resultados é fundamental para que se possa confirmar 
a hipótese diagnóstica da SCA. Nessa fase, um “interferente” seria a comparação 
de resultados de diferentes ensaios para interpretar uma curva realizada como cri-
tério diagnóstico em um protocolo de dor torácica. Como cada kit diagnóstico 
trabalhou em uma sequência de aminoácidos para o desenvolvimento do seu en-
saio, não se pode comparar quantitativamente os diferentes ensaios disponíveis no 
mercado. Na Tabela 1, há uma lista dos principais ensaios disponíveis pelo mundo.

CASOS CLÍNICOS  
Caso clínico 1  
Paciente, CRS, do sexo masculino, com 51 anos de idade, com antecedente de ci-
rurgia de revascularização. Portador de hipertensão arterial sistêmica (HAS), insu-
ficiência cardíaca, diabetes melito e dislipidemia.

Deu entrada no pronto-socorro (PS) às 23h com desconforto torácico em região 
precordial de pequena intensidade com início há 2 horas, sem fatores de melhora 
e sem irradiação. Nega náuseas e vômitos. 

Classificado como alto risco para SCA pelos antecedentes, foi enquadrado no 
protocolo de dor torácica. Realizou ECG (sem alterações significativas e similar ao 
seu ECG anterior), coletou a primeira dosagem de troponina de alta sensibilidade 
e recebeu atendimento clínico para SCA; aguardando a confirmação diagnóstica.

De acordo com o protocolo de dor torácica na hipótese de SCA sem supra do 
segmento ST, o paciente deve realizar a curva de troponina (tempo 0, 1 hora e 3 
horas após a admissão – deltas de variação acima de 30% entre as dosagens con-
firmam a hipótese de SCA). Realizou a primeira dosagem às 23h30 e foi para casa 
à revelia, antes da liberação do resultado e sem coletar a segunda amostra 1 hora 
após a primeira dosagem. 

A amostra foi processada em duas metodologias. Os resultados estão descritos 
na Tabela 2.
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TABELA 2 Resultados de troponinas de alta sensibilidade do paciente CRS

 Troponina I Troponina T 

23h30 324 pg/mL 354 pg/mL 

03h30 5.962 pg/mL* 875 pg/mL* 

* Amostra hemolisada.

A seguir, os pontos de corte do percentil 99 para os dois ensaios utilizados:

• Troponina I (TnI): 34 pg/mL;
• Troponina T (TnT): 14 pg/mL.

Diante do resultado da primeira dosagem, o médico do PS entrou em contato 
com o paciente e pediu que ele retornasse ao PS, pois o resultado do seu exame 
estava alterado e ele poderia estar tendo um infarto. O paciente retornou na ma-
drugada às 03h30, coletou a segunda amostra e foi removido para outro hospital 
para o seguimento do seu tratamento.

Após a centrifugação do material no laboratório, a segunda amostra estava he-
molisada e não foi possível obter uma nova amostra, pois o paciente já havia sido 
removido para outro hospital. Para fins educacionais, o patologista clínico do labo-
ratório orientou o processamento da amostra hemolisada (resultados na Tabela 2).

Segundo informações das bulas dos kits dos fabricantes dos ensaios, o ensaio de 
TnI sofre interferência da hemólise, superestimando os resultados (ver Figura 2), e 
o do ensaio de TnT, subestimando os resultados (ver Figura 2).

Avaliando os deltas de variação (Quadro 1) entre as dosagens, fica evidente que, 
mesmo superestimando e subestimando o resultado, o paciente estava apresentan-
do um quadro de SCA sem supra do segmento ST.

QUADRO 1 Deltas de variação entre as dosagens do caso clínico 1

DELTAS (Δ) de variação entre as dosagens 

TnI: 1.740%

TnT: 147%

Caso clínico 2  
Paciente, VRT, do sexo masculino, com 35 anos de idade, sem antecedentes pesso-
ais. Deu entrada no pronto atendimento (PA) de um hospital às 14h com queixa de 
dor torácica em pontada, sem irradiação, que iniciou há 2 horas. Foi enquadrado no 
protocolo de dor torácica – com hipóteses diagnósticas de SCA e dispepsia. Realizou 
eletrocardiograma (ECG) e coletou troponina de um dispositivo POCT (point of 
care testing)/TLR (teste laboratorial remoto), pois o laboratório central desse serviço 
de saúde fica distante do PA. De acordo com o protocolo de dor torácica na hipótese 
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de SCA sem supra do segmento ST, o paciente deve realizar a curva de troponina 
(tempo 0, 1 hora e 3 horas após a admissão – deltas de variação acima de 30% entre 
as dosagens confirmam a hipótese de SCA). O ponto de corte no percentil 99 do 
ensaio de troponina I (TnI) do dispositivo POCT/TLR utilizado é de 23 pg/mL. 

O paciente foi classificado como de baixo risco para SCA; o seu ECG estava sem 
alterações e a primeira amostra do POCT/TLR foi de 221 pg/mL. Diante do resul-
tado, foi solicitada a transferência do paciente para o hospital e a mesma amostra 
foi encaminhada ao laboratório central do hospital. Esse procedimento é feito, pois 
esse ensaio de POCT/TLR apresenta uma limitação: a interferência pelo HAMA.  
A segunda amostra foi coletada antes de o paciente ser removido; o resultado foi de 
210 pg/mL, não apresentando variação entre o resultado anterior e aumentando a 
suspeita de falso-positivo pela interferência descrita.

As amostras foram processadas no ensaio automatizado do laboratório central 
e os resultados foram inferiores a 12 pg/mL, confirmando que os resultados do 
ensaio POCT/TLR eram falso-positivos.

O paciente recebeu tratamento para dispepsia apresentando melhora dos sinto-
mas e teve alta no mesmo dia.

A amostra foi encaminhada para a dosagem do anticorpo HAMA, quando se 
confirmou a presença do anticorpo.
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19 Gasometria

IDENTIFICAÇÃO  
A identificação correta do paciente, associada a outras informações complemen-
tares, é essencial para avaliar acertadamente os resultados obtidos. A seguir, estão 
enumeradas algumas informações relevantes para a caracterização da amostra:

 1. Nome completo do paciente, idade, sexo;
 2. Número/registro do paciente;
 3. Identificação do médico solicitante;
 4. Localização do paciente: andar, quarto e leito;
 5. Data e horário da obtenção da amostra;
 6. Fração de oxigênio inspirado (FiO2);
 7. Temperatura do paciente;
 8. Frequência respiratória;
 9.  Modo da ventilação: respiração espontânea ou ventilação assistida/controlada;
10. Identificação do profissional que está realizando o teste.

Com relação à avaliação do paciente, é importante que alguns pontos sejam 
observados e devidamente registrados:

• Se o paciente estiver consciente, é importante que se esclareça acerca do proce-
dimento ao qual será submetido;

• O consentimento deve ser obtido previamente à coleta;
• As condições de coleta devem ser verificadas e documentadas;
• Atenção especial aos pacientes em terapia com anticoagulantes;
• Observar o estado do paciente com relação à temperatura, ao padrão de respira-

ção e à concentração de oxigênio inalado;
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• O paciente deve estar em uma condição ventilatória estável por aproximada-
mente 20 a 30 minutos antes da coleta, quando em respiração espontânea. Os 
outros pacientes necessitam de 30 minutos ou mais para alcançar o equilíbrio 
após a alteração nos padrões ventilatórios.

Quanto ao tipo de seringa a ser utilizado, quando aplicável, o documento do CLSI 
C46-A – Blood Gas and pH Analysis Related Measurements; Approved Guideline – 
recomenda o uso de seringas plásticas preparadas com anticoagulante apropriado, 
preferencialmente a heparina liofilizada. A seringa pode ser mantida à temperatu-
ra ambiente por no máximo 30 minutos após a coleta. 

Com relação ao anticoagulante, a melhor opção é utilizar uma seringa previa-
mente preparada com heparina de lítio jateada na parede, com “balanceamento” 
de cálcio. Esse tipo de material é facilmente obtido no mercado e apresenta uma 
relação custo-eficiência satisfatória. De acordo com a International Federation 
of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (IFCC), a seringa de gasometria 
deve conter 50 UI de heparina lítica balanceada com cálcio por mL de sangue total.

O uso de seringa de preparação caseira, com heparina líquida com baixa con-
centração de sódio, também é aceitável; porém, aumenta a possibilidade de inter-
ferência na dosagem de cálcio iônico, pois a heparina pode ligar-se quimicamente 
ao cálcio, resultando em valores falsamente mais baixos que o real.

A introdução do cálcio em concentração balanceada nas seringas destinadas es-
pecificamente para coleta de gasometria e eletrólitos tem por finalidade minimizar 
os efeitos da queda desse íon na amostra. A heparina líquida em excesso pode, ain-
da, causar diluição da amostra, resultando em valores incompatíveis com a situação 
clínica do paciente. As seringas específicas para a análise de gases sanguíneos, além 
de eliminarem o risco de diluição da amostra, asseguram a proporção exata entre 
volume de sangue e anticoagulante, evitando, assim, a formação de microcoágulos 
capazes de produzir resultados errôneos, bem como obstruir os equipamentos anali-
sadores de gases sanguíneos.

A heparina utilizada para fins terapêuticos para anticoagulação sistêmica não 
deve ser utilizada como agente anticoagulante na análise de gases sanguíneos.  
A elevada concentração de heparina por mL pode alterar o pH da amostra e o 
resultado do cálcio ionizado.

Os locais usuais para a realização da punção arterial são as artérias radial, bra-
quial ou femoral. Para a escolha da artéria a ser puncionada, deve-se levar em 
consideração: a presença de circulação colateral para que, em caso de um possível 
espasmo ou coágulo, o território não tenha interrompido o fluxo sanguíneo, além 
de artéria de bom calibre e superficial. A artéria radial preenche esses critérios, 
sendo, por isso, a mais frequentemente puncionada. 
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A artéria radial, além de relativamente superficial em sua posição distal, não 
apresenta outros vasos importantes próximos e possibilita um maior conforto ao 
paciente e fácil acesso para a realização do procedimento. No entanto, por se tratar 
de um dos vasos de irrigação da mão, deve-se avaliar a capacidade de suprimento 
sanguíneo pela artéria ulnar previamente à punção da artéria. O exame que avalia 
essa circulação é denominado teste de Allen, visando verificar a permeabilidade do 
arco palmar e seu enchimento pela artéria ulnar. Na primeira fase do teste, com-
primem-se as artérias radial e ulnar, orientando o paciente a abrir e fechar a mão 
cinco vezes, em média, observando a palidez. Na sequência, faz-se a descompres-
são da artéria ulnar para verificar a perfusão.

A punção arterial não é indicada a pacientes com distúrbio de coagulação, par-
ticularmente para punção de artérias profundas ou quando o local escolhido apre-
senta algum grau de dificuldade de compressão.

Após a obtenção da amostra arterial ou venosa, despreza-se a agulha, esgota-se o 
ar residual, veda-se a ponta da seringa com o dispositivo oclusor e homogeneiza-se 
suavemente, rolando-a entre as mãos. A posição preferencial da seringa durante o 
transporte é a horizontal, pois facilita a homogeneização da amostra previamente à 
análise e minimiza a sedimentação das hemácias.

PRINCIPAIS PARÂMETROS NA ANÁLISE DOS GASES SANGUÍNEOS
Pressão parcial do oxigênio (PO2)  
A PO2 arterial indica a eficácia das trocas de oxigênio entre os alvéolos e os ca-
pilares pulmonares, dependendo diretamente da pressão parcial de oxigênio no 
alvéolo, da capacidade de difusão pulmonar desse gás, da existência de shunt e 
da reação ventilação/perfusão pulmonar. Alterações desses fatores constituem 
causas de variações de PO2.

Pressão parcial de dióxido de carbono (PCO2)  
A PCO2 arterial compreende o parâmetro que indica a eficácia da ventilação al-
veolar, sendo a PCO2 arterial praticamente a mesma que a alveolar, em razão da 
grande difusibilidade desse gás.

Saturação de hemoglobina (SO2)  
A SO2 refere-se ao percentual de hemoglobina saturado com oxigênio. Correspon-
de à fração de hemoglobina transportando oxigênio em relação a todas as hemo-
globinas que podem transportá-lo.

O cálculo da SO2 pode ter a acurácia reduzida nas situações em que se detecte a 
presença das dis-hemoglobinas: meta-hemoglobina (MetHb); carboxi-hemoglobi-
na (COHb); e sulf-hemoglobina (SulfHb). Nessa condição, a saturação de oxigênio 
deve ser expressa pela fração de oxi-hemoglobina (FO2Hb).
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O método espectrofotométrico utilizado para medida da oxi-hemoglobina, de-
soxi-hemoglobina, carboxi-hemoglobina e meta-hemoglobina é conhecido como 
CO-oximetria.

As fórmulas matemáticas para determinação da SO2 e FO2Hb estão descritas a 
seguir: 

                cO2Hb
SO2 = _____________ × 100 
            cO2Hb + cHHb

          cO2Hb
FO2Hb = _______________________________________ × 100 
                  cO2Hb + cHHb + cMetHb + cCOHb + cSulfHb

Em que:

• SO2: saturação de hemoglobina;
• FO2Hb: fração de oxi-hemoglobina;
• cO2Hb: concentração de oxi-hemoglobina;
• cHHb: concentração de desoxi-hemoglobina;
• cMetHb: concentração de meta-hemoglobina;
• cCOHb: concentração de carboxi-hemoglobina;
• cSulfHb: concentração de sulf-hemoglobina.

Conteúdo total de oxigênio (ctO2)   
Corresponde à soma da concentração do oxigênio ligado à hemoglobina e do oxi-
gênio dissolvido no sangue.

Pressão parcial do oxigênio em saturação de oxigênio de 50% (P50)  
O grau de associação ou dissociação do oxigênio com a hemoglobina é determina-
do pelo PO2, e a afinidade da hemoglobina pelo oxigênio. A dissociação do oxigênio 
com a hemoglobina pode ser representada por uma curva sigmoidal que relaciona 
a SO2 com a PO2 (Figura 1). A afinidade da hemoglobina pelo oxigênio depende de 
cinco fatores: temperatura, pH, PCO2, concentração de 2,3-difosfoglicerato (2,3-
DPG) e presença das dis-hemoglobinas. A P50 é um parâmetro calculado, definido 
como a pressão parcial do oxigênio (PO2) em uma saturação de oxigênio de 50%.

Quando a curva sofre um desvio para a direita, a P50 se eleva, indicando de-
créscimo da afinidade do O2 pela hemoglobina, facilitando a liberação em nível 
tecidual. Compreendem situações em que se observa elevação da P50: elevação da  
2,3-DPG, elevação da temperatura corpórea, aumento da PCO2 e acidose (Figura 2).
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FIGURA 1 Curva de dissociação do oxigênio-hemoglobina e representação gráfica do P50.

FIGURA 2 Curva de dissociação do oxigênio-hemoglobina com desvio à direita.
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Quando a curva sofre um desvio à esquerda, ocorre queda da P50, indican-
do aumento da afinidade do O2 pela hemoglobina, dificultando a liberação em 
nível tecidual. São situações em que se observa elevação da P50: diminuição da 
2,3-DPG, queda da temperatura corpórea, diminuição da PCO2, alcalose, níveis 
elevados de COHb, MetHb e hemoglobina fetal (Figura 3).
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FIGURA 3 Curva de dissociação do oxigênio-hemoglobina com desvio à esquerda.

Lactato  
O lactato é produzido em excesso quando há um suprimento inadequado de oxi-
gênio aos tecidos. Trata-se de um marcador do balanço entre demanda e oferta de 
oxigênio (Figura 4).

O excesso de lactato dá origem à acidose láctica. O ácido láctico se combina 
com o bicarbonato de sódio formando lactato de sódio. Nessa situação, a queda 
no bicarbonato sérico não é acompanhada de uma elevação no cloro e há elevação 
do ânion gap. Quanto maior o acúmulo de ácido láctico, maior será a queda no 
bicarbonato sérico com elevação gradual do ânion gap. A magnitude da elevação 
do ânion gap reflete a magnitude do acúmulo de ácidos orgânicos.

ERROS PRÉ-ANALÍTICOS NA ANÁLISE DA GASOMETRIA  
Bolha de ar na amostra  
Esse tipo de erro compromete os valores de PO2. As bolhas de ar devem ser imedia-
tamente removidas da seringa após a obtenção da amostra. O erro aumenta propor-
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cionalmente à medida que o tempo da amostra fica em contato com a bolha de ar. 
O efeito é potencializado se a amostra for armazenada em baixa temperatura, pois 
ocorre um aumento da afinidade da hemoglobina pelo oxigênio. Considerando que 
o PO2 no ar atmosférico é ao redor de 150 mmHg, o erro habitualmente será positivo 
(elevação do na amostra) se o PO2 na amostra for inferior a esse valor. No entanto, o 
erro pode ser negativo se o nível de PO2 na amostra for superior ao PO2 da bolha de ar. 

Sedimentação da amostra  
É fundamental que as amostras sejam bem homogeneizadas previamente à análise, 
visando evitar a análise de uma amostra sedimentada. Todos os parâmetros po-
dem sofrer alteração, em particular o nível de hemoglobina.

Efeito do tempo prolongado entre a coleta e análise da amostra   
As células sanguíneas mantêm o metabolismo mesmo após a coleta na seringa, 
induzindo alteração nos valores de gases sanguíneos, pH e metabólitos. O nível 
dos gases também pode se alterar pela difusão pela parede de plástico da seringa. 

O nível de potássio também pode se alterar em razão da demora na análise, parti-
cularmente quando a amostra é resfriada. Nessa condição, ocorre a inibição da bom-
ba de sódio-potássio, que se torna incapaz de manter o gradiente de concentração 
entre o meio intra e extracelular. O ideal é que a amostra seja analisada imediata-
mente após a coleta ou em até 30 minutos à temperatura ambiente. Caso contrário, a 
amostra necessita ser resfriada entre 0 e 4°C, visando diminuir o metabolismo celular.

SAN GU E CÉLU L A
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FIGURA 4 Formação do lactato pela célula em razão da baixa oferta de oxigênio 
(metabolismo anaeróbico).
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Diluição da amostra  
• Heparina: recomenda-se o uso de seringas pré-heparinisadas com heparina seca. 

O uso de heparina líquida não é indicado, pois aumenta o risco da diluição da 
amostra com potencial queda nos níveis de hemoglobina, eletrólitos e metabólitos;

• Coleta de cateter arterial: previamente à coleta de sangue, a solução de infusão 
presente no cateter arterial necessita ser retirada por completo, visando evitar 
a diluição da amostra que será analisada. Habitualmente, recomenda-se que de  
3 a 6 vezes do volume do cateter seja retirado e desprezado.

Transporte e conservação da amostra   
As amostras devem ser analisadas, preferencialmente, em um intervalo de 30 minu-
tos após a coleta, em razão da difusão de gases pela parede da seringa de plástico e da 
elevação dos níveis de potássio. Se a amostra não puder ser analisada em 10 minutos, 
necessita ser refrigerada em uma temperatura entre 0 e 4°C e mantida horizontal-
mente, visando facilitar a mistura e minimizar o efeito da sedimentação.

Água gelada com gelo moído ou gelo reciclável são adequados para o resfria-
mento das amostras. As amostras não devem ser colocadas diretamente sobre o 
gelo em razão do risco de hemólise.

Análise  
Deve-se assegurar que a porção da amostra a ser avaliada esteja homogênea e seja 
representativa do total da amostra. É muito importante homogeneizar adequada-
mente a amostra invertendo-a repetidamente e, também, rolar entre as palmas das 
mãos, misturando por alguns minutos para que se obtenha uma amostra homogê-
nea. As primeiras gotas da extremidade da seringa devem ser desprezadas. 

CÁLCIO IONIZADO  
Variáveis pré-coleta  
• Atividade física: exercícios moderados podem elevar os resultados pela dimi-

nuição do pH e do bicarbonato e pelo aumento do lactato, da albumina e do 
cálcio total durante os exercícios;

• Postura e repouso no leito: a mudança de postura afeta as proteínas e as molé-
culas a ela vinculadas, assim como a concentração de íons de baixo peso mole-
cular. Essa alteração ocorre pelo desvio a partir do extracelular, pelo aumento 
do tônus muscular e da pressão hidrostática. Ao retornar à postura original, isso 
se reverte. Pacientes acamados podem ter elevação de até 8% do cálcio ionizado, 
sem alteração do cálcio total;

• Refeições: após a ingestão, há relatos na literatura de uma redução temporária 
de cerca de 5% do cálcio ionizado. Várias causas podem responder por isso: au-
mento do pH; aumento da concentração proteica; e aumento da concentração 
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de bicarbonato e fosfato. Todos esses fatores contribuem para aumentar a for-
mação de complexos do cálcio com a albumina e outros íons;

• Taxa de ventilação: a alcalose respiratória, induzida pela hiperventilação em vo-
luntários, pode diminuir a concentração de cálcio ionizado em 0,05 mmol/L, a 
cada 0,1 unidade de aumento no pH;

• Variação circadiana: o cálcio ionizado varia de 4 a 10% ao longo do dia. Essas 
variações podem ser consequência dos seguintes fatores: efeito das refeições, da 
variação diária do balanço ácido-base e do sono. Dados da literatura apontam 
que variações hormonais também possam ter alguma influência nessa oscilação.

Recomendações para a coleta do cálcio ionizado  
As recomendações descritas a seguir baseiam-se no documento do CLSI C31-A2.1

Recomenda-se para a coleta de sangue para dosagem de cálcio ionizado:

• Que o paciente esteja relaxado e com a frequência respiratória normalizada por 
pelo menos 10 minutos;

• Que mantenha a estabilidade postural por pelo menos 5 minutos antes da coleta, 
sentado ou em pé;

• Que esteja em jejum por, pelo menos, 4 horas.

Escolha da amostra  
O estado clínico do paciente deve influenciar na seleção do tipo de amostra para as 
dosagens de cálcio ionizado. Sangue total heparinizado pode ser o mais apropria-
do no paciente em estado crítico que requer resultados imediatos. A coleta de soro 
anaerobicamente pode representar a melhor escolha para a rotina diagnóstica e as 
aplicações nas pesquisas.

As vantagens do sangue total heparinizado em relação ao soro são:

• Amostras disponíveis imediatamente após a coleta para as análises, sendo as 
amostras de escolha nos equipamentos de TLR;

• Rapidez nas análises minimiza os efeitos do metabolismo celular na amostra; 
• Outros analitos, como o sódio e o potássio, podem ser dosados concomitante-

mente na mesma amostra e no mesmo analisador.

As desvantagens do uso do sangue total heparinizado:

• A heparina pode se ligar aos íons cálcio na proporção de sua concentração, re-
duzindo, possivelmente, a sua dosagem;

• Amostras de sangue total não podem ser estocadas por longos períodos, ao con-
trário do soro;
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• A hemólise no sangue total não é rapidamente detectável e pode, artificialmente, 
diminuir a medida do cálcio ionizado;

• A homogeneização inadequada da amostra pode gerar microcoágulos que inter-
ferem no desempenho dos analisadores.

Soro  
O soro coletado em condições anaeróbicas consiste no tipo de amostra mais está-
vel para as determinações de cálcio ionizado. Entretanto, tubos incompletamente 
preenchidos podem sofrer alterações no pH e na concentração do cálcio ionizado. 
Nas amostras coletadas corretamente, o cálcio ionizado se mantém estável por até 
4 horas. Deve-se lembrar que o cálcio ionizado tende a diminuir quando as amos-
tras são expostas ao ar ambiente.

As vantagens do uso de soro são:

• A amostra pode ser utilizada para vários tipos distintos de analitos;
• Estabilidade da amostra por 24 horas em condições anaeróbicas à temperatura de 4°C.

Já suas desvantagens são:

• Atraso no processamento, em virtude do tempo para a retração do coágulo  
(30 a 45 minutos);

• O metabolismo celular continua durante a centrifugação, afetando o cálcio io-
nizado presente na amostra;

• O volume de soro obtido corresponde à metade do sangue coletado;
• O cálcio ionizado e o pH são afetados pela elevação da temperatura durante a 

centrifugação, resultando em diminuição na dosagem, conforme a temperatura 
de centrifugação.

RECOMENDAÇÕES PARA AS TÉCNICAS DE COLETA  
• Não utilizar o torniquete por tempo excessivo durante a coleta;
• Na coleta com seringa, empregar heparina formulada para minimizar os efeitos 

na dosagem de cálcio ionizado;
• Preencher as seringas no seu volume nominal;
• Se uma série de tubos for usada, o primeiro deverá ser destinado para a dosa-

gem de cálcio ionizado;
• Se a amostra for de sangue capilar, deverá ser empregado capilar heparinizado.

RECOMENDAÇÕES PARA O TRANSPORTE DAS AMOSTRAS  
1. Sangue total:
• Transportar as amostras a 4°C;
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• Evitar que as amostras sofram aquecimento acima da temperatura ambiente;
• Amostras de sangue total, nas seringas, não devem ficar mais que 4 horas a 4°C.
2. Soro:
• Centrifugar o material em até 4 horas após a coleta;
• Manter a temperatura durante a centrifugação (+/– 2,5°C);
• O material coletado em tubo com gel separador, após centrifugação, pode ser 

estocado por até 70 horas a 4°C;
• Gelo seco não deve ser utilizado para o envio de amostras a longa distância, 

pois pode induzir saturação de CO2 na amostra, resultando em queda do pH e 
aumento do cálcio ionizado;

• Não abrir o tubo antes da centrifugação; 
• Manter as condições anaeróbicas previamente à dosagem;
• Após a dosagem, manter o tubo fechado.

CASOS CLÍNICOS  
Caso clínico 1  
Ao avaliar o resultado de um laudo de gasometria arterial em um paciente grave, o 
médico da unidade de terapia intensiva (UTI) observou um resultado de satura-
ção de oxigênio (SO2) de 96% e da fração de hemoglobina oxigenada (FO2Hb) de 
75%. O profissional não soube interpretar a diferença nos resultados e contatou o 
médico patologista clínico para analisar os resultados.

Comentários
Nesse paciente, foi detectada a presença da carboxi-hemoglobina. O valor da SO2 
é obtido por meio de cálculo e pode ter a acurácia reduzida nas situações em que 
seja detectada a presença das dis-hemoglobinas: MetHb, COHb e Sulf-Hb. Nessa 
condição, a saturação de oxigênio deve ser expressa pela FO2Hb. O método espec-
trofotométrico utilizado para medida da oxi-hemoglobina, desoxi-hemoglobina, 
carboxi-hemoglobina e meta-hemoglobina é conhecido como CO-oximetria.

Caso clínico 2  
O médico da UTI, ao receber o resultado de uma gasometria, cujo sangue foi cole-
tado na artéria radial, em um paciente em ventilação mecânica com valor da SO2 
na oximetria de pulso ao redor de 95%, considerou os resultados inadequados, pois 
observou valores de PO2 baixo, PCO2 elevado e SO2 muito baixo. Em uma nova co-
leta, o resultado da SO2 foi compatível com aquele observado no oxímetro de pulso. 

Comentários
Na primeira coleta, ocorreu, possivelmente, a punção de uma veia próxima à ar-
téria radial, resultando na mistura de sangue venoso à amostra de sangue arterial. 
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20 Hemograma

INTRODUÇÃO   
Nas últimas décadas, a preocupação quanto a erros em medicina laboratorial au-
mentou acentuadamente, resultando na publicação de vários estudos abordando a 
análise das ocorrências e das ferramentas para detectar e preveni-los, como gestão 
da qualidade total, Lean Six Sigma e gestão de riscos. Foram criados grupos de 
estudos específicos para discussão e padronização das ações a serem tomadas em 
vários centros na Europa e nos Estados Unidos.

É possível observar que 60 a 70% dos erros laboratoriais resultam de fatores pré-
-analíticos e envolvem a preparação e a identificação do paciente, a coleta, o trans-
porte e o armazenamento da amostra e o preparo para análise. Plebani e Carraro1 
citam que 62% dos erros laboratoriais decorrem de fatores pré-analíticos, 23% pós-

-analíticos e 15% de erros analíticos, isso porque, nas últimas décadas, foram reali-
zados grandes esforços para a erradicação de falhas na fase analítica do processo de 
análise laboratorial, alterando-se a proporção de erros para os valores atuais.

Apesar da grande preocupação das instituições de saúde com a segurança do 
paciente, a abordagem dos erros pré-analíticos é complexa, envolve uma aborda-
gem multiprofissional e uma perfeita coordenação de todas as fases do processo 
até a chegada da amostra à área de análise no laboratório. É necessário um esforço 
conjunto com as gerências multiprofissionais para um resultado satisfatório.

O hemograma compreende um exame que apresenta a análise quantitativa e 
qualitativa das três séries dos elementos figurados do sangue – a eritrocitária, a 
leucocitária e a plaquetária. Assim, quando se observam os fatores pré-analíticos, 
vê-se que determinadas interferências afetam apenas uma das séries e outras, duas 
ou mais.
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Neste capítulo, serão abordados os fatores pré-analíticos e os interferentes se-
guindo as etapas do fluxo laboratorial, ou seja, preparo e identificação do paciente, 
coleta, transporte até a área de análise, preparo para análise, interferentes na con-
tagem automatizada e armazenamento da amostra.

PREPARO DO PACIENTE  
Para a coleta de hemograma, não é necessário jejum caso o paciente tenha inge-
rido dieta leve; caso tenha feito uma refeição copiosa, o recomendado é um jejum  
de 4 horas. Se o plasma não estiver límpido, pode haver interferência na contagem de  
plaquetas e na dosagem de hemoglobina (Hb), pela presença de lipemia, e, conse-
quentemente, aumento da turbidez do plasma.

Os parâmetros hematológicos apresentam pequena alteração no ritmo circadia-
no – o hematócrito apresenta valores mais baixos à noite com variação de 5%, os 
leucócitos têm seu pico na flutuação diária à noite (entre 21 e 24 horas) com va-
riação de 0,9 a 2 × 109/L. Para a contagem de reticulócitos, é mais indicada a coleta 
pela manhã, pois apresentam o pico pela madrugada.

Exercícios físicos de maior intensidade podem induzir à hemoconcentração 
com elevação da contagem de hemácias, hematócrito e Hb e, também, ocasionar 
leucocitose por deslocamento do pool marginal.

Concentrações elevadas de glicose acima de 600 mg/dL podem elevar o volume 
corpuscular médio (VCM).

CADASTRO E IDENTIFICAÇÃO DA AMOSTRA  
Na etapa de cadastro do hemograma, não há grande dificuldade, porque, co-
mumente, esse termo implica a realização do exame completo; alguns serviços  
realizam o cadastro separado do hemograma e da contagem de plaquetas, mas os 
analisadores hematológicos automaticamente contam todos os parâmetros. É pre-
ciso estar atento quanto à solicitação da contagem de reticulócitos, normalmente 
realizada separadamente para que não ocorra a falha de não ser realizada.

As organizações de saúde mostram grande preocupação com a segurança do 
paciente e o quesito identificação do paciente e da amostra coletada é de suma 
importância, exigindo-se pelo menos dois identificadores nas etiquetas para mini-
mizar a possibilidade de troca.

COLETA  
O processo de coleta é crucial para a qualidade do resultado do hemograma, visto 
que várias etapas durante a coleta podem ocasionar resultados alterados.

Ao realizar antissepsia com álcool na pele para a punção, é preciso esperá-lo 
secar, pois a contaminação da agulha com o álcool pode resultar em hemólise. Um 
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fator importante, às vezes negligenciado, é o tempo de garroteamento antes da 
punção venosa. Lippi et al.,2 em seu estudo com ciclistas profissionais, mostraram 
que o tempo de garroteamento acima de 2 minutos e 30 segundos elevou o he-
matócrito em 2,4%, a Hb em 1,4% e abaixou a contagem de reticulócitos em 1,9%.

Um aspecto importante refere-se ao anticoagulante utilizado nos tubos de coleta 
para hemograma, sendo o recomendado pela International Council for Standardiza-
tion in Hematology (ICSH) e pelo Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI) o 
EDTA K2 (ácido etileno diamino tetracético bipotássico). O EDTA tripotássico pode 
ocasionar a diminuição do hematócrito e, por isso, não tem sido recomendado. A 
concentração do sal também é importante, sendo o recomendado 1,5 mg de EDTA 
por mililitro de sangue; se esta aumentar, pode fazer com os eritrócitos encolham pela 
hipertonicidade do plasma com aumento da concentração iônica. Isso pode ocorrer 
quando se coleta um volume inferior ao indicado na etiqueta do fabricante no tubo; 
por esse motivo, é importante coletar o volume correto para que não haja interferên-
cia no resultado do hemograma, principalmente na parte da série eritrocítica.

O EDTA não é capaz de estabilizar completamente as plaquetas: com cerca de 
60 minutos após a coleta, elas mudam da forma discoide para esférica, tornando-

-se discretamente maiores, o que é mais perceptível nos analisadores que utilizam 
o método de impedanciometria. O VPM (volume plaquetário médio) tende a 
apresentar valor mais elevado do que nos analisadores que utilizam o método 
baseado na dispersão da luz laser – essa diferença no VPM não interfere na con-
tagem das plaquetas. 

A pseudotrombocitopenia induzida pelo EDTA é um fenômeno que ocorre in 
vitro e causa a agregação das plaquetas. Esses agregados não são contados como pla-
quetas pelos analisadores e, por isso, os valores são falsamente diminuídos, embora 
os equipamentos sinalizem com alarmes de plaquetas agregadas ou observações 
similares dependendo do fabricante. Essa agregação com EDTA ocorre em pacien-
tes saudáveis e doentes, não havendo diferença de sexo ou idade, e sua prevalência é 
de 0,1% da população. Quando há suspeita de agregação pelo EDTA, deve-se pedir 
nova coleta em tubo com citrato de sódio, frequentemente utilizado para testes de 
coagulação; se a contagem de plaquetas aumentar, a suspeita é confirmada.

No processo de coleta, o sangue pode coagular no tubo com EDTA, caso no 
qual é preciso estar atento a duas grandes causas: o tempo entre a punção da veia 
e a entrada do sangue no tubo; e a homogeneização do tubo após a coleta. Como 
descrito anteriormente, o tempo entre o garroteamento, a punção e a entrada do 
sangue no tubo idealmente não deve ultrapassar 2 minutos. O documento H-20 
do CLSI recomenda que, para uma perfeita homogeneização do sangue e o contato 
com o anticoagulante, deve-se fazer um movimento delicado de inversão do tubo 
de 8 a 10 vezes.
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Outro aspecto que pode provocar interferência é a ordem de distribuição do 
sangue nos tubos quando da realização de uma coleta múltipla. Na coleta de san-
gue a vácuo, existe uma pequena possibilidade de contaminação de aditivo de um 
tubo para outro; na coleta com seringa e agulha, pode haver contaminação no 
contato da ponta da seringa com a parede interna do tubo. A ordem recomendada 
pelo CLSI desde 2003 é:

a. Hemocultura;
b. Tubos com citrato;
c. Tubos para soro com ativador de coágulo (com ou sem gel separador);
d. Tubos com heparina (com ou sem gel);
e. Tubos com EDTA;
f.  Tubos com fluoreto.

TRANSPORTE ATÉ A ÁREA DE ANÁLISE  
O transporte do local de coleta até a área de análise deve ser realizado o mais rápi-
do possível para que as condições das células sejam as melhores. Se as amostras fo-
rem enviadas para outras instituições ou outro local da mesma instituição, devem 
ser transportadas em temperatura controlada entre 2 e 8°C, evitando contato di-
reto com o gelo para não hemolisar. Nunca congelar uma amostra de sangue total.

Se o transporte for realizado nas condições descritas, a estabilidade ideal é de  
8 horas, exceto para o esfregaço, que deve ser realizado em, no máximo, 3 horas 
para a boa preservação das células. Estudos mostram que esfregaços realizados em 
12 horas após a coleta já mostram alterações celulares, como vacuolização citoplas-
mática e fragmentação nuclear.

São aceitas amostras para análise até 24 horas após a coleta quando armazena-
das entre 2 e 8°C e 8 horas à temperatura ambiente.

INTERFERENTES  
Nas últimas décadas, houve um grande avanço tecnológico em relação aos analisa-
dores hematológicos, com excelente desempenho na resolução, exatidão e precisão. 
Esse aumento da complexidade, entretanto, requer um incansável treinamento dos 
profissionais do laboratório para que adquiram conhecimento sobre a operação 
dos equipamentos e o reconhecimento de possíveis resultados incorretos decor-
rentes de interferentes na amostra. Os analisadores liberam alarmes de algumas 
alterações, mas, em certos casos, a percepção de que algo errado está ocorrendo 
aparece nos valores de alguns parâmetros incompatíveis com os demais – isso de-
pende do conhecimento e da experiência dos profissionais.
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A seguir, estão descritos os principais interferentes na amostra capazes de pro-
mover resultados falsamente alterados, lembrando-se que os equipamentos evo-
luem rapidamente na questão tecnológica e os fabricantes estão constantemente 
procurando melhorar a capacidade de detectar esses interferentes.

Crioaglutinina  
Esse tipo de aglutina resulta na aglutinação dos eritrócitos, os quais, por sua vez, 
quando passam na câmara de contagem, são contados como um único eritrócito, 
o que promove um número falsamente baixo na contagem de eritrócitos e do 
hematócrito e aumento do VCM. Aquecer a amostra a 37°C por 30 a 40 minutos 
pode reverter a aglutinação; caso isso não ocorra, a alternativa é fazer o hemató-
crito por centrifugação.

Crioglobulina  
Imunoglobulinas presentes no plasma que precipitam a frio podem ocasionar 
contagem falsamente elevada de leucócitos, ocasionalmente pequenas elevações 
na contagem de eritrócitos, Hb e hematócrito. O criofibrinogênio também pode 
provocar tais alterações. O aquecimento da amostra a 37°C pode regularizar as 
alterações.

Coágulos  
Pequenos coágulos, também chamados de fibrinas, podem ocasionar resultados 
erráticos dependendo do número de microcoágulos. Em geral, todas as contagens 
tendem a diminuir; dependendo da sensibilidade do equipamento, ele emite um 
alerta da presença desse tipo de interferente.

Excesso de EDTA  
Os tubos contêm a quantidade de anticoagulante exata para o volume de sangue 
indicado na etiqueta; quando uma quantidade de sangue menor é colocada no 
tubo, ter-se-á proporcionalmente excesso de EDTA, o que pode causar uma dimi-
nuição no tamanho das hemácias, que aparece principalmente no hematócrito ob-
tido por centrifugação. Nos equipamentos automatizados, as hemácias retornam 
ao tamanho original ao serem diluídas e nenhuma alteração é detectada.

Plaquetas gigantes  
Plaquetas muito grandes podem exceder o limite superior da região de contagem 
de plaquetas resultando em contagem falsamente baixa de plaquetas, falsa eleva-
ção do número de eritrócitos e hematócrito; normalmente, os equipamentos sina-
lizam esse tipo de interferência.
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Hemólise in vitro  
A ocorrência de hemólise após a coleta resulta em contagens baixas de eritróci-
tos e hematócrito; quando de um valor de Hb correto, ter-se-ão HCM e CHCM 
elevados. As causas de hemólise in vitro podem se dar por dificuldades na coleta, 
homogeneização com movimentos rápidos ou transporte em temperatura fora da 
faixa ideal.

Hemólise in vivo  
Quando há uma hemólise intravascular extensiva, os valores de hemácias e he-
matócrito estarão corretos, e a Hb estará falsamente elevada por representar o 
conteúdo intraeritrocitário adicionado ao plasmático. Para ajustar o valor, pode-se 
quantificar a Hb plasmática separadamente e diminuí-la do total.

Heparina  
A heparina pode reagir com alguns reagentes e causar falsos valores elevados de 
leucócitos e Hb, e as plaquetas podem apresentar valores baixos por agregação; 
nesse caso, os equipamentos liberam alarmes alertando o operador.

Leucocitose  
Contagem de leucócitos acima de 25.000/mm3 começam a apresentar valores fal-
samente elevados de Hb, mas somente acima de 50.000/mm3 a interferência na do-
sagem de Hb começa a ser valorizada clinicamente. Contagens progressivamente 
maiores começam a elevar os valores de eritrócitos, hematócrito e VCM. A conta-
gem de eritrócitos pode ser corrigida subtraindo-se o valor de leucócitos e o valor 
de hematócrito determinado por centrifugação.

Hiperglicemia  
Pode ocorrer macrocitose com valores de glicemia acima de 600 mg/dL, pelo 
aumento da osmolalidade intracelular dos eritrócitos que recebem a entrada da 
solução diluente, o que pode ser percebido pelo incoerente aumento de VCM e 
diminuição do CHCM em comparação à ausência de alterações eritrocitárias na 
microscopia.

Lipemia  
A turbidez aumentada do plasma lipêmico resultando em uma falsa elevação da 
concentração de Hb, principalmente nos pacientes com valor de triglicerídeos 
acima de 1.000 mg/dL. Essa interferência pode ser corrigida pela substituição do 
plasma lipêmico por solução diluente em igual quantidade.
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Hemácias microcíticas  
Uma moderada quantidade de hemácias microcíticas ou de fragmentos eritrocitá-
rios pode ser interpretada pelo equipamento como plaquetas, por entrarem na re-
gião de contagem de plaquetas ocasionando valores falsamente elevados. Normal-
mente, os equipamentos detectam uma interferência na região superior da faixa de 
plaquetas e emitem um alerta. Uma medida preventiva possível é a determinação 
do hematócrito por centrifugação em todas as amostras com VCM abaixo de 60 fL  
para verificar se todas as hemácias foram realmente contadas pelo equipamento.

Proteínas monoclonais  
Proteínas monoclonais em pacientes portadores de mieloma múltiplo ou macro-
globulinemia de Waldenström podem causar precipitação quando em contato 
com certos reagentes lisantes, resultando em turbidez da solução e consequente 
falso aumento na contagem de leucócitos e no valor de Hb.

Eritrócitos não lisados  
Em algumas situações, como quando da presença de hemácias hipocrômicas e de 
Hb S ou C, pode haver resistência à lise no momento em que o equipamento pre-
para a amostra para a contagem, resultando em uma falsa elevação na contagem 
de leucócitos e no valor de Hb. Isso pode ser corrigido aumentando-se o tempo de 
lise quando o equipamento dispor desse recurso.

Fragmentos de leucócitos  
Podem ser contados como plaquetas, causando um resultado falsamente elevado. Isso 
pode ocorrer em pacientes portadores de leucemia aguda e linfoma em fase blástica. 
A verificação de alertas na região de plaquetas previne a liberação desses resultados.

A Tabela 1 resume as principais interferências possíveis na realização do hemo-
grama. É preciso estar atento à evolução tecnológica, porque os fabricantes estão 
em constante busca de melhorias nos equipamentos para que as situações descri-
tas deixem de provocar interferências.

ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE  
A estabilidade de uma amostra refere-se ao tempo máximo em que os elemen-
tos constituintes desta se mantêm iguais aos valores iniciais. Os tubos coletados 
para o hemograma têm um estabilidade de 24 horas se conservados em geladeira  
(2 a 8°C); o esfregaço, como dito anteriormente, deve ser realizado em, no máximo, 
3 horas. Se os tubos forem conservados à temperatura ambiente (15 a 25°C), sua 
estabilidade se reduz para 8 horas. O American College of Pathologists recomenda 
armazenar as amostras por 48 horas em geladeira, após sua análise, para eventual 
necessidade de repetição.
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TABELA 1 Potenciais interferentes em analisadores hematológicos

Parâmetro Causas de elevação Causas de diminuição

Leucócitos Crioglobulinas

Criofibrinogênio

Heparina

Proteínas monoclonais

Eritroblastos

Agregados plaquetários

Eritrócitos não lisados

Coágulos

Células rompidas

Uremia + 

imunossupressores

Eritrócitos Crioglobulinas

Criofibrinogênio

Plaquetas gigantes

Contagem de leucócitos acima de 50.000/mm3

Coágulos

Hemólise in vitro

Hemácias microcíticas

Hemoglobina 

(Hb)

Carboxi-Hb acima de 10%

Crioglobulinas

Hemólise in vitro

Heparina

Contagem de leucócitos acima de 50.000/mm3

Lipemia

Proteínas monoclonais

Coágulos

 

Hematócrito 

automatizado

Crioglobulinas

Criofibrinogênio

Plaquetas gigantes

Contagem de leucócitos acima de 50.000/mm3 

Hiperglicemia (> 600 mg/dL)

Coágulos

Hemólise in vitro

Hemácias microcíticas

Hematócrito 

(micro-

hematócrito)

Hiponatremia Excesso de EDTA

Hipernatremia

Hemólise in vitro

VCM Autoaglutinação

Contagem de leucócitos acima de 50.000/mm3 

Hiperglicemia (> 600 mg/dL)

Crioglobulina

Plaquetas gigantes

Hemólise in vitro

Hemácias microcíticas

HCM Contagem de leucócitos acima de 50.000/mm3 

Falsa Hb elevada

Falsa contagem de hemácias elevada

Falsa Hb diminuída

Falsa contagem de 

hemácias diminuída

(c0ntinua)
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TABELA 1 Potenciais interferentes em analisadores hematológicos (c0ntinuação)

Parâmetro Causas de elevação Causas de diminuição

CHCM Coágulo

Hemólise in vivo e in vitro

Falsa Hb elevada

Falsa contagem de hemácias elevada

Contagem de leucócitos 

acima de 50.000/mm3 

Falsa Hb diminuída

Falsa contagem de 

hemácias diminuída

Plaquetas Crioglobulinas

Hemólise in vivo e in vitro

Hemácias microcíticas

Inclusões eritrocitárias

Leucócitos fragmentados

Coágulos

Plaquetas gigantes

Heparina

Agregado plaquetário

Satelitismo plaquetário

As plaquetas tendem a se ativar e se agregar em baixas temperaturas, o que pode 
causar uma falsa plaquetopenia. Os eritrócitos tendem a aumentar de volume, pro-
movendo aumento do VCM e do hematócrito.

CASO CLÍNICO  
Durante a análise automatizada de um hemograma, o analista observou que a con-
tagem de plaquetas resultou em um valor de 12.000/mm3 e um alarme de pla-
quetas agregadas emitido pelo equipamento. Ao examinar a lâmina do esfregaço, 
observou-se a presença de plaquetas agregadas.

• Comentário 1: a presença de plaquetas agregadas na lâmina de esfregaço do 
hemograma pode decorrer dos seguintes problemas pré-analíticos: tempo pro-
longado de garroteamento; demora na obtenção do sangue venoso; homoge-
neização inadequada; presença de aglutininas antiplaquetas; pseudotromboci-
topenia pelo EDTA; e macroplaquetas em grande quantidade. Nessa situação, 
sugeriram-se solicitar nova coleta e coletar no tubo com EDTA e no citrato;

• Comentário 2: na nova coleta, o resultado foi de 12.600/mm3 no tubo com EDTA 
e 141.000/mm3 no tubo com citrato após correção com a diluição. A paciente 
apresenta a agregação plaquetária com EDTA, mas não no citrato, pois o EDTA 
induz à agregação das plaquetas in vitro.

REFERÊNCIAS  
1. Plebani M, Carraro P. Errors in a stat laboratory: types and frequencies 10 years later. Clin 
Chem. 2007;53(7):1338-42.
2. Lippi G, Salvagno GL, Solero GP, Guidi GC. The influence of tourniquet time on hematologi-
cal testing for antidoping purposes. Int J Soprts Med. 2006;27:359-62.
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21 Dímero D

O dímero D (DD) é um produto específico da degradação de coágulos de fibrina 
que resulta da ação de três enzimas: trombina – gerada a partir da ativação da 
cascata de coagulação que converte o fibrinogênio (Figura 1A) em monômero de 
fibrina (Figura 1B); fator XIII ativado – estabiliza a fibrina, polimerizando-a por 
meio de ligações covalentes entre os seus monômeros (Figura 1C); e plasmina – 
enzima da fibrinólise que degrada a fibrina polimerizada (Figura 1D). A meia-vida 
plasmática dos DD é de aproximadamente 8 horas e a depuração ocorre nos rins e 
no sistema reticuloendotelial. 

A quantificação laboratorial é amplamente utilizada, pois o DD compreende um 
marcador da ativação da coagulação e do processo fibrinolítico. Em indivíduos 
saudáveis, é detectado pela conversão fisiológica de aproximadamente 2 a 3% do fi-
brinogênio em fibrina e na vigência de um processo trombótico; os valores podem 
atingir oito vezes o valor da normalidade, com redução paralela à defervescência 
dos sintomas clínicos e introdução do tratamento anticoagulante.

Assim como os demais testes da hemostasia, para o ensaio do DD as regras 
de coleta devem ser obedecidas, evitando-se acessos venosos contendo heparina 
ou solução salina, correção do volume de anticoagulante, caso o hematócrito do 
paciente esteja superior a 55%, e uso de agulhas de calibre adequado para evitar o 
turbilhonamento do sangue. Cabe apontar, principalmente, que, em situações de 
punção venosa difícil, a liberação do fator tecidual pode desencadear a formação 
de fibrina e esta, por sua vez, será degradada pela plasmina in vitro, causando falsa 
elevação no resultado do DD.

Muitas condições clínicas se caracterizam pelo aumento das concentrações de 
DD (Quadro 1); entretanto, o ensaio para a sua quantificação é potencialmente útil 
no diagnóstico e no tratamento de condições relacionadas com a trombose, in-
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C. Ação do fator XIII

D. Dímero D e produtos de degração da fibrina pela plasmina

Trombina

D DD DE E

A. Fibrinogênio B. Monômero de fibrina

FXIII FXIII

FIGURA 1 Mecanismo de formação dos dímeros.
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cluindo coagulação intravascular disseminada (CIVD), tromboembolismo venoso 
(TEV), cardiopatia isquêmica, acidente vascular encefálico e terapia trombolítica. 
As concentrações aumentadas observadas em condições clínicas não trombóticas 
fazem do DD um teste inespecífico. Não obstante a essa limitação, várias aplicações 
do teste do DD têm sido propostas ao longo dos anos, incluindo: (a) identificação 
de indivíduos com risco aumentado de primeiro evento trombótico (arterial e ve-
noso); (b) identificação de indivíduos com risco aumentado de TEV recorrente; 
(c) estabelecimento da duração ótima da profilaxia secundária após um primeiro 
episódio de TEV; (d) monitoramento da gravidez com risco trombótico. 

QUADRO 1 Condições clínicas que cursam com elevação dos dímeros D

Idade avançada

Acidente vascular isquêmico

Período neonatal

Doença arterial periférica

Gestação

Aneurismas

Hospitalização

Insuficiência cardíaca congestiva

Hemólise

Infecção

Hemorragia

Neoplasia

Síndrome da angústia respiratória aguda 

Cirurgia 

Insuficiência renal ou hepática

Trauma

Queimaduras

Doença inflamatória intestinal

Coagulação intravascular disseminada

Terapia trombolítica

Tromboembolismo venoso

Miocardiopatia isquêmica



272

Encontram-se disponíveis no mercado mais de 30 ensaios para a determinação 
dos DD, que pode ser realizada por de três categorias de testes:

• ELISA: quantitativo e altamente sensível. Sua alta sensibilidade e seu alto valor pre-
ditivo negativo possibilitam a utilização do método na exclusão do diagnóstico de 
TEV, sendo considerado padrão de referência. Entretanto, como desvantagens, des-
tacam-se o longo tempo para sua execução e o fato de ser trabalhoso, pois requer 
algumas etapas manuais, além da necessidade de executar várias amostras simul-
taneamente; dessa maneira, torna-se inadequado para aplicação em situações de 
emergência. Atualmente, a combinação da técnica de ELISA com detecção final por 
luminescência (enzyme linked immunofluorescence assay – ELFA) representa uma 
alternativa totalmente automatizada capaz de liberar resultados em 15 a 35 minutos 
e que executa o teste em uma única amostra se necessário. No último caso, a única 
desvantagem em destaque refere-se à necessidade de um analisador exclusivo;

• Imunoensaios: baseados em látex realizados manualmente com inspeção visual 
semiquantitativa. São menos sensíveis que o ELISA, porém mais rápidos e sem 
necessidade de etapas complexas, o que possibilita sua aplicação em situações 
de emergência;

• Ensaios automatizados baseados em látex com leituras imunoturbidimétricas: 
são utilizados anticorpos monoclonais (MoAbs) criados contra epítopos especí-
ficos no DD que reagem com a fibrina reticulada, mas não com produtos de de-
gradação do fibrinogênio ou produtos de degradação da fibrina não reticulada, 
garantindo, assim, alta especificidade do DD como biomarcador de formação e 
estabilização da fibrina. Apresentam elevada correlação com o método de ELISA 
e seus resultados são disponibilizados em 5 a 10 minutos.

Métodos de imunoensaio são extremamente comuns em muitas áreas do labo-
ratório clínico; entretanto, são inúmeras as possibilidades de interferência durante 
a sua realização. As mais comuns estão relacionadas à hemólise, à lipemia, à icterí-
cia e ao fator reumatoide elevado; muito embora outra interferência relativamente 
frequente seja a presença de anticorpos heterófilos na amostra.

O fator reumatoide é uma estrutura pentamérica da classe IgM capaz de se ligar 
à fração IgG dos anticorpos monoclonais utilizados no processo de quantificação 
dos DD por imunoturbidimetria. Essa interação entre o fator reumatoide e os an-
ticorpos monoclonais causa aglutinação excessiva, reduz a turbidez da amostra e 
promove resultados falso-positivos.

Anticorpos humanos circulantes capazes de reagir com proteínas animais (an-
ticorpos antianimais) muitas vezes não são reconhecidos, mas se revelam como 
fonte inesperada de interferência nos imunoensaios. Esses anticorpos antianimais 
surgem como resultado da exposição a um antígeno definido (p. ex., agente tera-
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pêutico à base de  anticorpos monoclonais), mas também em outras situações em 
que não se caracteriza essa exposição, como ocorre com os anticorpos antimurinos 
detectados em humanos (HAMA). Apresentam especificidade variada e a sua in-
terferência nos imunoensaios pode promover resultados falso-positivos ou falso-

-negativos e decisões clínicas errôneas.
Outro aspecto crítico na determinação laboratorial dos DD é a diversidade de 

técnicas, cada qual com seus valores de referência, unidades de medida e carac-
terísticas operacionais. Como consequência, a comparação direta dos resultados 
obtidos por diferentes metodologias torna-se inadequada.

A limitação do DD em confirmar o diagnóstico do TEV pode ser acentuada em 
diversos grupos de pacientes e contextos clínicos, como pós-operatórios, gestantes 
e puérperas, eventos trombóticos pregressos, idosos etc. Nessas situações, embora 
a sensibilidade do teste permaneça elevada, a possibilidade de resultados falso-

-positivos aumenta, uma vez que não foram estabelecidos os valores de referência 
de normalidade nesses grupos.

Em idosos, a literatura descreve uma significativa redução da especificidade 
do teste e redução da aplicação clínica do DD com o avanço da idade, permane-
cendo reservado às situações em que o acesso aos exames de imagem seja restrito, 
por sua indisponibilidade ou pela insuficiência renal que impeça o emprego de 
contrastes.

Em pacientes com câncer e com eventos trombóticos prévios, os estudos sobre a 
utilidade clínica do DD na exclusão do TEV ainda são limitados.

Há um incremento significativo dos níveis de DD com a progressão da idade 
gestacional; entretanto, descreve-se que cerca de 40% das gestantes apresentam 
DD normal até a 30ª semana e 25% até a 42ª semana. Considerando-se a por-
centagem substancial de pacientes gestantes que se apresentaram com resultados 
negativos, é possível utilizar o teste como ferramenta diagnóstica, no intuito de se 
evitar exames radiológicos.

Trinta anos se passaram desde a implantação do DD como teste auxiliar no diag-
nóstico do TEV e, ao longo desse período, o ensaio demonstrou ter elevada capacida-
de na exclusão dos eventos trombóticos quando utilizado em pacientes que chegam 
ao serviço de emergência. Sua principal limitação é a baixa especificidade em grupos 
especiais de pacientes, como idosos, gestantes e portadores de neoplasias.

CASO CLÍNICO  
Mulher, de 24 anos de idade, comparece ao pronto atendimento com história de 
dor torácica e dispneia há 1 semana, após trauma de tórax. Em seu histórico, rela-
tava uso prévio de contraceptivo oral suspenso há 6 meses, negava viagem prolon-
gada ou intervenção cirúrgica recentes e, também, antecedente tabagismo. Como 
histórico familiar relevante, referia uma prima com morte súbita aos 36 anos por 
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embolia pulmonar maciça. Ao exame físico, temperatura de 37°C, frequência res-
piratória de 20 ipm, frequência cardíaca de 90 bpm e pressão arterial de 110 × 70 
mmHg. A ausculta pulmonar evidenciava roncos bilaterais basais e o exame do ab-
dome estava inalterado. A radiografia de tórax foi normal e o DD (método imuno-
turbidimétrico), de 2.900 ng/mL FEU (unidades equivalentes de fibrinogênio) (até 
500 ng/mL FEU). Foram solicitadas cintilografia de ventilação-perfusão pulmonar 
e ultrassonografia de membros inferiores, que se mostraram igualmente normais. 
Iniciada analgesia e solicitada nova determinação de DD por metodologia imu- 
noenzimática, que revelou resultado de 90 ng/mL (até 500 ng/mL). 

A incoerência de resultados observados entre as metodologias motivou a de-
terminação do fator reumatoide, a qual foi negativa, e a pesquisa de anticorpos, 
heterófilos que revelou a positividade de um subtipo anti-HAMA IgM. Tal abor-
dagem permitiu a exclusão de processo tromboembólico e a paciente recebeu alta 
hospitalar assintomática.

Apesar do valor incialmente elevado dos DD, o histórico clínico, o exame físico 
e os exames de imagem (cintilografia e ultrassonografia) possibilitaram a exclusão 
do evento trombótico e suscitaram a suspeita de possível interferente laboratorial 
na determinação dos DD. A quantificação por metodologia imunoenzimática re-
sultou normal e a investigação dos possíveis fatores envolvidos em uma quantifi-
cação superestimada pela imunoturbidimetria revelou que a paciente apresentava 
anticorpos heterófilos anti-HAMA.
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22 Cuidados pré-analíticos em citometria de fluxo  
para doenças hematológicas

INTRODUÇÃO  
A citometria de fluxo é comumente utilizada para o diagnóstico e o seguimento 
de neoplasias hematológicas, no entanto, também tem aplicações em outras áreas, 
como hemostasia, hemoterapia, imunologia, patologia e reprodução humana. Nes-
te capítulo, discorrer-se-á sobre os cuidados pré-analíticos com os materiais uti-
lizados para a avaliação de doenças hematológicas. O pré-analítico em imunofe-
notipagem também envolve a montagem dos painéis, o modo de processamento 
das amostras, os cuidados com calibração e a padronização do citômetro de fluxo; 
porém, são temas extensos que demandariam um capítulo específico, o que não 
compreende o objetivo desta revisão.

Para as diferentes doenças pesquisadas, podem ser analisados diversos materiais, 
como sangue periférico, aspirado de medula óssea, fragmento de tecidos, líquido 
cefalorraquidiano e demais líquidos biológicos. Cada material tem diferentes espe-
cificidades para transporte, armazenamento e processamento. 

Ao contrário do sangue periférico, a coleta de materiais nobres envolve proce-
dimentos caros, invasivos e, por vezes, desconfortáveis. Esses materiais devem ser 
considerados amostras preciosas para o diagnóstico e ter tratamento diferenciado, 
com visão mais liberal quanto aos critérios de aceitação quando comparados aos 
critérios normalmente adotados por laboratórios clínicos.1 Independentemente 
das condições em que esse tipo de amostra é recebida, deve-se fazer o necessá-
rio para extrair informações úteis de qualquer amostra submetida à análise.1 No 
entanto, todos os materiais recebidos em condições não ideais devem ser identifi-
cados e o laudo precisa informar as condições em que a amostra foi recebida e as 
possíveis interferências.1-3
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IDENTIFICAÇÃO  
As amostras devem ser identificadas antes ou imediatamente após a coleta. A iden-
tificação deve conter pelo menos duas informações que permitam individualizar 
o paciente, a data e a hora da coleta.4,5 Quando mais de uma amostra do mesmo 
paciente for enviada ao laboratório, deve-se descrever o local de coleta de cada 
amostra na identificação.5 É imprescindível enviar o material ao laboratório com 
um pedido médico que informe a indicação do exame e se o paciente foi subme-
tido recentemente a químio ou imunoterapia.5 Sem essas informações, pode haver 
comprometimento quanto à definição do painel e, consequentemente, à qualidade 
da informação gerada pelo exame.

ANTICOAGULANTES  
Todos os materiais biológicos – as células vivas em particular – começam a dete-
riorar no momento em que são retirados do corpo.6 A escolha do anticoagulante 
influenciará do desempenho do teste e na estabilidade da amostra.6 Essa escolha 
depende do tipo de amostra, da indicação do exame, do transporte e do armazena-
mento a que será submetida.5 

Para sangue periférico, o etilenodiamino tetra-acetato (EDTA), a heparina sódi-
ca ou o ácido citrato dextrose (ACD) podem ser utilizados.5 Se a mesma amostra 
de sangue periférico também for empregada para realização de hemograma e con-
tagem diferencial, o EDTA deve ser o anticoagulante de escolha.4,5

Para o aspirado de medula óssea, a heparina representa o anticoagulante de 
escolha para a maior parte das indicações clínicas e deve ser obrigatoriamente 
utilizada se a mesma amostra for encaminhada para citogenética.4,5 Se a coleta for 
realizada em EDTA, o aspirado pode ser utilizado para citometria de fluxo, mas 
não para citogenética.4,5 O ACD não é apropriado para aspirado de medula óssea, 
já que, se a proporção entre o volume de amostra e de anticoagulante não estiver 
correta, pode haver alteração de pH e redução da viabilidade celular.5

A escolha do anticoagulante pode interferir na estabilidade da amostra. Os gra-
nulócitos começam a apresentar apoptose após 6 horas quando armazenados em 
EDTA ou em ACD; entretanto, há maior estabilidade e menos células apoptóticas 
quando armazenados em heparina.7 

SOLUÇÕES PARA PRESERVAÇÃO  
O uso de soluções estabilizantes para preservação celular deve ser validado pelo 
laboratório antes da implementação em sua rotina. Essas soluções fixam as células 
e podem provocar alterações de tamanho e complexidade celular, modificar a ex-
pressão de antígenos e mascarar epítopos.5,6 As soluções estabilizantes devem ser 
utilizadas se a estabilidade da amostra não for longa suficiente para o seu transpor-
te do local de coleta para o laboratório. 
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CONDIÇÕES DE ARMAZENAMENTO E TRANSPORTE  
Em geral, as amostras devem ser enviadas ao laboratório imediatamente após a 
coleta.1,4 Todas devem ser processadas o mais rapidamente possível, sobretudo 
aquelas que contêm células neoplásicas com alto índice proliferativo, aspirado de 
medula óssea de pacientes com mieloma ou de pacientes submetidos a químio ou 
radioterapia.5

A integridade de amostras de sangue periférico e aspirado de medula óssea é 
mantida quando armazenados à temperatura ambiente (18 a 25°C).2-5 Líquido 
cefalorraquidiano, linfonodos e fragmentos de tecidos devem ser armazenados 
refrigerados entre 2 e 8°C.4 Se a amostra não for líquida, deve ser mantida em lí-
quido isotônico (meio de cultura ou soro fisiológico) para evitar desidratação.1,2 É 
importante que a temperatura seja controlada, monitorada e registrada durante o 
transporte e na chegada ao laboratório.

Temperaturas diferentes desse intervalo podem interferir na expressão de antí-
genos. Manter a amostra armazenada a 37°C acelera a apoptose de neutrófilos com 
consequente redução da expressão de CD16.7 Neutrófilos de amostras preparadas 
a 4°C expressam menos CD35 e CD11b do que aqueles preparados à temperatura 
ambiente.7 Portanto, deve-se ter cuidado ao analisar amostras refrigeradas duran-
te o armazenamento e processadas à temperatura ambiente, já que essa mudança 
pode provocar ativação de neutrófilos e modificar a expressão de antígenos.7 

O tempo-limite para armazenamento depende do tipo de amostra,1 das condi-
ções de armazenamento1 e da indicação do exame. Sangue periférico e aspirado de 
medula óssea coletados em heparina apresentam estabilidade de 48 a 72 horas para 
a maior parte das indicações clínicas,1,3,5 EDTA por 48 horas5 e ACD por 72 horas.5 

Os meios de transporte atuais e a logística de envio via aérea possibilitam que 
as amostras cheguem a qualquer laboratório de referência em até 48 horas após 
a coleta; entretanto, atrasos podem fazer com que esse intervalo chegue a 72 a 96 
horas. Como citado anteriormente, amostras de materiais nobres, como aspirado 
de medula óssea, biópsia de lesão ou material coletado antes do início de quimio-
terapia, não devem ser rejeitadas mesmo se recebidas após esse prazo, mas essa 
condição deve ser reportada no laudo.1-3,5

LÍQUIDO CEFALORRAQUIDIANO, L ÍQUIDOS  
CAVITÁRIOS,  MATERIAL DE ASPIRADO POR  
AGULHA FINA E FRAGMENTOS DE TECIDO  
Em geral, amostras de líquido cefalorraquidiano são hipocelulares e têm baixa es-
tabilidade para análise por citometria de fluxo. A viabilidade declina rapidamente, 
e a morte celular começa a ocorrer em menos de 1 hora após a coleta. Essas amos-
tras devem ser transportadas à temperatura ambiente e processadas o mais rapida-
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mente possível.8 Em razão da baixa estabilidade, recomenda-se que seja coletado 
em volume igual ou maior de meio de cultura celular ou em volume adequado de 
soluções comerciais para preservação celular.4,5,8 O uso do meio de cultura RPMI 
possibilita que o líquido cefalorraquidiano seja processado em até 18 horas quan-
do armazenado a 4°C; com o uso do Transfix® (Cytomark™, Reino Unido), a amos-
tra pode ser armazenada por 48 a 72 horas a 4°C.8 O médico-assistente deve ser 
orientado ao fato de que essas soluções são adequadas apenas na imunofenotipa-
gem. Caso haja solicitação de outros exames no líquido cefalorraquidiano, devem 
ser coletados em recipientes diferentes.

Líquidos cavitários devem ser coletados em tubo seco ou com anticoagulante 
EDTA, heparina ou ACD.5 Caso o líquido esteja contaminado por sangue periférico, 
deve-se dar preferência à coleta em tubo com anticoagulante.5 Material de aspirado 
por agulha fina deve ser transportado em soluções comerciais para preservação. 

Líquidos biológicos são materiais nobres e, em geral, com baixa celularidade. 
Idealmente, devem ser coletados no mínimo 5 mL;4 porém, muitas vezes, isso não é 
possível e o laboratório precisa fazer todo o esforço para extrair informações úteis 
de qualquer volume de amostra que receber.

As amostras de tecido devem ser acondicionadas em frasco estéril e imersas em 
volume suficiente de meio adequado de transporte, preferencialmente meio de cul-
tura celular, enquanto a amostra é transportada para o laboratório de citometria de 
fluxo.4,5 Se possível, o tecido (incluindo medula óssea) deve ser picotado antes do 
transporte, para aumentar a exposição das células ao meio de cultura.5

ESTUDO DE PLAQUETAS  
A citometria de fluxo pode auxiliar no diagnóstico de diversas doenças plaquetá-
rias. No entanto, a avaliação da ativação plaquetária in vivo deve ser realizada de 
maneira cuidadosa, pela facilidade de ocorrer ativação plaquetária in vitro.9 

Para estudos de ativação plaquetária, procedimentos estandardizados devem ser 
estabelecidos para a coleta sanguínea, a fim de evitar ativação in vitro durante a 
coleta e o processamento da amostra.9

A maior parte dos investigadores sugere utilizar citrato como anticoagulante 
para o estudo de plaquetas.9 Para a avaliação da ativação plaquetária, as amostras 
devem ser processadas em 15 a 30 minutos após a coleta.9 Para análise imunofeno-
típica de antígenos de superfície, Mody et al. demonstraram não haver alteração na 
intensidade de expressão de CD41a e CD42b em até 48 horas de armazenamento.9 
Um estudo ainda não publicado realizado em nosso laboratório confirmou a esta-
bilidade de CD41 em 48 horas de armazenamento, demonstrou que o CD42a e o 
CD61 apresentam a mesma estabilidade e que há perda não significativa de inten-
sidade de expressão de CD42b nesse mesmo período de armazenamento.



279

Não há vantagem em fixar amostras com paraformaldeído para análise de pla-
quetas. A fixação impede a ativação plaquetária e, consequentemente, não permite 
posterior análise funcional das plaquetas.9 Além disso, a amostra fixada deve ser 
diluída ou lavada em até 30 minutos para minimizar os efeitos adversos do formal-
deído na expressão antigênica das plaquetas.9 

RECEBIMENTO DO MATERIAL
No ato do recebimento do material, é importante avaliar as condições da amostra. 
Coágulos e hemólise podem comprometer a qualidade do exame. Materiais nobres 
(aspirados de medula óssea, líquidos cavitários e fragmentos de tecido) não de-
vem ser rejeitados. Esses materiais precisam ser processados, analisados cuidado-
samente e suas condições subótimas e possíveis interferências relatadas no laudo 
para melhor interpretação clínica. 

Cada laboratório deve manter protocolos específicos que descrevam procedi-
mentos de armazenamento e manipulação das amostras para citometria de fluxo.1

CASOS CLÍNICOS  
Caso clínico 1  
Paciente do sexo masculino, 33 anos de idade. Procurou atendimento médico 
com quadro de febre há 2 dias, adinamia e pequenos sangramentos. Exame físi-
co demonstra palidez cutaneomucosa, equimose, taquicardia e extremidades mal 
perfundidas. Exames laboratoriais iniciais evidenciam pancitopenia, lactato desi-
drogenase acima de três vezes o limite superior da normalidade e funções renal e 
hepática normais. Com a hipótese diagnóstica de leucemia aguda, o hematologista 
assistente realiza punção de medula óssea, coleta 3 mL de aspirado de medula 
óssea em tubo com EDTA e o envia ao laboratório para estudo imunofenotípico.

O laboratório recebe a amostra 2 horas após a coleta e confirma que o transpor-
te ocorreu à temperatura ambiente. Após verificar o pedido médico com hipótese 
diagnóstica informada, realizou-se marcação de painel de triagem para definir li-
nhagem de possível leucemia aguda. Foram obtidos os gráficos demonstrados na 
Figura 1. 

Os gráficos da análise demonstram que há marcação inespecífica para todos os 
antígenos pesquisados. A partir desse achado e da correlação com a morfologia 
demonstrada em mielograma, concluiu-se que as células estavam em processo de  
apoptose, o que, em correlação com achados clínicos, resultou no diagnóstico  
de necrose medular. 

A necrose medular representa um achado raro e de mau prognóstico, geralmen-
te secundária a neoplasias hematológicas da linhagem linfoide ou à infiltração de 
medula óssea por neoplasia não hematológica.10 Nesse caso, apesar de os cuidados 
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FIGURA 1 Gráfico de análise da amostra. Verifica-se marcação inespecífica para 
antígenos da linhagem mieloide (MPO), linfoide B (cCD79a) e linfoide T (CD7).
Fonte: arquivo do autor.

pré-analíticos terem sido seguidos adequadamente, a condição clínica do paciente 
impossibilitou que a amostra chegasse ao laboratório em condições para análise 
imunofenotípica.
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Caso clínico 2  
Paciente de 66 anos com diagnóstico recente de leucemia mieloide aguda apresen-
tou sangramento em sistema nervoso central (SNC). Após estabilização clínica, foi 
realizada punção lombar para avaliação de infiltração neoplásica em SNC. Con-
forme recomendado, foram coletados 2 mL de líquido cefalorraquidiano em tubo 
com Transfix®, e a amostra foi refrigerada e transportada imediatamente ao labo-
ratório. A análise demonstrou líquido cefalorraquidiano hipercelular, com 70% de 
blastos mieloides (Figura 2A). 

A equipe médica assistente optou por realizar tratamento quimioterápico intra-
tecal e repetir o exame após 3 semanas. A nova amostra chegou ao laboratório 6 
horas após a coleta, foi armazenada em tubo de transporte sem fixador e transpor-
tada à temperatura ambiente. Apesar das condições não ideais, optou-se por rece-
ber e processar a amostra por tratar-se de material nobre. A análise demonstrou 
líquido cefalorraquidiano extremamente hipocelular, composto exclusivamente 
por linfócitos maduros (Figura 2B). 

FIGURA 2 Gráficos de análise das amostras de líquido cefalorraquidiano. A. Primeira 
amostra com população de blastos (roxo), granulócitos (laranja) e linfócitos (azul). B. 
Segunda amostra com pequena população de linfócitos.
Fonte: arquivo do autor.

As diferentes condições de armazenamento e transporte podem ter interferi-
do no resultado das análises. A primeira amostra foi coletada e transportada de 
maneira ideal para manter viabilidade celular e evitar resultado falso-negativo.  
A segunda amostra não foi armazenada com fixador, tendo sido recebida pelo la-
boratório apenas 6 horas após a coleta. Desse modo, não se pode saber se a ausên-
cia de células neoplásicas nessa amostra decorreu do tratamento realizado ou de 
interferências pelas condições pré-analíticas não ideais. As condições de recebi-

A B
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mento da amostra e a possível interferência no resultado foram relatadas no laudo 
para possibilitar uma melhor interpretação clínica.

Caso clínico 3  
Paciente de 70 anos, em acompanhamento hematológico com suspeita de mielo-
ma múltiplo. Realiza punção de medula óssea: 2 mL do aspirado foram enviados 
ao laboratório de citometria para pesquisa de plasmócitos clonais. A amostra foi 
transportada à temperatura ambiente, recebida pelo laboratório 5 horas após a co-
leta e processada imediatamente. A análise demonstrou 2,08% de plasmócitos com 
expressão monoclonal de cadeia leve kappa. Para a identificação dos plasmócitos, 
foi selecionada população celular com expressão de CD38 e CD138 (Figura 3A).

Após a confirmação diagnóstica de mieloma múltiplo, o paciente foi submetido 
à poliquimioterapia com boa resposta clínica. Seis meses após o último ciclo de 
quimioterapia, em um sábado à tarde, o paciente procurou novamente atendimen-
to médico com quadro de febre e indisposição. O hemograma demonstrou pan-
citopenia e a equipe médica optou por realizar punção de medula óssea naquele 
mesmo dia. Amostra de aspirado de medula óssea foi coletada em tubo com anti-
coagulante EDTA, mantida à temperatura ambiente e encaminhada ao laboratório 
na segunda-feira, mais de 24 horas após a coleta. Após o recebimento, foi ime-
diatamente processada. A análise demonstrou 17% de plasmócitos com expressão 
monoclonal de cadeia leve kappa. Durante a análise, notou-se que a população de 
plasmócitos mantinha expressão forte de CD38; porém, houve perda da expressão 
de CD138 (Figura 3B).

De posse desses resultados, a equipe médica assistente decidiu reiniciar o tra-
tamento. Dessa vez, optou-se como tratamento de segunda linha a associação de 
quimioterapia com anticorpo anti-CD38. Houve melhora clínica e resolução da 
pancitopenia. Após nove ciclos do tratamento, foi realizada nova punção de me-
dula óssea para pesquisa de doença residual. Foram coletados em EDTA 2 mL 
de aspirado de medula óssea, transportados no mesmo momento, à temperatu-
ra ambiente, ao laboratório de citometria. No pedido médico encaminhado com 
a amostra, havia descrição do protocolo de tratamento realizado. A amostra foi 
processada logo após o recebimento. A análise demonstrou 0,9% de plasmócitos 
com expressão monoclonal de cadeia leve kappa. Durante a análise, notou-se que 
os plasmócitos mantinham a expressão de CD138; porém, não havia expressão de 
CD38 em nenhuma célula analisada (Figura 3C).

A citometria de fluxo pode ser utilizada como auxiliar no diagnóstico de mielo-
ma múltiplo e para pesquisa de doença residual em sangue periférico e aspirado de 
medula óssea.2 In vitro, os plasmócitos são frágeis e podem se deteriorar em pouco 
tempo após a coleta.11 As amostra podem ser coletadas em EDTA ou heparina –  
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a coleta em EDTA é preferível, já que a heparina pode causar redução na inten-
sidade de expressão de CD138.2,3 Como visto no exemplo apresentado, o tempo 
de armazenamento pode reduzir a viabilidade da amostra e provocar a perda de 
expressão de CD138 pelos plasmócitos (Figura 3B).11

O uso de anticorpos monoclonais para o tratamento de mieloma múltiplo é 
uma nova opção terapêutica. Esses anticorpos podem impedir a detecção por imu-
nofenotipagem dos antígenos a eles ligados: o daratumumab e o isatuximab impe-
dem a avaliação de CD38 (Figura 3C); o indatuximab ravtensine pode interferir na 
detecção de CD138.2 O emprego desses anticorpos fez com que se iniciasse uma 
busca de novos marcadores para detecção de plasmócitos, como CD54, CD229, 
CD269 e CD319.2,12

FIGURA 3 Análise dos plasmócitos. A. Plasmócitos apresentam expressão forte de 
CD38 e CD138. B. Plasmócitos com expressão de CD38, sem expressão de CD138. C. 
Plasmócitos com expressão de CD138; nota-se que não há expressão de CD38 nas 
células analisadas.
Fonte: arquivo do autor.
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23 Líquido cefalorraquidiano

O líquido cefalorraquidiano (LCR) é um fluido com alto potencial diagnóstico 
pela existência de biomarcadores para doenças neurológicas, principalmente por 
sua proximidade das estruturas cerebrais e da medula espinal. É coletado por meio 
de procedimento médico, principalmente por punção lombar, mas também, em 
menor escala, por punção subocciptal e por aspiração ventricular. Esse procedi-
mento deve seguir critérios específicos para evitar falta de volume e amostras ina-
dequadas, além de minimizar possíveis interferentes de análise

Os principais erros laboratoriais relacionados à análise do LCR ocorrem na fase 
pré-analítica do processo laboratorial. Todo processo de análise do LCR deve ser 
estudado e compreendido por todos colaboradores para que tais fatores sejam mi-
nimizados e o potencial de diagnóstico do LCR, preservado.

Os laboratórios responsáveis pela análise do LCR devem ter um alto rigor no 
processo laboratorial e buscar a excelência em qualidade.

A identificação errada de pacientes, o transporte inadequado da amostra ou o 
uso de tubo incorreto para a coleta compreendem fatores passíveis de ocorrer em 
qualquer tipo de laboratório. Tais situações devem ser tratadas como não confor-
midades e consideradas para o aprendizado de todos os integrantes da equipe de 
colaboradores. A não identificação desses fatores ou a não correção sistemática 
desses erros implicam o não seguimento das boas práticas laboratoriais.

Deve-se estimular o uso de ferramentas para diminuir erros pré-analíticos, 
como a FMEA (failure mode and effects analysis – “Análise de modo e efeito de 
falha”), que visa compreender e analisar riscos, suas causas, suas possíveis fontes e 
suas consequências. Com a FMEA, pode-se determinar os riscos mais frequentes 
no laboratório e evitar a falha antes do evento.
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Há fatores in vitro que influenciam a composição da amostra e, consequente-
mente, sua análise, podendo ser divididos em: (1) fatores relacionados à coleta da 
amostra; (2) fatores relacionados ao processamento inicial; e (3) fatores relaciona-
dos às condições de armazenamento. A padronização desses fatores é de extrema 
importância para se obter uma qualidade analítica consistente em que os resulta-
dos sejam precisos e reprodutíveis.

FATORES RELACIONADOS À COLETA DE AMOSTRAS  
A punção para a coleta de LCR lombar deve ser realizada por médico especializado. 
São vários os objetivos dessa especialização: (1) realizar a correta interpretação do 
pedido feito pelo médico solicitante; (2) realizar a discussão do caso do paciente 
com a finalidade de orientar possíveis novos diagnósticos ou exames não conheci-
dos ou não solicitados; (3) realizar a técnica de punção perfeita a fim de minimizar 
a coleta traumática e, consequentemente, o aumento de eritrócitos na amostra (eri-
trócitos na amostra prejudicam a análise e, muitas vezes, diminuem a sensibilidade 
diagnóstica); e (4) dominar o conhecimento sobre as contraindicações da coleta. 

Contraindicações para realização de punção lombar  
A punção lombar (PL) é um procedimento de baixo risco. Contudo, devem ser 
observadas suas potenciais contraindicações visando prevenir eventuais complica-
ções. As contraindicações devem ser interpretadas dentro do contexto de cada caso. 
Para tanto, é imprescindível uma análise das condições clínicas do paciente antes 
de realizar o procedimento. As situações clínicas que merecem especial atenção 
nesse sentido são descritas a seguir. 

Hipertensão intracraniana  
A herniação cerebral constitui o maior risco relacionado à PL, podendo ocorrer 
em pacientes com hipertensão intracraniana (HIC). Dessa maneira, recomenda-se 
a realização de neuroimagem, como a tomografia computadorizada, em pacientes 
com potencial risco de HIC. Os sinais que podem indicar HIC são redução do 
nível de consciência e sinais neurológicos focais, como hemiparesia, afasia, hemia-
nopsia, papiledema, crise convulsiva, além de antecedentes de imunodepressão ou 
neoplasia. O risco de herniação é mais acentuado entre os pacientes com lesões 
cerebrais expansivas focais, sendo necessário avaliar mais cuidadosamente esses 
casos antes da PL. Pacientes com suspeita de meningite, sem lesões expansivas 
focais à neuroimagem, devem ser submetidos à PL mesmo quando da suspeita de 
HIC. Pacientes com HIC que tenham indicação absoluta ao exame do LCR podem 
ser submetidos a medidas para reduzir a pressão intracraniana imediatamente an-
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tes da PL, incluindo o uso de manitol intravenoso (1 a 1,5 g/kg) e hiperventilação, 
reduzindo-se a PCO2 entre 26 e 30 mmHg. 

Risco de sangramento  
A PL pode estar associada a risco de sangramento, que varia de um acidente de 
punção, com aumento da quantidade de hemácias na análise do LCR, até um 
hematoma espinal, com sintomas como dor, fraqueza em membros inferiores e 
alterações esfincterianas, decorrentes de compressão da medula e/ou das raízes 
nervosas. Habitualmente, as complicações hemorrágicas sérias ocorrem em pa-
cientes com algum distúrbio preexistente de coagulação, incluindo as condições 
hematológicas e o uso de medicações anticoagulantes. 

Condições hematológicas cursando com trombocitopenia aumentam o risco 
de sangramento à PL, especialmente quando a taxa de plaquetas está abaixo de 
50.000/mL. Distúrbios de coagulação, particularmente quando a INR (razão nor-
malizada internacional) estiver acima de 1,5, também aumentam tal risco. Tais 
condições devem preferencialmente ser corrigidas antes que se proceda à PL.

Outra preocupação se dá com relação aos pacientes em uso de medicamentos 
anticoagulantes e/ou antiagregantes plaquetários, cada vez mais frequentes atu-
almente. Seu uso deve ser interrogado antes que se proceda à PL. Em pacientes 
com indicação eletiva de exame de LCR e baixo risco cardiovascular, normal-
mente pode-se suspender tais medicações até a realização da PL. Uma exceção 
corresponde ao ácido acetilsalicílico, cujo uso não se associa a aumento signifi-
cativo de risco de sangramento e que, por isso, não necessita ser suspenso. Quan-
do a PL é de urgência, ou seja, quando a condição neurológica em investigação 
requer um exame de LCR de imediato, deve-se proceder à coleta, pois o risco 
da patologia de base suplanta os riscos de hemorragia relacionados à punção. 
Quando a PL é eletiva e o paciente tem alto risco cardiovascular, deve-se proce-
der de maneira individualizada de acordo com a medicação em uso, as recomen-
dações a seguir e a Tabela 1: 

• Clopidogrel: considerar a possibilidade de substituí-lo por ácido acetilsalicílico. 
Em caso de dupla antiagregação, avaliar a possibilidade de aguardar o momento 
de retirada do clopidogrel para realização da punção; 

• Heparina: no caso de heparina não fracionada, aguardar 6 horas após a última 
dose. Nos pacientes em uso de heparina de baixo peso molecular, aguardar 24 
horas após a última dose.
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TABELA 1 Recomendações para procedimento de punção lombar em pacientes em 
uso de anticoagulantes orais

Situação do 

paciente

Conduta na  

emergência
Conduta eletiva

Varfarina 

(Marevan® ou 

Coumadin®)

Alto risco 

trombótico
Realizar PL

Substituir varfarina (terapia 

de ponte) 5 dias antes da PL

Função renal 

normal

Substituir por heparina BPM terapêutica  

e realizar PL 12 horas após a última dose

Função renal 

prejudicada

Substituir por heparina não fracionada terapêutica e 

realizar PL 6 horas após a última dose

Baixo risco 

trombótico

Considerar reverter 

rapidamente o efeito  

da varfarina e realizar  

PL assim que o  

INR for ≤ 1,5 

Descontinuar varfarina 5 

dias antes da PL

Novos 

anticoagulantes 

orais

(Dabigatran –  

Pradaxa®, 

Rivaroxaban –  

Xarelto®, 

Apixaban –

Eliquis®)

Alto risco 

trombótico

Realizar PL 

(adiar 1 dia se possível)

Substituir (terapia de ponte) 

por pelo menos 1 dia com 

função renal normal e 3 

dias com função renal 

comprometida

Função renal 

normal

Substituir com heparina BPM terapêutica e  

realizar PL 12 a 24 horas após a última dose

Função renal 

prejudicada

Substituir com heparina não fracionada terapêutica  

e realizar PL 6 horas após a última dose

Baixo risco 

trombótico

Executar PL

(adiar um dia se 

possível)

Interromper por 1 dia se 

função renal normal e 3 dias 

com insuficiência renal

BPM: baixo peso molecular; INR: razão normalizada internacional; PL: punção lombar.

Abscesso epidural  
A meningite é uma complicação extremamente rara da PL e facilmente passível 
de prevenção com medidas básicas de prevenção de contaminação. Contudo, em 
pacientes com abscesso epidural, a PL pode disseminar bactérias para o espaço 
subaracnóideo, provocando meningite. Portanto, em pacientes com suspeita de 
abscesso epidural ou qualquer outra condição infecciosa envolvendo a coluna 
lombossacra, deve-se proceder à investigação com ressonância magnética e afastar 
tais condições antes de realizar a PL.
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COLETA DE LCR
A PL e a coleta de LCR devem seguir algumas recomendações:

• O uso de agulha de calibre mais fino é mais bem tolerada pelos pacientes e possi-
bilita a diminuição de uma das principais complicações da punção, denominada 
cefaleia pós-punção, além de reduzir o risco de presença de eritrócitos. Aproxi-
madamente 20% das punções lombares apresentam contaminação por células de 
sangue (eritrócitos) e alguns biomarcadores podem apresentar-se como falso-

-positivos em casos com grande “acidente de punção”, como as reações de ELISA 
e VDRL para sífilis. Além disso, patologias como as leucemias podem apresentar 
blastos na corrente sanguínea e uma punção traumática é capaz de resultar em 
um exame de citologia oncótica com resultado falso-positivo;

• O volume de amostra coletada influencia a concentração de biomarcadores, a 
presença de células neoplásicas, a realização de determinados exames e uma 
possível repetição confirmatória desses exames. Muitas substâncias e células 
presentes no LCR têm gradiente de concentração craniocaudal. Se um volume 
pequeno é retirado, este representará somente a composição do LCR lombar/
saco dural. Se uma amostra com 2 mL for comparada com outra amostra com 
15 mL, esta última será muito mais fidedigna do LCR total e a análise da primei-
ra pode promover resultados equivocados. Além disso, a sequência de retirada 
da amostra do paciente pode influenciar a análise. Os primeiros 2 mL devem ser 
utilizados para a análise básica do LCR, enquanto o restante reunido e aliquo-
tado no laboratório para o restante da análise. Não há relação direta entre volu-
me de LCR coletado e cefaleia pós-punção. O local da punção deve ser sempre 
documentado em razão do gradiente de concentração craniocaudal. A análise 
de um LCR ventricular ou um LCR subocciptal apresenta valores de referência 
diferentes dos de um LCR lombar; 

• O uso de tubos apropriados para a coleta de LCR manufaturados com o mate-
rial polipropileno também é um fator pré-analítico importante, pois essa subs-
tância apresenta baixo potencial de ligação com as proteínas. Nenhum aditivo 
deve ser utilizado nos tubos e os tubos devem dispor de uma rosca para melhor 
vedação. O emprego de tubos com o reativo estabilizador de antígenos celulares 
(TRANSFIX®) previne a degeneração e a perda celular no LCR utilizado para a 
metodologia de citometria de fluxo (imunofenotipagem). Em pacientes com ne-
oplasias hematológicas (leucemias e linfomas), a imunofenotipagem é um mé-
todo preciso e sensível de diagnóstico de infiltrações no sistema nervoso central. 
O uso do tubo com TRANSFIX® previne a degeneração celular e aumenta a 
sensibilidade de detecção de malignidade por citometria de fluxo;
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• O horário de retirada da amostra pode influenciar na análise do LCR; porém, 
ainda existem poucos estudos a respeito desse tema. A padronização da retirada 
da amostra ainda é uma operação complicada, pois não se consegue realizar um 
estudo com um grupo-controle de coleta em diferentes horários do dia. Portan-
to, deve-se seguir as necessidades clínicas de cada caso, e não necessariamente 
uma rotina fixa de horário de coleta;

• A coleta de soro pareada à coleta de LCR é essencial em determinados casos. 
Alguns autores a sugerem em doenças infecciosas para a determinação da imu-
noprodução intratecal. Hoje, isso ainda é discutível. Os exemplos de coleta pare-
ada utilizados atualmente são o estudo da barreira hematoencefálica (índice de 
albumina), o estudo da imunoprodução intratecal (índice de IgG) e o estudo das 
bandas oligoclonais essenciais nos critérios de diagnóstico da esclerose múltipla 
e no diagnóstico de doenças desmielinizantes. O índice de albumina tem como 
interferentes o estado nutricional do paciente, a doença hepática e os estados de 
proteinúria com as doenças renais.

ARMAZENAMENTO DO LCR 
O armazenamento e a temperatura ideal de amostra pré-analítica ainda são con-
siderados assuntos que necessitam de mais estudos. Em um estudo recente, a es-
tabilidade de parâmetros de citologia e bioquímica (proteína, glicose e lactato) 
mantidos em temperaturas diferentes (4°C, 23°C e 35°C) foi analisada, com dife-
rentes tempos de armazenamento: T0 (chegada no laboratório); T1 – 1 hora após 
a chegada; T2 – 2 horas após a chegada; e os subsequentes T3 – 3 horas, T4 – 4 
horas, T12 – 12 horas, T24 – 24 horas e T48 – 48 horas. De acordo com a análi-
se estatística, não houve variação significativa nas concentrações de proteína e 
glicose até 48 horas. Quanto ao parâmetro lactato, ele manteve-se estável até 12 
horas. Com relação à citologia, houve tendência de queda na média da contagem 
de todos os grupos celulares avaliados (contagem global: leucócitos e hemácias; 
contagem diferencial: neutrófilos, eosinófilos, linfócitos, monócitos, plasmócitos 
e macrófagos). A variação, no entanto, somente foi estatisticamente significativa 
após 12 horas. Os dados obtidos sugerem que as amostras de LCR permanecem 
relativamente estáveis nos seus parâmetros nas primeiras 12 horas. Contudo, de-
ve-se sempre estimular a rápida chegada da amostra ao ambiente de análise, em 
condições pré-analíticas aceitáveis.

MANIPULAÇÃO DAS AMOSTRAS DE LCR 
• Centrifugação: a padronização de centrifugação deve seguir parâmetros deter-

minados. Para a rotina normal do LCR com a realização do quimiocitológico, 
a rotação deve ser de 2.000 rotações por minuto por 10 minutos. Quando há 
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necessidade de preservar as células do rompimento causado pela centrifuga-
ção, a rotação deve ser lenta (400 rotações/minuto em 10 minutos). Se houver a 
necessidade de rompimento da célula e exposição de DNA, a rotação deve ser 
mais vigorosa. Após a centrifugação, deve-se dividir o sobrenadante em alíquo-
tas e armazená-lo imediatamente. Se houver a necessidade de análise imediata, 
é preciso documentar o tempo de processamento. O processamento dentro de 
2 horas para o LCR é o ideal e não produz resultados errôneos; porém, para 
a análise do soro, apenas 30 minutos de processamento provocam resultados 
divergentes, principalmente para proteínas, amostras utilizadas para espectro-
metria de massas e biomarcadores;

• Alíquotas: as alíquotas de LCR devem ser tratadas com extremo cuidado. Ci-
clos de congelamento e descongelamento precisam ser evitados. Cada ciclo de 
congelamento e descongelamento pode afetar em 7% o nível proteico ou um 
biomarcador, como o peptídeo beta-amiloide. Mesmo sem estudos mais pre-
cisos e específicos para cada substância estudada, os ciclos de congelamento e 
degelo devem ser restritos e sempre registrados. O volume das alíquotas deve 
seguir a rotina do laboratório. Volumes pequenos de 0,5 a 1 mL são os mais 
recomendados para os padrões operacionais. O uso de códigos de barra em 
cada tubo e etiquetas à prova de congelamento evitam amostras perdidas e 
incrementam a velocidade dos procedimentos laboratoriais. A procura de 
amostras torna-se mais eficiente e a privacidade dos pacientes é mantida segura;

• Congelamento: o armazenamento das amostras congeladas deve ser realizado de 
acordo com o tipo de análise. Imunoglobulinas têm grande estabilidade quando 
armazenadas em temperatura de –20°C. O exame de bandas oligoclonais pode 
ser realizado em amostra congelada após 6 meses. Entretanto, biomarcadores, 
como a cistatina C, não apresentam estabilidade na temperatura de –20°C e, 
portanto, devem ser armazenadas em temperaturas de –80°C. Os freezers devem 
ser controlados por alarme e o laboratório dispor de um plano de contingência 
para intercorrências no local de armazenamento. A temperatura do freezer deve 
ser registrada diariamente. As alíquotas de uma mesma amostra precisam ser 
dispostas em freezers diferentes e, idealmente, deve sempre se dispor de um free-
zer vazio. A localização da alíquota da amostra também influencia a velocidade 
da rotina laboratorial. Em um sistema baseado em dois eixos, um numérico e 
outro com letras, para facilitar a localização das alíquotas. Esse sistema deve ser 
semelhante a uma soroteca e funcionar como um depósito/banco de LCR.

INTERFERENTES NA ANÁLISE DO LCR 
Na análise do LCR, existem diversos interferentes em potencial. Na Biologia Mole-
cular, particularmente na reação de PCR (polymerase chain reaction ou reação em 
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cadeia da polimerase) para o vírus herpes em casos de encefalite, os interferentes 
mais importantes são: (1) o uso de heparina; (2) amostra com hemólise em pun-
ções traumáticas; e (3) processos inflamatórios bacterianos e fúngicos. Na pesquisa 
do Enterovírus, é fundamental o congelamento imediato da amostra, o que confere 
maior estabilidade na análise e sensibilidade no método.

Os exames para diagnóstico de neurocriptococose também estão sujeitos a di-
versos interferentes. A pesquisa de antígenos para Cryptococcus sp. por aglutina-
ção em partículas de látex apresenta resultado falso-positivo na presença de fator 
reumatoide positivo (interferente mais frequente), reação cruzada com Trichospo-
ron, contaminação, presença de tumores e meningites crônicas. As reações falso-

-negativas podem ocorrer quando de baixos títulos de antígenos, na presença de 
imunocomplexos, na ocorrência de efeitos prozona (ocorrência de altos títulos de 
antígenos) e nas infecções por Cryptococcus sp. com pouca ou nenhuma cápsula.

CASO CLÍNICO 
Paciente de 42 anos, obesa, chega ao pronto-socorro com quadro de cefaleia.  
O exame neurológico é normal. A tomografia de crânio não mostrou anormali-
dades. Foram solicitados PL e exame de LCR, sendo a punção de grande dificul-
dade técnica em razão da obesidade. O LCR coletado apresenta-se ligeiramente 
hemorrágico e sua análise mostra 10 leucócitos (60% polimorfonucleares e 40% de 
linfomononucleares) e 10.148 hemácias íntegras. Glicose, proteína e lactato esta-
vam com valores dentro da faixa de referência. As hemácias estão íntegras e, após 
centrifugação, o LCR apresenta-se límpido e incolor.

As questões que se colocam são: 

1. Trata-se de uma hemorragia meníngea ou de um acidente de punção? 
2. De que forma a presença de sangue pode interferir na análise do LCR?

Com relação à primeira questão, trata-se de um acidente de punção, pois o LCR está 
límpido e incolor após centrifugação e pelo fato de as hemácias estarem íntegras. Essa 
definição é importante, pois evita a realização de exames desnecessários de neuroima-
gem, como a arteriografia cerebral, que estaria indicada no caso de uma hemorragia 
meníngea. Quanto à segunda questão, é importante levar em conta que o sangue pode 
conter interferentes que prejudicam determinadas análises, como biomarcadores de  
doenças neurodegenerativas, pesquisas imunológicas (anticorpos) e de PCR. 
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24 Tempo de protrombina (TP) e tempo de tromboplastina 
parcial ativada (TTPa)

A avaliação adequada da hemostasia primária e secundária, bem como a investi-
gação de doenças hemorrágicas e trombóticas, faz-se por meio de testes de maior 
relevância, abrangentes e eficientes, indispensáveis para um bom diagnóstico. En-
tre eles, estão o tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa) e o tempo de 
protrombina (TP), os mais utilizados como testes de triagem e que se caracterizam 
como de grande acuidade na avaliação pré-operatória, exigindo maior atenção e 
interesse dos profissionais encarregados de sua execução e interpretação. Podem 
ser empregados para pacientes que serão submetidos a intervenções cirúrgicas, in-
vestigação de distúrbios hemorrágicos e monitoramento de medicações; no entan-
to, a execução de uma metodologia inadequada interferirá no resultado do exame 
e na conduta médica. 

As variáveis pré-analíticas se referem a todos os fatores que afetam a qualidade 
da amostra antes do início do teste, consistindo em uma fase mais suscetível a 
erros pelo fato de a maioria de seus processos não ser automatizada, envolvendo 
atividades manuais.

A amostra que chega ao laboratório e passa pelo processo analítico deve refle-
tir o que está acontecendo no paciente. A observação das variáveis pré-analíticas 
nos testes de coagulação é extremamente importante para se obter confiabilida-
de e qualidade em todos os resultados dos testes. É muito importante conhecer 
as situações que podem afetar a qualidade da amostra antes do início dos testes, 
tornando-se indispensável o conhecimento do preparo do paciente, da coleta, do 
transporte e da manipulação das amostras, sempre seguindo procedimentos deter-
minados e validados pelo laboratório.

Os resultados de coagulação sofrem grande influência das variáveis pré-ana-
líticas, principalmente da coleta. Os problemas mais comuns incluem coleta de 
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sangue de uma infusão intravenosa, aplicação do torniquete por mais de 1 minuto 
(pode causar hemoconcentração), punção venosa lenta (o que pode ativar a coa-
gulação) e uma agulha de calibre estreitamente inadequada (provocando coagu-
lação ou hemólise da amostra). O preenchimento inadequado do tubo de coleta 
resulta em uma relação anticoagulante-sangue incorreta, propiciando resultados 
imprecisos. A proporção de sangue coletado em citrato de sódio deve ser de uma 
parte de anticoagulante para nove partes de sangue. Para doentes com hematócrito 
muito baixo ou alto (p. ex., hemólise grave ou policitemia mal controlada), podem 
ser necessários tubos especialmente preparados com um volume apropriado de 
anticoagulante (ou volumes de sangue rigorosamente medidos, calculados a par-
tir do hematócrito, coletados em tubos-padrão) para assegurar uma proporção 
correta de anticoagulante-sangue. A maioria dos tubos é calibrada para coletar  
2,7 mL de sangue total em 0,3 mL de citrato de sódio a 3,2% (0,109 M) para dar um 
volume final de 3 mL e uma relação de sangue total-anticoagulante de 9:1. Quando 
o hematócrito excede 0,55 (55%), o volume plasmático reduzido requer uma di-
minuição no volume de anticoagulante usado para manter a proporção adequada. 
Deve-se, por isso, ajustar o volume de citrato pela fórmula:

C = (1,85 × 10-3) (100 – HCT) (V sangue)

Em que:

• C = volume de citrato;
• HCT = hematócrito do paciente;
• V = volume de sangue adicionado (se o tubo for de 5 mL, então o volume será 

4,5 mL).

Para hematócritos abaixo de 30%, não há informações disponíveis que susten-
tem a recomendação específica.

O sangue deve ser preferencialmente coletado diretamente de uma veia periféri-
ca. Para a coleta com seringa agulhada, deve-se retirar a agulha antes de adicionar 
o sangue pelas paredes do tubo aberto. Jamais perfurar a tampa do tubo com a 
agulha para passagem do sangue. 

Em algumas ocasiões, principalmente em crianças e pacientes idosos, pode ser 
necessário coletar amostras de acessos venosos totalmente implantados. Nos casos 
de acessos venosos totalmente implantados e salinizados, 2 volumes do espaço intra-
luminal do dispositivo utilizado devem ser desprezados, antes da coleta de amostras 
para testes de hemostasia. Quando for utilizada outra forma de acesso venoso, pri-
meiro lava-se o acesso infundindo solução fisiológica a 0,9% e, depois, coletam-se  
6 volumes de espaço intraluminal, descartados antes da coleta das amostras.
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Após a coleta, a homogeneização dos tubos deve ser feita por inversões, de 3 a 
5 vezes; não se deve homogeneizar tubos de citrato vigorosamente, sob o risco de 
ativação plaquetária e interferência nos testes de coagulação. Além disso, a falha 
na homogeneização propicia a formação de microcoágulos.

É muito importante conhecer os medicamentos que o paciente usa, dada a gran-
de quantidade de medicações que interferem nos resultados; quando possível, é in-
dicada sua substituição ou suspensão após o consentimento do médico do paciente.

O fumo deverá ser evitado no dia da coleta do sangue e se recomenda jejum mí-
nimo de 4 horas para adultos e crianças e 2 horas para lactantes, considerando que 
a concentração de lipídios pode interferir nos tempos de coagulação e no sistema 
de detecção do coágulo quando da utilização de equipamentos de coagulação de 
leitura óptica.

Um paciente confuso, sem pulseira de identificação ou nomes semelhantes de 
pacientes diferentes também caracterizam fontes de erro pré-analítico. As amos-
tras também podem ser rotuladas erroneamente, especialmente se retiradas de vá-
rios pacientes, de uma só vez, para posterior rotulagem. 

A exposição de amostras ao excesso de calor pode causar desnaturação das pro-
teínas plasmáticas, o que resulta na formação de micropartículas de proteína. 

Estudos recentes demonstraram que atrasos de mais de 6 horas entre a coleta 
e o processamento de INR (razão normalizada internacional) ou amostras de TP 
podem causar mudanças significativas (ou seja, > 10%) nos valores medidos. Uma 
longa viagem de carro causa agitação mecânica e também pode contribuir para 
resultados inadequados.

Quanto ao processamento da amostra de plasma, a centrifugação deverá ser 
realizada à temperatura ambiente. No entanto, algumas centrífugas são capazes 
de aumentar a temperatura interior no processo de centrifugação. Desse modo, 
recomenda-se o emprego de centrífugas com monitoramento de temperatura.

Para os testes de TP e TTPa, é necessário utilizar o plasma pobre em plaque-
tas (PPP), com contagem plaquetária inferior a 10.000 plaquetas/mm3, devendo 
ser centrifugadas por aproximadamente 3.500 rpm por 15 minutos à temperatura 
ambiente e não exceder a 25°C. Após a centrifugação, essas amostras poderão ser 
mantidas à temperatura ambiente por até 4 horas. 

Se não houver a possibilidade de realizar esses testes em um período de 4 horas, 
as amostras podem ser aliquotadas em tubo plástico, material que pode ser arma-
zenado a –35°C ou menos, o que proporciona a ele uma validade de vários anos.  
O armazenamento a –20°C não é indicado. 

Amostras para controle de heparina não fracionadas devem ser centrifugadas 
em até 1 hora após a coleta em razão da liberação do fator plaquetário 4 (presen-
te nas plaquetas com função neutralizadora de heparina) e realizar o TTPa em 
até 4 horas.
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Ciclos de congelamento e descongelamento repetidos podem afetar o nível de 
fatores da coagulação, como uma redução na atividade do VWF:CB e nos níveis de 
FXII. O congelamento-descongelamento também pode produzir microvesículas 
de membranas ricas em fosfolipídios a partir do dano de plaquetas, conseguindo, 
então, mascarar a presença de um anticoagulante lúpico.

Existem fatores específicos do paciente que precisam ser investigados, sobretudo 
a história clínica do paciente (como a investigação de sangramentos) e a pesquisa 
sobre o uso de medicações, como ácido acetilsalicílico ou mesmo anticoagulantes 
(p. ex., heparina), que podem causar alterações no resultado por interferirem no 
processo normal de coagulação. 

Diversas variáveis   fisiológicas podem estar associadas a certos fatores do pa-
ciente, em sua maioria fora do controle do laboratório, embora conhecê-los torna-
rá possíveis os ajustes para eliminar seu efeito ou a interpretação adequada, como 
ajustar faixas de referência ou alterar técnicas de manipulação de amostras.

A atividade física, em que o esforço físico pode aumentar a atividade de algumas 
enzimas, o jejum ou a dieta também são capazes de interferir nos resultados, assim 
como fármacos com efeito fisiológico ou e/ou por interferência analítica. 

Outros estados fisiológicos, como a gravidez, podem afetar componentes 
da coagulação (nesse caso, aumento dos níveis de fator VIII e do fator de von  
Willebrand, fibrinogênio, queda nos níveis de proteína S e, muitas vezes, uma que-
da ligeira na contagem de plaquetas).

Em recém-nascidos, os níveis dos fatores de coagulação dependentes da vita-
mina K são reduzidos, atingindo os valores adultos apenas aos 6 meses de idade, 
aproximadamente. 

Altos níveis de bilirrubina ou lipídios podem resultar em plasma turvo, capaz de, 
por sua vez, interferir nas medições de densidade óptica usadas para determinar 
os pontos finais de alguns testes. 

Hemólise na amostra talvez seja uma das principais fontes de erros laboratoriais. 
A princípio, uma amostra com hemólise deve ser descartada, a menos quando ine-
rente ao paciente (p. ex., em casos em que o paciente foi submetido à circulação 
extracorpórea, uma nova coleta não eliminará a hemólise). A lise das hemácias 
promove a liberação de líquido intracelular para o meio extracelular, diluindo os 
fatores de coagulação, além de expor componentes intracelulares e de membrana 
que podem ativar a coagulação sanguínea. Como resultado, a presença de hemó-
lise pode tanto encurtar quanto prolongar os testes de coagulação. Deve-se consi-
derar ainda que, dependendo do grau da hemólise, pode ocorrer interferência na 
detecção do coágulo por sistema óptico. 

As novas tecnologias para análises de exames de coagulação já disponibilizaram 
aos laboratórios novos meios para a detecção automática de hemólise, icterícia e 
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lipemia. Esses índices podem ser úteis para controlar a qualidade e a necessidade 
de novas coletas. Quando as condições de uma amostra impossibilitam sua análise, 
o laboratório torna-se responsável por comunicar o problema para o médico ou 
paciente e solucionar essa questão da melhor maneira possível (p. ex., coletar o 
exame em outro momento ou alertar em nota as condições da amostra explicando 
as possíveis alterações que aquele interferente pode causar).

É importante que todas as manutenções dos analisadores automatizados 
estejam em conformidade, garantido um ambiente limpo, livre de interferentes 
físicos ou agentes contaminantes que possam interferir nas análises das amostras. 

A observação dos controles de qualidade, comercial ou não, passados diaria-
mente pelos colaboradores do laboratório, deve seguir procedimentos bem estabe-
lecidos. Esta é uma parte fundamental envolvendo o controle de qualidade para a 
consistência nos resultados que serão liberados. De acordo com o comportamento 
dos controles, faz-se uma avalição quanto à necessidade ou não de uma verificação 
do exame a ser realizado (p. ex., troca de um reagente em uso por perda de esta-
bilidade ou contaminação) ou até mesmo uma nova calibração. Esse tipo de ava-
liação acarreta a liberação ou a rejeição das análises após a análise dos resultados 
das amostras-controle, a fim de garantir que o processo de análise do teste esteja 
funcionando corretamente e que possíveis erros com o equipamento ou com os 
reagentes não venham a refletir em um resultado errado do exame.

Os reagentes utilizados para TP e TTP possibilitam a determinação quantitativa 
manual ou automática de ambos. Cuidados tomados com os reagentes de trabalho, 
como o seu preparo, temperatura de armazenamento, estabilidade dentro do ana-
lisador e prazo de validade, devem sê-lo de acordo com as instruções do fabricante. 
Em geral, os reagentes devem ser armazenados a temperaturas inferiores a 0°C e, 
após reconstituição, entre 2 e 8°C por tempo determinado de acordo com a bula do 
reagente, mantidos bem fechados para evitar evaporação ou contaminação.

O TP mede a via extrínseca e é utilizado para o controle de pacientes que fazem 
uso de anticoagulante oral, avaliação hepática e distúrbios da coagulação. Os re-
sultados são expressos em INR para corrigir a variabilidade de resultados entre os 
laboratórios. Os erros pré-analíticos, com aumento do TP em segundos, ocorrem 
por uso de substâncias como corticosteroides, ácido etilenodiamino tetra-acético 
(EDTA), contraceptivos orais, asparaginase, antibióticos, álcool, heparinas, varfari-
nas. Já os anti-histamínicos, o butabarbital, a cafeína, o fenobarbital e a vitamina k,  
podem diminuir o TP.

O TTPa mede a via intrínseca da coagulação, importante no diagnóstico das 
hemofilias e no monitoramento do uso de heparina não fracionada (HNF), e em 
deficiências de fatores, principalmente VIII, IX, XI e XII e pré-calicreína. A reação 
utiliza a cefalina, cálcio e um ativador (ácido elágico ou sílica). O resultado do 
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TTPa pode apresentar valores aumentados em segundos frente ao uso de contra-
ceptivos orais, estrógenos, cumarínicos, heparina e asparaginases.

Os erros pré-analíticos sempre existirão; porém, podem ser minimizados por 
meio de estratégias de controle de qualidade. Com os objetivos de reduzir os erros 
e aumentar a segurança nos processos pré-analíticos, faz-se necessário implan-
tar atividades que visam à formação, educação e cultura de todos os profissionais 
envolvidos nos processos de obtenção e manipulação de amostras biológicas. É 
importante que se busque avaliar como os profissionais devem realizar as suas ati-
vidades, não mais atribuindo os erros às pessoas, e sim aos processos que podem 
provocar determinada falha na obtenção de um resultado.
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25 Eletroforese de proteínas

INTRODUÇÃO  
“Eletroforese” é um termo abrangente que se refere à migração de solutos ou par-
tículas de qualquer tamanho em um meio, sob a influência de um campo elétrico.  
O primeiro método de eletroforese utilizado para estudar proteínas foi o de solução 
livre desenvolvido por Tiselius em 1937, técnica que separava as proteínas séricas em 
quatro componentes, com a fração alfa-1 incompletamente separada da albumina.

A eletroforese proteica por zonas refere-se à migração das moléculas de pro- 
teínas, geralmente em um meio de suporte poroso (como o gel de agarose), de modo 
que cada zona proteica é separada das zonas vizinhas por uma área livre. As zonas 
são visualizadas por meio de coloração específica e produzem um traçado, chamado 
eletroferograma, que pode, então, ser digitalizado e quantificado utilizando-se um 
densitômetro. Essa técnica pode ser utilizada para separação de proteínas no soro, na 
urina, no líquido cefalorraquidiano (LCR), além de outros fluidos biológicos.

Mais recentemente, com a técnica de eletroforese capilar (EC) foi possível  
realizar a separação eletroforética em capilares com diâmetros internos reduzidos, 
variando de 20 a 75 mcm, resultando em um alto poder de resolução, velocidade 
de separação e capacidade de análise de pequenos volumes.

A eletroforese de proteínas séricas (EPS) produz um traçado com cinco regiões 
distintas (albumina, alfa-1-globulinas, alfa-2-globulinas, betaglobulinas e gama-
globulinas), estando cada uma delas associada a uma ou mais proteínas (Figura 1).

A imunofixação de proteínas ou imunoeletroforese compreende um método 
imunoquímico de grande utilidade, frequentemente utilizado de maneira com-
plementar à eletroforese convencional. Esse método possibilita a caracterização de 
um eventual componente monoclonal, pois utiliza-se da técnica de eletroforese em 
gel de agarose somada à adição de antissoros específicos anticadeias pesadas (IgG, 
IgA e IgM) e anticadeias leves (kappa e lambda). Após coloração, nos casos em que 
há um componente monoclonal, ele pode ser identificado por meio de uma banda 
restrita identificável correspondente à(s) imunoglobulina(s) envolvida(s).
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CONSIDERAÇÕES TÉCNICAS  
Interferências analíticas afetam a maioria das tecnologias disponíveis, desde en-
saios enzimáticos até a cromatografia. As técnicas de eletroforese de proteínas (e, 
também, de imunofixação) não são exceção – tanto o gel de agarose quanto os mé-
todos baseados em capilares estão sujeitos a uma série de interferentes. Dessa ma-
neira, alguns aspectos técnicos precisam ser observados, conforme descrito a seguir. 

Amostragem  
Para alcançar um equilíbrio adequado entre sensibilidade e resolução, a quantida-
de de proteína aplicada ao suporte eletroforético deve ser ideal. Como a albumina 
é 10 vezes mais concentrada no soro do que a menor fração, as alfa-1-globulinas, 
a quantidade de soro aplicada deve evitar sobrecarga com albumina, mas ainda 
precisa ser adequada para quantificar a alfa-1-globulina. Para separar as proteínas 
no soro utilizando-se eletroforese em gel de poliacrilamida, aplicam-se, em geral,  
3 mcL de soro contendo, aproximadamente, 210 mcg de proteína total. Espécimes 
de urina requerem concentração de 50 a 100 vezes e/ou tempo de aplicação pro-
longado, e o LCR pode ou não exigir concentração, dependendo da coloração utili-
zada. Falhas nessas observações técnicas podem promover padrões eletroforéticos 
cujas interpretações ficam prejudicadas.

Descontinuidades na aplicação da amostra  
Descontinuidades na aplicação da amostra podem ser causadas por (1) aplica-
dores sujos, (2) absorção desigual ou (3) bolha de ar (se a amostra for pipetada).  

FIGURA 1 Traçado eletroforético demonstrando as regiões de albumina, α1, α2, β e γ.
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A ponta da pipeta deve ser verificada quanto a bolhas de ar antes de a amostra ser 
aplicada ao molde de gel de agarose.

Taxas de migração desiguais  
A migração desigual de amostras pela largura do gel pode ser causada, por exem-
plo, por eletrodos sujos, que podem resultar na aplicação irregular do campo elé-
trico. Os géis devem ser mantidos na horizontal durante o armazenamento para 
evitar irregularidades. Géis armazenados muito perto de fontes de calor (p. ex., so-
bre uma luminária) podem ter áreas desiguais em virtude de secagem inadvertida, 
contribuindo para problemas semelhantes.

BANDAS INCOMUNS OU ATÍPICAS  
De modo geral, pode-se classificar esses interferentes como decorrentes de fatores 
endógenos (ou seja, naturais ou relacionados à fisiopatologia da doença) ou de 
compostos exógenos, na forma de medicamentos e/ou terapias.

Interferentes endógenos  
Fibrinogênio  
A glicoproteína fibrinogênio compreende o substrato da trombina, sendo clivada 
em fibrina para formar o coágulo de fibrina na etapa final da cascata de coagula-
ção. Normalmente, o fibrinogênio não está presente em amostras de soro. Porém, 
quando existem problemas pré-analíticos, como dificuldade de coleta ou inade-
quada separação do soro, ele pode estar inadequadamente presente na amostra, 
além de, eventualmente, em pacientes com distúrbios da coagulação. Ainda, pode 
ser encontrado quando uma amostra de plasma é erroneamente fornecida em vez 
de soro. Quando se realiza a EPS nessas amostras, o fibrinogênio migra para a 
região entre beta e gama e pode ser mal interpretado como uma imunoglobulina 
monoclonal. Nesses casos, a imunofixação auxilia na elucidação do problema, pois, 
nessa técnica, não se detecta a presença de proteína monoclonal. Na prática diag-
nóstica, o reconhecimento oportuno desse fenômeno é importante para evitar que 
se classifique erroneamente uma banda atípica nessa região como uma proteína 
monoclonal. Embora não seja realizada rotineiramente na prática diagnóstica, a 
imunofixação com anticorpos antifibrinogênio fornece uma prova sólida de que 
a banda é, de fato, fibrinogênio. Como recomendação geral, os laboratórios que 
realizam eletroforese de proteínas devem estar cientes desse artefato potencial (fi-
brinogênio), utilizando a imunofixação para confirmar a anormalidade observada.  
A imunofixação também é muito útil para detectar outros tipos de artefatos e deve 
ser amplamente utilizada para confirmação de qualquer anormalidade observada 
pela EPS ou pela eletroforese de proteínas na urina.
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Hemólise  
A hemólise é uma interferência comum, encontrada em muitos testes laboratoriais. 
O termo “hemólise” refere-se à ruptura das células vermelhas do sangue (hemácias), 
causando liberação do conteúdo citoplasmático no soro ou plasma e podendo afe-
tar os testes de várias maneiras. Os dois principais mecanismos de interferência 
são a interferência espectral de altas concentrações de hemoglobina e a liberação 
de substâncias presentes no interior das hemácias, já que estas apresentam concen-
trações relativamente elevadas de hemoglobina, potássio, magnésio, ferro, fosfato, 
lactato desidrogenase e aspartato aminotransferase (AST). Assim, qualquer grau 
de hemólise aumenta artificialmente esses analitos no soro ou no plasma. A he-
mólise é facilmente reconhecida visualmente ou, de preferência, usando índices 
séricos, que indicam de modo automático amostras hemolisadas e fornecem resul-
tados mais consistentes do que a inspeção visual individual. 

Pode-se dividir a hemólise em causas pré-flebotomia (in vivo) ou durante a flebo-
tomia (in vitro). As primeiras são muito numerosas e incluem agentes microbianos, 
pré-eclâmpsia, anemias hemolíticas (p. ex., doença falciforme e anemia hemolítica 
autoimune), entre outros. Causas in vitro geralmente resultam da ruptura mecâ-
nica pela utilização de tamanhos incorretos de agulha para a coleta (força de ci-
salhamento), sucção excessiva ou armazenamento prolongado da amostra. Além 
disso, existem condições que tornam as hemácias mais frágeis, como o aumento 
da rigidez da membrana em neonatos, aumento da fragilidade dos eritrócitos em 
pacientes idosos hospitalizados ou aqueles em tratamento quimioterápico. 

Independentemente da causa da hemólise, a liberação do conteúdo citoplasmá-
tico das hemácias afeta diretamente a EPS, na qual complexos de hemoglobina 
aparecem como pequenas bandas nas regiões alfa-2 e beta. Essas bandas adicionais 
podem ser erroneamente interpretadas como proteínas monoclonais, um erro de 
análise facilmente evitado identificando-se amostras hemolisadas antes da inter-
pretação e/ou realizando-se a imunofixação para confirmar a presença de qualquer 
banda anômala. De modo geral, as hemólises não impedem a identificação de ga-
mopatias monoclonais eventualmente existentes, mas há uma questão quantitativa 
a ser considerada, já que as frações alfa-2 e beta podem estar falsamente elevadas 
pela hemólise. Naqueles laboratórios que optam por quantificar proteínas mono-
clonais nas regiões alfa-2 ou beta, há um risco maior de erro ao se reportarem 
valores falsamente elevados em razão da existência de complexos de hemoglobina.

Tal como acontece com outros tipos de interferências, a consciência de que o 
fenômeno pode ocorrer e seus possíveis efeitos sobre os resultados dos testes são 
as chaves para a resolução de eventuais problemas. De modo geral, orienta-se re-
jeitar amostras hemolisadas. No entanto, em alguns poucos casos, a hemólise pode 
persistir, mesmo após a recoleta de nova(s) amostra(s). Nessas situações, a inter-
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pretação deve levar em consideração a presença e o efeito da hemólise no material 
e em qual região ela interfere, ou seja, que pode ocasionar uma falsa elevação nas 
frações alfa-2 e beta do traçado.

Interferentes exógenos  
Contrastes radiológicos  
Com o desenvolvimento da EC, um novo tipo de interferência surgiu. Como 
a EC se baseia na detecção de ligações peptídicas via luz ultravioleta a 200 nm, 
agentes radiopacos, que absorvem no mesmo comprimento de onda, podem 
eventualmente ser detectados. Assim, quando uma amostra de sangue é coleta-
da logo após a realização de uma injeção de contraste radiológico, podem ocor-
rer um pico adicional, distorção, modificação ou aumento de uma fração, simu-
lando a existência, por exemplo, de um componente monoclonal. Numerosos 
agentes radiopacos já foram descritos, interferindo na fração alfa-2-globulina ou 
menos frequentemente na fração beta-2-globulina. Nesses casos, é importante  
realizar a imunofixação do material, que descartará a presença de componente 
monoclonal. Outra opção, menos conveniente, é a realização da eletroforese em 
gel de agarose, em que não se observa a interferência por meio de contraste radio-
lógico. Para evitar tal interferência, os médicos devem estar cientes de que imagens 
usando contrastes devem ser feitas após a coleta de sangue. Essa recomendação 
é especialmente importante em unidades de hematologia (p. ex., hospitais-dia e 
centros oncológicos), onde casos de discrasias plasmáticas são mais observados  
e imagens radiológicas são frequentemente necessárias.

Antifúngicos e antibióticos  
A 5-fluorocitosina (5-FC) é uma medicação antifúngica que pode ser utilizada no 
tratamento de infecções por cândida e na criptococose. Recentemente, demons-
trou-se que essa medicação pode interferir na EPS simulando um componente 
monoclonal, situado no fim da fração de gamaglobulinas. Essa interferência ocor-
re principalmente naqueles pacientes com hipogamaglobulinemia e insuficiência 
renal. Mais uma vez, a realização da imunofixação é fundamental para descartar a 
real presença de componente monoclonal.

Vários antibióticos também podem produzir picos adicionais na EC. A ceftriaxo-
na, por exemplo, pode induzir um pequeno pico na fração pré-albumina, quando 
da coleta da amostra logo após a administração do medicamento. Como a migra-
ção se dá na fração pré-albumina, essa interferência não será confundida com uma 
proteína monoclonal, mas deve ser conhecida por aqueles que interpretam os resul-
tados da EPS. Similarmente, o sulfametoxazol pode produzir um pequeno pico em 
concentrações terapêuticas, mais perto do pico de albumina do que a ceftriaxona. 
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Piperacilina associada ao tazobactam também pode induzir um aumento adicional 
entre a fração alfa-2-beta-1-globulina, o que, nesse caso, pode-se resultar na sus-
peita do surgimento de um componente monoclonal. Essas interferências são mais 
prováveis de ocorrer quando da coleta de amostras de sangue muito próximas à 
infusão do medicamento, especialmente no contexto de insuficiência renal em que 
o clearance destes e de outros medicamentos está diminuído.

Terapias monoclonais  
As terapias monoclonais têm uma longa e fascinante história, começando com a 
descoberta dos hibridomas por Milstein e Köhler na década de 1970. Posterior-
mente, o desenvolvimento da produção de anticorpos monoclonais resultou na 
possibilidade que eles fossem utilizados na terapêutica. Embora as terapias mo-
noclonais tenham existido por várias décadas, foi apenas após os ensaios clínicos 
com siltuximab (no final dos anos 2000) para o tratamento do mieloma múltiplo 
que tais terapias foram reconhecidas como uma potencial interferência com a ele-
troforese de proteínas e imunofixação. Com o recente, notável e contínuo desen-
volvimento de anticorpos monoclonais para o tratamento das discrasias de células 
plasmáticas, existem vários medicamentos com a capacidade de interferir nas aná-
lises de EPS e imunofixação durante várias semanas após a terapia. Medicamen-
tos como o siltuximab, o daratumumab e o elotuzumab (todos anticorpos mono-
clonais IgG kappa) podem aparecer como uma pequena proteína M, geralmente 
em concentrações até 1 g/L, quando utilizados em doses terapêuticas habituais.  
O aparecimento dessas novas proteínas M nos testes é relevante apenas se causar 
investigações adicionais desnecessárias ou a incorreta conclusão de que a terapia 
em curso tem sido menos efetiva. Em geral, a principal preocupação com esses 
tratamentos corresponde à classificação errônea da resposta da doença. Pacientes 
com uma pequena banda monoclonal em virtude da terapia monoclonal, em parti-
cular, podem ser erroneamente classificados como tendo uma resposta parcial em 
oposição à resposta completa. Dessa maneira, o International Myeloma Working 
Group modificou os critérios de resposta, levando em conta a presença de interfe-
rência da terapia monoclonal. Considerando esses dados, o risco de interferência 
depende de vários elementos, como o isotipo da proteína M, o padrão de migração 
eletroforética, a resposta alcançada e a concentração sérica alvo do medicamento 
de acordo com a fase de tratamento. Atualmente, a maioria das experiências com 
terapias de anticorpo monoclonal para tratamento do mieloma múltiplo vem dos 
medicamentos daratumumab e elotuzumab. Isso tem particular relevância para pa-
cientes com proteína monoclonal do subtipo IgG kappa ou cadeia leve kappa livre. 
Nesses doentes, a comigração do anticorpo terapêutico e da proteína M maligna 
pode dificultar a avaliação da correta concentração da proteína M. Esses pacien-
tes correm o risco de serem classificados como apresentando resposta parcial em 
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vez de completa pela presença de componente monoclonal, que pode ser derivado 
do medicamento. O elotuzumab e o daratumumab têm meia-vida média de 4,6 e  
9 dias, respectivamente. O risco de interferência também depende da frequência da 
administração durante o tratamento – ele é mais elevado quando a infusão é sema-
nal ou quinzenal (fases de indução e consolidação) e bem mais reduzido quando o 
tratamento é administrado, por exemplo, a cada 2 meses (tratamento de manuten-
ção). Dessa maneira, a interferência dessas medicações nos testes pode ser limitada 
pelo planejamento da próxima análise de proteína M por meio da solicitação de 
eletroforese e da imunofixação tão longe da administração da medicação quanto 
possível. Do ponto de vista prático, isso coincide com as novas amostras de san-
gue sendo coletadas imediatamente antes da próxima dose do medicamento. Para 
superar a interferência do daratumumab ao avaliar a resposta ao tratamento, a co-
migração do daratumumab e da proteína M maligna do subtipo IgG kappa pode 
ser mitigada pelo ensaio Hydrashift 2/4 Daratumumab (Sebia, Paris, França). Este 
se baseia na utilização de um anticorpo contra o daratumumab, que altera a migra-
ção desse medicamento durante a eletroforese de modo que a imunofixação con-
segue determinar se se trata de uma proteína M patológica ou decorrente do uso 
da medicação. Atualmente estão em investigação soluções similares para mitigar a 
interferência de outros anticorpos monoclonais. Em circunstâncias normais, o pico 
observado na eletroforese em decorrência do medicamento é de baixa concentra-
ção e não excede 0,10 g/dL. De todo modo, é muito importante que o laboratório 
tenha acesso aos medicamentos que o paciente está utilizando para auxiliar na li-
beração dos laudos de eletroforese/imunofixação, independentemente se a proteína 
M patológica inicial é IgG kappa, kappa livre ou outra. Sabe-se que, no entanto, 
essa informação nem sempre está disponível. Assim, recomenda-se manter estreito 
contato com a equipe médica solicitante, de modo a analisar com cuidado aqueles 
casos em que há o aparecimento de um novo pico IgG kappa após o tratamento ou 
concomitância na migração da proteína M patológica, quando o valor desta pode 
estar superestimado.

Em um futuro próximo, provavelmente novas tecnologias possam resolver a 
questão da interferência da terapia monoclonal completamente. Uma possibili-
dade promissora consiste no emprego da tecnologia de espectrometria de massas 
para identificação destas e de outras imunoglobulinas, cada qual com a sua “assi-
natura” específica, o que resolveria por completo essa questão.

CONCLUSÃO  
A eletroforese e a imunofixação de proteínas são testes que, assim como outros, 
estão sujeitos a muitos diferentes tipos de interferências. A conscientização de que 
como esses métodos funcionam e o conhecimento de seus potenciais interferentes 
são fundamentais para a elaboração e a interpretação dos laudos.
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CASO CLÍNICO  
Paciente do sexo feminino, 59 anos, com antecedente de mieloma múltiplo IgG 
lambda com migração na região de gamaglobulinas, está realizando seguimento 
laboratorial. Apresenta a eletroforese descrita na Figura 2 e na Tabela 1.

Albumina

1 2

α
1

α
2

β γ

FIGURA 2 Eletroforese das proteínas séricas.

TABELA 1 Método: eletroforese por capilaridade

Resultado (g/dL, %) Valores de referência (g/dL, %)

Albumina 4,02 (61,5) 3,50 a 4,85 (54,0 a 60,0)

Alfa-1 globulinas 0,21 (3,2) 0,22 a 0,43 (3,4 a 5,3)

Alfa-2 globulinas 0,55 (8,4) 0,55 a 1,08 (8,4 a 13,3)

Beta-1 globulinas 0,43 (6,5) 0,32 a 0,54 (4,9 a 6,6)

Beta-2 globulinas 0,31 (4,7) 0,24 a 0,54 (3,6 a 6,6)

Gama globulinas 0,41 (6,2) 0,74 a 1,75 (11,4 a 21,6)

Comp. monoclonal (1) 0,50

Comp. monoclonal (2) 0,10 

Total 6,53 6,50 a 8,10

Rel. albumina/globulina 1,6 0,9 a 2,0
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Nesse caso, apareceu uma segunda proteína M na região de gamaglobulinas que 
não era observada em eletroforeses anteriores. Então, realizou-se imunofixação da 
amostra, que revelou o componente monoclonal (1) como IgG lambda e o compo-
nente monoclonal (2) como IgG kappa.

Assim sendo, o laboratório deve estar atento, pois um novo pico monoclonal 
não observado em eletroforeses anteriores pode corresponder, por exemplo, ao 
aparecimento de um novo clone. No entanto, existe também a possibilidade de 
essa paciente estar recebendo anticorpo monoclonal terapêutico (daratumumab), 
conhecido interferente do traçado eletroforético. Ao entrar em contato com a 
equipe médica, verificou-se que a paciente estava fazendo uso da medicação da-
ratumumab para tratamento do mieloma múltiplo. Por fim, pode-se confirmar a 
suspeita de que o segundo pico monoclonal decorre do medicamento por meio da 
aplicação do ensaio Hydrashift, no qual a ligação de anticorpos antidaratumumab 
ao medicamento acarretará no desaparecimento do componente monoclonal (2) 
observado na imunofixação.
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26 Fatores pré-analíticos e interferentes  
no diagnóstico molecular

INTRODUÇÃO  
O diagnóstico molecular representa o segmento da medicina laboratorial respon-
sável pela detecção, pela tipagem e pela quantificação de ácidos nucleicos aplicados 
à genética, ao câncer e às doenças infecciosas. Os ácidos nucleicos em questão 
incluem o DNA genômico humano, o DNA tumoral e fetal livre circulante, o DNA 
e o ácido RNA virais, e as fusões de RNA mensageiros. 

Para que a detecção, a tipagem e a quantificação dessas moléculas possam ser 
usadas como ferramentas de triagem, diagnóstico ou estratificação de risco na me-
dicina laboratorial, é necessário garantir a acurácia e a precisão das análises de 
modo que realmente reflitam a condição clínica do paciente. 

Como a fase analítica geralmente é muito bem avaliada pelos fabricantes de 
testes ou pelas equipes de pesquisa e desenvolvimento de métodos in house, a fase 
pré-analítica, exclusiva de cada laboratório, pode ser a origem de erros ou falhas.

Assim, é necessário conhecer o tipo de ácido nucleico avaliado, sua comparti-
mentalização, suas causas de degradação e os interferentes intrínsecos dos dife-
rentes tipos de materiais biológicos para uma efetiva neutralização dos possíveis 
efeitos da fase pré-analítica sobre as análises. 

O tipo de ácido nucleico torna-se relevante porque DNA e RNA têm estabilida-
des diferentes que refletem suas diferenças químicas e estruturais. É preciso saber 
se no material biológico dos pacientes o ácido nucleico alvo do ensaio encontra-se 
dentro ou fora de compartimentos, como membrana plasmática, parede celular, 
vesículas ou capsídeos. A quantidade e os tipos de nucleases (enzimas que degra-
dam ácidos nucleicos) variam de espécime para espécime, tornando-se necessário 
neutralizá-las, limitá-las ou, no mínimo, conhecer seus efeitos e avaliar seus im-
pactos sobre o resultado dos testes. 
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Além disso, cada espécime tem diferentes tipos e classes de substâncias que, se 
inadvertidamente introduzidos nas reações enzimáticas subsequentes à extração 
de ácidos nucleicos, inibem tais reações, tornando-se, assim, interferentes. 

Em tempo, é preciso atentar-se ao fato de que cada uma das variáveis supracita-
das é única para cada tipo de material biológico passível de ser analisado no setor 
de diagnóstico molecular (sangue total, plasma, soro, urina, saliva, fezes, esperma 
e outros). 

Contudo, existem formas e artifícios capazes de estabilizar os ácidos nucleicos 
mitigando os efeitos dessas variáveis pré-analíticas. Tais artifícios, somados às mo-
dernas técnicas de purificação de DNA e RNA, possibilitam que os exames de diag-
nóstico molecular alcancem seu propósito como ferramentas de triagem, diagnós-
tico ou estratificação de risco na genética, no câncer e nas doenças infecciosas. 

FATORES QUE INFLUENCIAM A  
ESTABILIDADE DOS ÁCIDOS NUCLEICOS  
Estrutura e composição química  
As características químicas e estruturais dos ácidos nucleicos influenciam direta-
mente sua estabilidade. O DNA é formado por duas fitas polinucleotídicas comple-
mentares, cujo açúcar do esqueleto carbônico é a desoxirribose e não se degrada 
com o calor. O RNA é formado por uma fita polinucleotídica, cujo açúcar do es-
queleto carbônico é a ribose e se degrada com o calor, principalmente na presença 
de íons divalentes.1 O grupamento hidroxila no carbono 2’ da ribose torna o RNA 
mais reativo que o DNA. A desoxirribose apresenta um hidrogênio na posição 
equivalente.2,3 A maior exposição das bases nitrogenadas nas estruturas secundá-
rias formadas pelo RNA o torna mais suscetível aos ataques enzimáticos. O DNA, 
por sua vez, tem bases mais protegidas na dupla hélice, havendo um espaço mí-
nimo para ataques enzimáticos.4-6 Assim, as análises envolvendo o DNA sofrem 
menos interferência de variáveis pré-analíticas.

Compartimentos  
As RNAses são ubíquas nos materiais biológicos.7 Assim, não se espera encontrar 
RNA livre em espécimes laboratoriais. O que torna o RNA estável nos materiais 
biológicos é sua compartimentação dentro dos capsídeos virais8 ou exossomos9,10 

ou sua constante produção dentro das células.11,12 

A detecção e a quantificação de RNA virais são possíveis em razão da proteção 
do capsídeo.13 Encapsular o RNA com proteínas do capsídeo de fagos – simulando 
uma partícula viral – o protege das ribonucleases (RNAses) dos materiais biológi-
cos, sendo esta a estratégia para a construção de diversos controles e calibradores.14 
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Dentro das células, o RNA tem estabilidade variável e diferentes vias de degra-
dação podem ser ativadas durante a adaptação celular a estímulos intrínsecos ou 
extrínsecos.15,16 É preciso atentar-se que as células vivas na amostra ex-vivo podem 
ter sua expressão gênica alterada, o que acontece com os leucócitos no sangue duran-
te seu processamento pré-analítico podendo interferir nos resultados dos exames.17

Por sua vez, o DNA livre na forma de fita dupla (fisiológico) ou simples (sintético) 
é bem mais estável que o RNA nos materiais biológicos. Na prática, isso é observado 
pela existência do DNA livre circulante de origem fetal ou tumoral, alvos dos testes 
pré-natais não invasivos e das biópsias líquidas, respectivamente, ou mesmo o DNA 
circulante fisiológico, oriundo da hematopoese e da morte celular.18-22 Na verdade, a 
maior parte do DNA livre circula associada às histonas do nucleossomo, que dificul-
ta, mas não impede sua degradação pelas DNAses sanguíneas.23 

Os tipos e a concentração das DNAses variam de espécime para espécime. Por 
exemplo, a concentração de DNAses é muito maior na urina do que no sangue.24,25 
A compartimentalização dentro de células, membranas plasmáticas, capsídeos vi-
rais ou exossomos protege o DNA da ação das DNAses. Nesse sentido, enquanto o 
DNA livre de células é escasso e fragmentado na urina,26,27 o DNA da Chlamydia 
trachomatis pode ser detectado por longos períodos após a coleta28 – protegidos 
pela parede celular29 ou pelo corpúsculo elementar.30 O uso de tampões estabili-
zantes pode ser uma alternativa para preservar o DNA em material biológico rico 
em DNAses.31 Na Tabela 1, há um resumo das aplicações do diagnóstico molecular 
e os respectivos materiais biológicos, ácidos nucleicos alvos e compartimentos.

TABELA 1 Aplicações do diagnóstico molecular e os respectivos materiais biológicos, 
ácidos nucleicos alvos e compartimentos

Aplicação Material biológico Ácido nucleico Compartimento

Genética

Mutações germinativas Sangue total DNA genômico Célula eucariótica

NIPT* Plasma DNA fetal Livre/nucleossomos

Câncer

Biópsia líquida Plasma DNA tumoral Livre/nucleossomos

Fusões gênicas Sangue total RNA tumoral Célula eucariótica

Doenças infecciosas

Vírus no sangue Plasma DNA/RNA viral Capsídeo viral

Vírus no sêmen Sêmen DNA/RNA viral Capsídeo viral

Chlamydia trachomatis Urina DNA bacteriano Parede celular/corpo elementar

Clostridium difficile Fezes DNA bacteriano Parede celular

* Triagem pré-natal não invasiva. 



313

DNAses  
Têm papel fisiológico importante na apoptose, na necrose e no clearance de áci-
dos nucleicos fisiológicos e exógenos.32,33 Em cooperação com as proteases, essas 
enzimas são essenciais para eliminação das células mortas e, consequentemente, 
para homeostase dos tecidos e resolução da inflamação.34 Falhas nos mecanismos 
de eliminação de DNA do organismo (DNAses, metabolização renal e hepática) 
estão associadas à patogênese de doenças autoimunes, como o lúpus eritematoso 
sistêmico.35 

DNase I é a principal enzima capaz de degradar o DNA encontrado nos fluidos 
biológicos. Sua atividade é maior na urina, seguida de sêmen, saliva e sangue.24  
Trata-se de uma enzima dependente de íons divalentes,36 ou seja, pode estar com-
pleta ou parcialmente inibida nos tubos contendo EDTA e citrato de sódio como 
anticoagulante.37,38 

A DNAse I é responsável por 90% da atividade DNase presente no sangue,25 sen-
do também a principal DNAse encontrada na urina, no sêmen e na saliva.25,27 Po-
rém, existem outras quatro enzimas capazes de degradar o DNA nessa espécime:  
DNase II;24 fosfodiesterase I;32 anticorpos hidrolizantes de DNA;39 e lactoferrina.40 
A DNAse II e a fosfodiesterase I também são encontradas na urina.27

O impacto das DNAses sobre o diagnóstico molecular foi negligenciado 
por muito tempo. A Tabela 2 contém as características das DNAses encon-
tradas no sangue.

TABELA 2 Características das DNAses encontradas no sangue 

DNAse Quantidade  Principal substrato Íons bivalentes EDTA

DNAse I Alta dsDNA Dependente Inibe

DNAse II Baixa dsDNA Independente Não inibe

Fosfodiesterase I Baixa ssDNA e RNA Dependente Inibe

Anticorpos 

hidrolizantes de 

DNA 

Baixa dsDNA Dependente Inibe

Lactoferrina Baixa dsDNA Estimulada Inibe

dsDNA: DNA dupla fita; ssDNA: DNA fita simples.

RNAses  
O genoma humano codifica pelo menos oito RNases ativas (numeradas de I a 
VIII).41 As RNases estão presentes em todos os materiais biológicos usados com 
finalidade diagnóstica, sendo a principal a RNase I.42-46 A RNase I está presente na 
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urina, no plasma seminal, no líquido cefalorraquidiano, na saliva e no sangue.41 No 
entanto, a RNase II é mais abundante na urina que a RNAse I.27 

A RNAse I do sangue é produzida pelas células endoteliais.47 Acredita-se que 
suas funções sejam degradar o RNA extracelular contribuindo para a normali-
zação da viscosidade sérica e participar de uma resposta fisiológica inespecífica 
contra o RNA de patógenos.48

Quando um RNA desprotegido (livre) é adicionado ao sangue, sua degradação 
pelas RNAses sanguíneas ocorre em 15 segundos.49 No entanto, pequenas quanti-
dades de RNA endógeno podem ser detectadas no soro e no plasma até 24 horas 
após a coleta, sugerindo que há algum mecanismo de proteção,49 como a compar-
timentação nos exossomos.50,51

Interferentes  
Os ensaios moleculares podem ser inibidos por substâncias presentes no material 
biológico caso estes sejam coextraídos com os ácidos nucleicos. Esses inibidores 
interferem diretamente nas reações enzimáticas, o que diminui a sensibilidade dos 
testes, podendo até mesmo promover resultados falso-negativos.52 

Os inibidores são espécime-específicos, havendo a necessidade da implanta-
ção de processos ou protocolos específicos para cada tipo de matriz. Substâncias 
inibidoras de reação em cadeia da polimerase (PCR) como IgG, hemoglobina e 
lactoferrina podem ser coextraídas do sangue, soro ou plasma.53,54 Hormônios  
e antivirais (aciclovir) também podem afetar a amplificação.55,56 O componente 
mais crítico da urina é a ureia, que degrada as polimerases.45,57,58 Polissacarídeos, 
sais e ácidos biliares e glicolipídios coextraídos das fezes também são descritos 
como inibidores.57,59 

Os inibidores podem ser também introduzidos na amostra durante a fase pré-
-analítica e/ou purificação dos ácidos nucleicos, o que inclui pó das luvas, sais (clo-
reto de sódio e cloreto de potássio), detergentes (SDS) e moléculas orgânicas (etanol, 
isopropanol e fenol).56,60,61 O EDTA, presente em vários tampões de eluição para pre-
servar o DNA, pode inibir as reações de PCR ao sequestrar os íons magnésio.52 

A possibilidade de coextração de inibidores faz com que os controles do proces-
so sejam essenciais para o diagnóstico molecular. Esses controles serão abordados 
no tópico “Controles de processo”.

Anticoagulantes  
Os principais anticoagulantes utilizados em medicina diagnóstica são EDTA, he-
parina e citrato de sódio.62 O EDTA e o citrato de sódio apresentam mecanismo de 
ação anticoagulante distinto do da heparina. A diferença entre esses mecanismos 
tem um importante impacto sobre os métodos moleculares.



315

O EDTA e o citrato de sódio são quelantes de cálcio, e o sequestro deste íon, 
considerado o fator IV da coagulação, inibe a cascata porque o cálcio é importante 
para a ligação dos demais fatores de coagulação aos fosfolipídios.63 A heparina se 
complexa com a antitrombina III induzindo mudanças estruturais que potenciali-
zam sua ação sobre a trombina e sobre o fator X ativado. Isso impede a ativação da 
trombina e, consequentemente, a conversão do fibrinogênio em fibrina.62 

Em virtude de seu mecanismo de ação, os quelantes de cálcio apresentam uma 
vantagem secundária. Além de inibirem a coagulação, inibem as DNAses do san-
gue, enzimas dependentes de cálcio e magnésio (outro íon bivalente sequestrado 
pelo EDTA). O EDTA na concentração usual dos tubos encontrados no mercado, 
entre 1,4 e 2,2 g/L,62 é capaz de inibir consideravelmente as DNases do sangue.37 
No entanto, as concentrações de citrato de sódio em geral encontradas nos tubos 
disponíveis no mercado, entre 3,2 e 3,8%,62 inibem parcialmente as DNAses do 
sangue. Seria necessária uma concentração de 8% para que o citrato de sódio apre-
sente uma inibição semelhante à do EDTA.38

Contrariamente, as DNAses do sangue estão ativas no sangue total e no plasma 
coletados na heparina, pois esta não inibe as DNAses do sangue. Sendo que, den-
tre os principais anticoagulantes (EDTA, citrato de sódio e heparina), as amostras 
colhidas em heparina são as que apresentam maior atividade DNase.38 Ademais, 
existe o consenso na literatura de que a heparina inibe as reações moleculares se 
coextraída com os ácidos nucleicos.52 Portanto, o uso da heparina como anticoa-
gulante deve ser evitado no diagnóstico molecular. 

As DNases do sangue também estão ativas no soro. Sua atividade nesse espéci-
me é um pouco menor que na heparina, em virtude da inibição promovida pela 
G-actina liberada no soro durante a coagulação. No entanto, o congelamento a 

–20°C é capaz de inibir a atividade DNAse do soro.37 Conclui-se que a baixa tempe-
ratura durante o transporte e o armazenamento também protegem os alvos mole-
culares do efeito dessas enzimas.

Em conjunto, essas informações são relevantes principalmente para os testes 
envolvendo o DNA genômico e o DNA livre de células. A inibição das DNAses do 
sangue protege esses alvos ex-vivo, ou seja, durante o transporte e o armazenamen-
to. É possível estender a proteção para DNA viral, pois, se ele perder seu comparti-
mento protetor, tornando-se um DNA viral livre, suas características químicas e a 
inibição das DNases pelo EDTA poderiam protegê-lo. De fato, controles sintéticos 
podem ser construídos pela adição de DNA sintético fita simples ou fita dupla 
desprotegidos diretamente no plasma-EDTA, pois sua quantidade é bem estável 
nesse espécime. 
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Assim, entre os anticoagulantes comuns, o EDTA é o de escolha para os tes-
tes moleculares, pois inibe as DNAses, conferindo proteção ao DNA. Como as  
RNAses não dependem de íons bivalentes, elas não são inibidas pelo EDTA. 

Temperatura de transporte, temperatura de armazenamento  
e tempo entre a coleta e a realização dos exames  
O transporte e o armazenamento a uma temperatura baixa (4 a 8°C) consistem 
em aliados do diagnóstico molecular – vários alvos moleculares são estáveis por 
alguns dias nessa temperatura, como pode ser observado a seguir. 

O DNA genômico no sangue total EDTA é muito estável e pode inclusive ser 
transportado e armazenado à temperatura ambiente.64,65 Sua quantidade depende 
do número de células nucleadas, que diminuem na amostra ao longo do tempo 
após a coleta, tanto à temperatura ambiente quanto refrigerada.66 Mesmo com essa 
diminuição com o passar dos dias, a quantidade de DNA recuperada é mais que 
suficiente para a maioria das análises genéticas. De fato, se congelado, a quantidade 
de DNA recuperada diminui.67 Mas alguns estudos relatam que o DNA genômico 
de alto peso molecular pode ser extraído do sangue total EDTA após 1 ano de ar-
mazenagem a –20°C.65 Essas evidências indicam que não há muita dificuldade em 
trabalhar com o DNA genômico extraído do sangue. 

O cenário muda quando se trata do RNA intracelular extraído a partir do san-
gue total EDTA, como é o caso da detecção ou da quantificação das fusões BCR-

-ABL na leucemia mieloide crônica.68 Sabe-se que a expressão gênica das célu-
las nucleadas do sangue se altera ex-vivo pouco tempo depois da coleta. Em 24 e  
48 horas, já se percebem alterações e alguns genes podem ser ativados ou inibi-
dos. Assim, é necessário validar se o tempo de transporte e a armazenagem a 4°C 
interferem no ensaio.69 No entanto, existem tubos especializados que evitam esse 
efeito (vide tópico “Tubos especializados”).70 Usando-se os tubos convencionais de 
sangue total EDTA, recomendam-se: isolar o botão leucocitário; romper seletiva-
mente as hemácias;71 e adicionar um tampão de lise baseado em sais de guanidina, 
o qual lisa os leucócitos, degrada as RNAses e estabiliza o RNA. Esse RNA estabi-
lizado pode ser guardado a –20°C por meses até o momento da extração de ácidos 
nucleicos.72,73 Portanto, deve-se evitar congelar o sangue total-EDTA antes da ex-
tração de RNA, pois a hemólise e a lise de leucócitos provocada pelo congelamento 
dificultam o isolamento do botão leucocitário.74

No caso do plasma-EDTA para detecção de vírus de DNA e RNA, tradicional-
mente, o espécime é centrifugado poucas horas após a coleta, pois alguns vírus se 
mostraram instáveis no sangue total à temperatura ambiente,75,76 e evita o aumento 
da proporção do DNA genômico do paciente no plasma em razão da lise de leu-
cócitos.77 Nesse caso, recomenda-se o uso de tubos com gel separador, pois evita 
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a transferência do plasma do tubo primário.78 Os vírus tendem a ser bem estáveis 
nesse espécime, principalmente a 4 a 8°C para transporte e estocagem de curto 
prazo79,80 e a –20 ou –80°C na estocagem de longo prazo.81 No entanto, as con-
dições pré-analíticas de transporte e armazenamento não foram avaliadas exten-
sivamente para todos os vírus, principalmente os considerados “novos”, como os 
vírus zika e chikungunya. Nesse caso, são extrapoladas dos estudos com vírus mais 
tradicionais, como o HIV e CMV. Todavia, tais extrapolações devem ser avaliadas 
pelo laboratório na validação ou na verificação dos ensaios. 

A mesma indicação de separação em poucas horas após a coleta é válida para 
o plasma-EDTA para análise do DNA fetal e do DNA tumoral livre circulante, 
pois evita sua contaminação com DNA originado da lise de células nucleadas do 
sangue.77,82 O uso de tubos específicos com estabilizantes evita essa questão,82 mas 
resultados aceitáveis podem ser obtidos com o plasma-EDTA.82,83

O congelamento influencia negativamente o ensaio para detecção do DNA da 
Chlamydia trachomatis na urina. Contudo, a bactéria se mostrou estável na uri-
na por 15 a 30 dias à temperatura ambiente28,84 e 30 dias se resfriada a 4 a 8°C.28 

O DNA da Neisseria gonorrhoeae foi estável na urina por 15 dias à temperatura 
ambiente.84 O DNA da Trichomonas vaginalis foi estável entre 3 e 7 dias na urina 
resfriada, mas não à temperatura ambiente.85 A extrapolação desses dados para 
outras bactérias deve ser validada pelo laboratório. Fabricantes dos ensaios para 
Chlamydia trachomatis e Neisseria gonorrhoeae recomendam a transferência da 
urina para um meio de transporte baseado em sais de guanidina em até 24 horas.84 
Uma vez nesse meio, o DNA do patógeno tende a permanecer estabilizado por  
28 dias à temperatura ambiente.86

O sêmen tornou-se um importante material biológico para pesquisa de vírus, 
pois estes tendem a permanecer por mais tempo nesse espécime em compara-
ção ao sangue e a outros materiais biológicos.87,88 Como o esperma é altamente 
imunogênico, a resposta imune fica restrita nos testículos para tornar possível a 
sobrevivência dos espermatozoides89 – essa pode ser a explicação para a maior 
permanência e persistência dos vírus nesse material biológico.90 Uma revisão da 
literatura demonstrou que mais de 27 vírus podem se encontrados no sêmen.90 
Como o uso do sêmen para pesquisa de vírus utilizando métodos moleculares é 
muito incipiente, as considerações pré-analíticas para as culturas microbiológicas 
do sêmen ou do plasma-seminal podem ser extrapolados.91 

No caso das fezes para análise molecular de patógenos gastrintestinais, esse ma-
terial biológico tem sido estabilizado e transportado no meio Cary-Blair,92 no qual 
a estabilidade do material é de 4 dias à temperatura ambiente e resfriada a 4 a 8°C. 
A estabilidade a –20°C é desconhecida. 
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TUBOS ESPECIALIZADOS  
O PAXgene® (Qiagen) e o Tempus® (Life Technologies) são tubos que preservam 
o RNA da amostra de sangue instantaneamente após a coleta,70 evitando as alte-
rações na expressão gênica que ocorrem ex-vivo.93,94 Eles fazem com que o per-
fil de expressão gênica da amostra seja mais fiel à condição in-vivo do paciente.  
O tubo BCT® (Streck) contém estabilizantes de células nucleadas que impedem 
seu rompimento durante o transporte, evitando, assim, a contaminação do plasma 
a ser usado em biópsia líquida ou NIPT com sequências de DNA genômico dos 
pacientes, o que poderia diminuir a sensibilidade do método.95 

EXTRAÇÃO DE ÁCIDOS NUCLEICOS  
A principal extração de ácidos nucleicos utilizada na atualidade é a extração de 
Boom, método que se baseia na lise dos possíveis compartimentos, na inativação 
de nucleases com um agente caotrópico (sais de guanidina), e na ligação do ácido 
nucleico às partículas de sílica,96 magnéticas ou não. O método tem a capacidade 
de extrair todos os diferentes tipos de ácidos nucleicos que possam estar presentes 
na amostra,96 sendo utilizado nas principais extrações manuais baseadas em colu-
na e nos principais equipamentos de extração automatizada de ácidos nucleicos. O 
método também é genérico com relação ao tipo de material biológico.

A primeira etapa da extração consiste na mistura da amostra com um tampão 
de lise, justamente a solução que contém altas concentrações de sais de guanidi-
na. Como dito anteriormente, esse tampão lisa todos os possíveis compartimentos 
contendo ácidos nucleicos e degrada todas as nucleases, incluindo as RNases. As-
sim, esse tampão de lise compreende uma ótima maneira de estabilizar os ácidos 
nucleicos e inativar possíveis patógenos na amostra. Uma vez no tampão de lise, 
os ácidos nucleicos, tanto DNA quanto RNA, ficam estabilizados por alguns dias à 
temperatura ambiente e vários meses a –20°C e anos a –80°C.72,73 

Quantidade de ácido nucleico de fundo nas amostras  
A quantidade de ácidos nucleicos do próprio paciente varia entre as amostras. Esse 
DNA de fundo será coextraído com o ácido nucleico alvo do teste. Nos ensaios 
para detecção de alvos em baixo número de cópias, ou seja, ensaios em que a sen-
sibilidade é um fator importante, quanto maior a quantidade de DNA nas reações 
moleculares, maior a chance de resultados inespecíficos. Assim, o DNA de fundo 
pode ter impacto na sensibilidade do ensaio,97,98 principalmente nos casos em que 
o conjunto de iniciadores de PCR não é específico ou o DNA de fundo contenha 
sequências muito similares às sequências-alvo do ensaio. Contudo, nas situações 
em que os iniciadores de PCR são muito específicos, o DNA de fundo não interfere 
no resultado do ensaio.99 Se aplicável, o efeito do DNA de fundo sobre o ensaio 
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deve ser validado. As concentrações de DNA genômico humano nos diferentes 
tipos de amostra podem ser encontradas na Tabela 3. 

TABELA 3 Concentrações de DNA genômico humano nos diferentes espécimes 
usados no diagnóstico molecular

Espécime DNA de fundo

Sangue total EDTA ~ 18.000 a 180.000 ng/mL100,101 

Plasma-EDTA ~ 3 a 30 ng/mL102,103

Soro ~ 50 a 500 ng/mL103

Urina ~ 40 a 200 ng/mL104

Fezes ~ 90 a 110 ng/mg105

Plasma seminal ~ 13.400 ng/mL106

Saliva ~ 15.000 a 74.000 ng/mL101,107

CONTROLES DE PROCESSO  
Apesar dos esforços para eliminá-los, os inibidores de PCR ainda podem estar 
presentes nas amostras após a extração de ácidos nucleicos.52 Além disso, existem 
situações específicas em que a extração de ácidos nucleicos é excelente para o 
plasma, o soro e outros tipos de amostras, mas coextrai um inibidor do sangue 
total108 (fato que também demonstra a importância da validação da extração).

Como as reações moleculares podem ser completamente inibidas pelos inter-
ferentes mesmo com a presença do ácido nucleico alvo na amostra, controles de 
reação devem ser usados para excluir a possibilidade de resultados falso-negati-
vos.109 O controle de reação pode ser um ácido nucleico alvo sabidamente pre-
sente na amostra (controle endógeno), ou um ácido nucleico sintético ou mesmo 
um microrganismo com quantidade ou resultado esperado conhecido (controle 
exógeno). O controle de reação pode ser adicionado à amostra e analisado com 
o alvo principal na mesma reação (controle interno) ou em uma reação exclusi-
va (controle externo). Se adicionados à amostra primária (ou durante a extração), 
controlam todo o processo; se adicionados após a extração, controlam apenas a 
amplificação.52 

Amostras ricas em DNA e RNA, como o sangue total, possibilitam o emprego 
de controles de reação endógenos. Amostras escassas em ácidos nucleicos, como 
plasma e urina, exigem controles de reação externos. Se o controle exógeno for um 
RNA desprotegido, este deve ser adicionado às amostras após a etapa de lise na 
extração de Boom, pois, nesse momento, as RNases foram inativadas.110 
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Para que a amplificação do controle de reação não interfira na amplificação do 
alvo principal, limita-se a quantidade dos iniciadores de PCR para o controle de 
reação em um terço da quantidade usada para o alvo principal.52 

Além disso, os controles de reação podem ser utilizados para avaliar o impacto 
da fase pré-analítica sobre a amostra. Por exemplo, recomenda-se obter uma quan-
tificação mínima de cópias de um gene referência (p. ex., 10 mil cópias do mRNA 
do gene ABL1 ou 4 logs) nas reações para detecção e quantificação das fusões 
gênicas BCR-ABL1 para avaliar o impacto pré-analítico sobre o ensaio e garantir a 
sensibilidade do método.111,112

CASO CLÍNICO |  SEXAGEM FETAL NO SANGUE CAPILAR  
Sabe-se que o DNA fetal livre de células está presente na circulação materna, tem 
origem nas células da placenta e sua quantidade aumenta ao longo da gestação. 
Tradicionalmente, sua detecção é feita no sangue venoso coletado por venipuntura. 
Uma de suas principais aplicações é a determinação não invasiva do sexo fetal após 
a 8ª semana de gestação.113 

Normalmente, não há razões médicas para descobrir o sexo fetal durante a ges-
tação. A exceção é quando do risco de o bebê portar doenças genéticas importantes 
e que dependem do seu sexo. Por exemplo, os meninos, mas não as meninas, têm 
risco de herdar a distrofia muscular Duchenne da mãe se ela for portadora.114,115 

No entanto, o teste é muito utilizado para sanar a curiosidade dos pais em re-
lação ao sexo do seu futuro filho e se baseia na detecção do cromossomo Y na 
circulação materna, quando sua presença indica a gestação de um feto do sexo 
masculino e sua ausência a de um feto do sexo feminino. 

Com a intenção de trazer conforto para as mães que têm fobia de agulhas ou 
muita ansiedade na venipuntura, testou-se a possibilidade de executar a sexagem 
fetal no sangue capilar. Para isso, comparou-se a execução do teste no sangue veno-
so (espécime padrão de referência) e no sangue capilar (espécime teste) de volun-
tárias grávidas.116 Os espécimes foram coletados na mesma ocasião e executadas 
no mesmo momento. 

Observou-se uma percentagem muito alta de resultados falso-positivos no 
sangue capilar – 46% das amostras classificadas como femininas no sangue ve-
noso foram classificadas como masculinas no sangue capilar. Além disso, o sinal 
falso-positivo observado no sangue capilar era indistinguível de um sinal verda-
deiro-positivo. E, ainda, os resultados no sangue venoso concordaram completa-
mente com o sexo ao nascimento.116 

Essas observações sugerem que o sangue capilar, mas não o sangue venoso, esta-
va contaminado com sequências do cromossomo Y. De fato, as amostras de sangue 
capilar estão mais suscetíveis a contaminantes, porque a gota formada na superfí-



321

cie da pele durante a coleta possibilita que DNA contaminantes presentes nas pon-
tas dos dedos entrem na amostra. Diferentemente, o sangue venoso é diretamente 
aspirado do vaso sanguíneo para um tubo de coleta estéril. 

Então, introduziu-se uma assepsia das pontas do dedo com hipoclorito de só-
dio diluído e tamponado em vez de álcool isoproprílico. O hipoclorito de sódio 
diluído é muito utilizado para eliminar DNA indesejável.117,118 Sua segurança e 
suas propriedades não irritantes são bem conhecidas e aceitas.119,120 

A nova assepsia foi capaz de reduzir a contaminação com sequências exógenas 
de cromossomo Y, observando-se concordância completa entre os resultados do 
sangue capilar, do sangue venoso e do sexo ao nascimento. 

Isso confirma que a contaminação tinha origem nas pontas dos dedos e mostra 
a importância da validação do novo tipo de material biológico antes de o método 
ser colocado na rotina.
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27 Coleta de exames de rotina de urina

INTRODUÇÃO  
O exame de urina de rotina compreende um dos testes laboratoriais mais frequen-
temente solicitados, sendo suplantado apenas pelo perfil bioquímico do soro e 
pelo hemograma. É solicitado como teste de triagem em indivíduos assintomáticos 
que se submetem à avaliação periódica, para diagnóstico e acompanhamento de 
portadores de enfermidades renais ou doenças sistêmicas, ou, ainda, em pacientes 
com enfermidades crônicas em tratamento para monitorar possível toxicidade da 
terapêutica ou complicações da doença. Durante décadas, a análise físico-química 
da urina e microscópica do sedimento foi considerada o padrão de referência. A 
introdução de novas tecnologias e a automação melhoraram a produtividade e a 
acurácia desse exame. No entanto, a terceirização de laboratórios tem aumenta-
do a distância física entre o paciente e a bancada do laboratório, o que promove 
um maior desafio pré-analítico. Para Delanghe e Speeckaert,1 a melhora na con-
fiabilidade e na padronização de técnicas analíticas, dos reagentes e instrumentos, 
que, por um lado, reduziu em cerca de 10 vezes o erro analítico nos últimos 10 
anos, e, por outro, contribuiu com a redução dos erros diagnóstico em razão dos 
progressos na tecnologia da informação e nos métodos de garantia de qualidade, 
têm tornado as fases pré e pós analíticas as mais vulneráveis aos erros nos exames 
laboratoriais, particularmente na urinálise. 

PREPARO DO PACIENTE  
O laboratório é responsável pelas informações dadas ao paciente, que possibili-
tarão a preparação ideal a fim de coletar uma amostra representativa sem fatores 
interferentes. Embora, de maneira geral, não haja necessidade de nenhum preparo 
especial do paciente para a coleta de um exame de rotina de urina, deve-se consi-
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derar que algumas características da urina se modificam ao longo do dia, confor-
me o tempo de jejum, a composição da dieta, a atividade física e sexual e o uso de 
alguns medicamentos, que podem ser significativas e precisam ser consideradas 
quando da interpretação dos resultados. Desse modo, as informações dadas ao 
paciente para a coleta do exame devem ir além das explicações quanto ao aspecto 
prático do procedimento de coleta da amostra, enfatizando os efeitos de possíveis 
interferentes, como dieta, diurese, exercício, atividade sexual e medicamentos.

Após exercícios físicos, as alterações mais frequentemente encontradas na 
amostra de urina são aumento na quantidade de hemácias, cilindros e proteínas,2 
sendo a proteinúria a mais marcante. Essa excreção de proteínas em indivíduos 
saudáveis variará de acordo com a intensidade, a duração e o tipo de exercício. Em 
um estudo realizado em nosso meio3 com voluntários submetidos a exercícios de 
força de baixa e alta intensidade, constatou-se a elevação de proteínas em relação à 
coleta precedente à atividade em todas as amostras após a atividade física de baixo 
impacto, sendo ultrapassado em 33% dos casos o limite superior da normalidade 
para aquela população. Nos voluntários submetidos a exercícios de alto impacto, 
essa alteração foi mais marcante, e, em 66,6% das amostras, o limite superior da 
normalidade foi ultrapassado.3

Apesar do fornecimento de instruções por escrito, boa parte dos pacientes pa-
rece não seguir adequadamente as recomendações. Miler e Simundic,4 avaliando 
a aderência dos pacientes às recomendações para a coleta de urina de 24 horas, 
observaram que mais da metade dos pacientes não fazia a coleta adequada, princi-
palmente aqueles com mais de 65 anos e portadores de doença crônica. Em nosso 
meio, Silva et al.,5 avaliando as variáveis bacteriúria, presença de muco e células 
epiteliais e a turbidez das amostras para exames de rotina de urina recebidas por 
um laboratório clínico, observaram que quase 60% continham um número au-
mentado de células epiteliais e muco, e quase 75% apresentavam alteração na tur-
bidez, evidenciando uma assepsia deficiente da região urogenital.

Já a atividade sexual pode determinar aumento no número de células epiteliais e 
proteínas. A urina masculina pode ser contaminada por fluidos prostáticos e a das 
mulheres por secreções vaginais.   

Idealmente, a urina deve ser coletada no mínimo 2 horas após a última micção, 
sem que o indivíduo tenha realizado atividade física intensa ou atividade sexual 
nas 6 horas precedentes. Em mulheres, deve-se evitar a coleta do exame de rotina 
de urina no período menstrual; caso não possa ser adiada, deve-se considerar a 
utilização de um tampão vaginal para minimizar a contaminação da amostra. Os 
pacientes devem ser instruídos a entregar a amostra no laboratório o mais breve-
mente possível, não podendo esse tempo exceder 2 horas após a coleta. Após esse 
período, é importante que a amostra seja refrigerada ou se lance mão de conser-
vantes apropriados.
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TIPOS DE AMOSTRAS DE URINA  
Para que o exame de urina forneça resultados representativos e confiáveis, é im-
portante que a coleta siga um protocolo bem estabelecido. O procedimento deve 
ser explicado de maneira clara e minuciosa ao paciente e controlado pelo pessoal 
do laboratório. Os tipos de amostras mais utilizados são amostra aleatória, primei-
ra urina da manhã e segunda urina da manhã. Cada uma apresenta vantagens e 
desvantagens específicas. A escolha do tipo de amostra dependerá da comodidade 
e das condições clínicas do paciente, como suspeita de infecção do trato urinário, 
uso de cateterismo etc.

Amostra aleatória  
Trata-se da amostra mais comumente recebida em razão da comodidade para o pa-
ciente, já que pode ser realizada a qualquer momento, desde que respeitado o interva-
lo de 2 horas após a última micção. O horário da coleta deve ser registrado no frasco. 
A amostra é adequada para testes rotineiros para detectar anormalidades, mas pode 
ser mais facilmente afetada por fatores como dieta e atividade física. Desse modo, caso 
exista suspeita da influência de tais fatores em alguma anormalidade evidenciada, 
pode ser necessária uma nova amostra de urina em condições mais controlada.

Primeira amostra da manhã  
Nesta, o paciente é orientado a coletar amostra de urina logo após despertar. Para 
muitos, é considerada a amostra ideal para o exame de rotina de urina por ser 
mais concentrada, possibilitando a detecção de substâncias químicas e elementos 
formados que podem estar ausentes em amostras aleatórias. No entanto, o cresci-
mento bacteriano na bexiga durante a noite pode afetar a detecção de cilindros e 
elementos celulares.

Segunda amostra da manhã  
Deve ser coletada entre 2 e 4 horas após a primeira micção, período em que o pa-
ciente deve permanecer em jejum. Essa coleta minimiza eventuais interferências 
dos metabólitos provenientes de alimentos ingeridos na noite anterior e a ação da 
flora bacteriana sobre cilindros e elementos celulares.

Em todos os três tipos, o paciente deve ser instruído a entregar a amostra no 
laboratório no prazo máximo de 2 horas após a coleta.

INSTRUÇÕES AOS PACIENTES  
Nas coletas realizadas no laboratório, os pacientes devem ser orientados a lavar as 
mãos antes de iniciar a coleta e a fazer a assepsia da região urogenital. É preciso 
fornecer o material de higiene adequado, um recipiente identificado com o nome e 
a data da coleta e as instruções ilustradas para a higienização e a coleta do material.   
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Para a higienização, recomenda-se o uso de sabonetes neutros. A utilização de antis-
sépticos não é recomendada.1,6 A clorexidina pode reduzir a contagem de colônias 
bacterianas e o iodo polivinilpirrolidona determinar um resultado falso-positivo de  
presença de hemoglobina. Ao receber a amostra, a atendente deve se certificar  
de que o paciente seguiu todos os procedimentos de higienização e de coleta reco-
mendados e que o recipiente esteja adequadamente fechado e identificado.

Pela simplicidade do procedimento e a comodidade, um grande número de pa-
cientes opta por fazer a coleta da amostra de urina em domicílio. Como a coleta 
representa um estágio muito sensível para a ocorrência de erros e interferentes no 
exame de urina de rotina, cuidados especiais devem ser tomados para que as infor-
mações sejam passadas de maneira clara, por escrito e com desenhos ilustrativos 
para garantir a realização da coleta dentro dos critérios adequados. Os pacientes 
devem receber as instruções ilustradas e os recipientes já com a sua identificação, 
bem como ser orientados a entregar a amostra no laboratório o mais brevemente 
possível, sem ultrapassar 2 horas após a coleta.

As instruções recomendadas pela Associação Brasileira de Normas Técnicas 
(ABNT) para a coleta do exame de urina de rotina para o sexo masculino e femi-
nino são descritas a seguir.7

Para o sexo masculino:

1. Identificar o frasco de coleta (fornecido pelo laboratório) colocando o nome do 
paciente, a data e o horário de coleta.
2. Lavar as mãos com água e sabão.
3. Retrair o prepúcio para expor o meato uretral.
4. Lavar a glande com água e sabão, começando pelo meato uretral.
5. Enxugar, utilizando gaze ou toalha, a partir do meato uretral.
6. Com uma das mãos, manter o prepúcio retraído.
7. Com a outra mão, segurar o frasco de coleta de urina já destampado.
8. Iniciar a micção, desprezando o primeiro jato de urina no vaso sanitário.
9. Coletar urina do jato médio até mais ou menos um terço ou a metade da capa-
cidade do frasco.
10. Desprezar o restante de urina no vaso sanitário.
11. Fechar o frasco de coleta.
12. Encaminhar o frasco para o laboratório no prazo máximo de 2 horas, manten-
do-o em local fresco e ao abrigo da luz.

Para o sexo feminino:

1. Identificar o frasco de coleta (fornecido pelo laboratório) colocando o nome do 
paciente, a data e o horário de coleta.
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2. Lavar as mãos com água e sabão.
3. Fazer a higiene da região genital com água e sabão, sempre no sentido de frente 
para trás. É importante remover totalmente os resíduos de pomadas, pós e cremes 
vaginais eventualmente utilizados.
4. Enxugar toda a região genital com gaze ou toalha, sempre no sentido de frente 
para trás.
5. Separar os grandes lábios, limpar o meato uretral e a região ao redor da uretra.
6. Com uma das mãos, manter os grandes lábios separados.
7. Com a outra mão, segurar o frasco de coleta de urina já destampado.
8. Iniciar a micção, desprezando o primeiro jato de urina no vaso sanitário.
9. Coletar urina do jato médio até mais ou menos um terço ou a metade da capa-
cidade do frasco.
10. Desprezar o restante de urina no vaso sanitário.
11. Fechar o frasco de coleta.
12. Encaminhar o frasco para o laboratório no prazo máximo de 2 horas, manten-
do-o em local fresco e ao abrigo da luz.

Para a coleta de urina de pacientes que não têm controle da micção, pode-se 
realizar o procedimento com saco coletor; nesse caso, se a coleta for realizada em 
domicílio, as orientações para os pacientes do sexo masculino são:

1. Identificar o saco coletor com o nome do paciente e a data.
2. Proceder à higienização da região genital como descrito anteriormente.
3. Certificar-se de que as regiões genital e perineal estejam secas.
4. Retirar o papel que cobre a área aderente do coletor.
5. Fixar o saco coletor na área genital de modo que o pênis permaneça no seu 
interior.
6. Aguardar que ocorra a micção espontânea. Se não ocorrer micção em um prazo 
de 60 minutos, retirar o saco coletor e repetir os procedimentos de 1 a 4.
7. Ocorrendo a micção, retirar o saco coletor, vedá-lo adequadamente, colocar 
o horário da coleta e encaminhá-lo ao laboratório no prazo máximo de 2 horas, 
mantendo-o em local fresco e ao abrigo da luz.

Para o sexo feminino, as instruções são as seguintes:

1. Identificar o saco coletor com o nome do paciente e a data.
2. Proceder à higienização da região genital como descrito anteriormente.
3. Certificar-se de que as regiões genital e perineal estejam secas.
4. Retirar o papel que cobre a área aderente do coletor.
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5. Fixar o saco coletor na área genital, esticando a pele para remover as dobras, 
cuidando para que a região anal fique fora da área de coleta.
6. Aguardar que ocorra a micção espontânea. Se não ocorrer micção em um prazo 
de 60 minutos, retirar o saco coletor e repetir os procedimentos de 1 a 4.
7. Ocorrendo a micção, retirar o saco coletor, vedá-lo adequadamente, colocar 
o horário da coleta e encaminhá-lo ao laboratório no prazo máximo de 2 horas, 
mantendo-o em local fresco e ao abrigo da luz.

TIPOS DE COLETA  
Na maior parte das vezes, a urina a ser analisada é emitida espontaneamente. Nes-
ses casos, a preferência se dá pela coleta do jato médio com assepsia. A denomi-
nação vem do fato de essa amostra corresponder à porção intermediária do fluxo 
urinário coletado espontaneamente após assepsia genital. O paciente é orientado 
a, após a realização da assepsia, desprezar o primeiro jato de urina emitida e, sem 
parar a micção, iniciar a coleta a seguir. Esse jato inicial pode conter secreções 
presentes no terço distal da uretra e no meato uretral. Um estudo multicêntrico8 
comparou os resultados de amostras obtidas do primeiro jato e do jato médio de 
indivíduos sadios. A contagem de células epiteliais, de hemácias e de leucócitos, 
mas não de cilindros, foi significativamente mais elevada em amostras do primeiro 
jato. Um aumento significativo na contagem de células epiteliais, hemácias e leucó-
citos foi observado em mulheres em relação aos homens nas amostras obtidas do 
primeiro jato, enquanto não se verificaram diferenças consideráveis no jato médio. 
Esses achados confirmaram a amostra de jato médio como a mais adequada, uma 
vez que nela está minimizada a presença de elementos contaminantes, como bac-
térias, células e partículas formadas. 

Nos pacientes sem controle esfincteriano, como crianças e idosos, frequente-
mente são utilizados sacos coletores para a coleta das amostras para o exame de 
urina de rotina. Trata-se de sacos plásticos transparentes, estéreis, macios e com 
dispositivo adesivo hipoalergênico para sua fixação. Apesar de um procedimento 
simples, deve ser realizado apenas por pessoal capacitado e bem treinado.

Nos casos em que a coleta espontânea não seja possível e a amostra também 
seja utilizada para o exame de urocultura, procedimentos mais invasivos, como o 
cateterismo vesical e a punção suprapúbica, devem ser considerados.

A amostra cateterizada é coletada sob condições estéreis, pela colocação de um ca-
teter pela uretra até a bexiga. É muito utilizada para a coleta de material para urocul-
tura de crianças, uma vez que, em virtude da grande possibilidade de contaminação 
de urinas coletadas por saco coletor, as culturas obtidas por meio desses dispositivos 
têm um maior valor preditivo negativo do que positivo. Um tipo de amostra cateteri-
zada mais raramente empregado refere-se à cateterização isolada de cada ureter para 
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obter amostras separadas de cada rim. Esse procedimento deve ser realizado apenas 
por profissionais capacitados e com competência legal para isso.

A punção suprapúbica é obtida pela introdução de uma agulha pela parede ab-
dominal até a luz da bexiga. Esse procedimento deve ser realizado apenas por pro-
fissionais capacitados e com competência legal para isso.

COLETA SEGURA  
A urina é um material biológico potencialmente contaminante e exige a obser-
vação de cuidados específicos de coleta, para que se preservem a integridade da 
amostra e a segurança dos profissionais e do paciente que a manuseiam. As nor-
mas de biossegurança existem para proteger os profissionais que trabalham no la-
boratório e os pacientes em atendimento. Assim, é importante que tanto o paciente 
quanto esses profissionais que participarão da coleta e do manuseio da amostra 
sejam orientados oralmente e por escrita sobre os procedimentos. O paciente deve 
ser orientado sempre a fazer a higienização das mãos antes do início da coleta e 
após a sua conclusão. Em todos os momentos em que seja possível o contato físico 
com a amostra, o profissional responsável pela coleta, pelo transporte e o manuseio 
deve utilizar luvas adequadas.

As amostras devem ser etiquetadas com o nome do paciente, número de iden-
tificação, código de barras (se for utilizado pelo laboratório), data e hora da coleta 
e o tipo de material coletado. As etiquetas precisam ser fixadas no corpo do reci-
piente, e não em sua tampa, devendo ser de natureza tal que não se despreguem em 
caso de necessidade de refrigeração.

Um formulário de requisição precisa acompanhar as amostras enviadas ao la-
boratório. No formulário, devem constar as informações que estão nas etiquetas 
das amostras acrescidas de informações adicionais com a inclusão de informações 
clínicas, medicações em uso e possíveis fatores interferentes. 

Quando as análises não forem realizadas em um prazo máximo de 2 horas após 
a coleta, a amostra deverá ser refrigerada e protegida da luz, e nunca congelada. 
Nessas condições, em geral, as amostras se manterão adequadas para avaliação por 
um período de até 12 horas.9

FRASCOS DE COLETA  
A amostra deve ser coletada em um frasco de material inerte, limpo, seco, à prova 
de vazamento, de material não absorvente e que permita a visualização da cor e do 
aspecto da urina. Ele deve ter boca larga e base ampla e chata, para facilitar a coleta 
no sexo feminino e evitar o tombamento. A capacidade recomendada é de 50 mL, 
volume suficiente para possibilitar a realização de pesquisas químicas e microscó-
picas e eventuais confirmações, sobrando espaço para que a amostra seja homoge-
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neizada no próprio frasco. Deve-se preferir recipientes descartáveis, pois eliminam 
a possibilidade de contaminação decorrente de uma lavagem inadequada.  

CASO CLÍNICO 1  
LBA, 25 anos, do sexo masculino, fez, por solicitação médica, uma avaliação labora-
torial que constava de hemograma, avaliação bioquímica do sangue e um exame de 
urina de rotina. Fez a coleta de sangue no laboratório e optou por trazer a urina mais 
tarde. Os resultados obtidos mostraram exames dentro da normalidade, exceto pela 
urina, que mostrou densidade de 1,030, proteína 2+, vestígios de hemoglobina, e, na 
microscopia, 4 hemácias e 5 leucócitos por campo, algumas células epiteliais e alguns 
cilindros hialinos. O horário da coleta, 12h30, evidenciava uma amostra aleatória.  
O paciente foi contatado por telefone e informou que havia feito treino de muscula-
ção durante a manhã no dia da coleta. A repetição do exame em primeira urina da 
manhã no dia seguinte mostrou todos os parâmetros dentro da normalidade.

Esse caso mostra a importância do registro do horário da coleta que pode aler-
tar o laboratório sobre o tipo de amostra que analisa. A amostra aleatória, embora 
mais cômoda para o paciente, é sujeita à influência de fatores como dieta e ativida-
de física. As alterações encontradas no exame são compatíveis com as observadas 
após atividade física extenuante.

CASO CLÍNICO 2  
MAF, 15 anos, do sexo feminino, procura o laboratório para realização de exames 
para avaliação de sobrepeso, já trazendo recipiente com amostra de sua primeira 
micção. O exame da urina mostrou densidade de 1,020, pH 7,0, aspecto turvo e pro-
teína ++, e, na microscopia, numerosas células epiteliais, grande quantidade de muco, 
15 leucócitos e 7 hemácias por campo e numerosas bactérias. Foi solicitada uma 
nova coleta, associada à urocultura, coletada no laboratório. A urocultura foi negati-
va e o resultado do novo exame de rotina de urina não mostrou anormalidades.

Nesse caso, urina turva, grande quantidade de células epiteliais e muco sugerem 
uma urina contaminada por provável coleta inadequada. As possibilidades mais 
prováveis são higienização incorreta e coleta de primeiro jato. Nessas situações, 
além de maior quantidade de células epiteliais e de muco, pode-se ter um aumento 
de proteínas e no número de leucócitos, hemácias e flora bacteriana. A nova coleta 
realizada em condições mais controladas confirmou essa hipótese.
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28 Exame de rotina de urina

INTRODUÇÃO  
O exame de rotina de urina inclui a avaliação macroscópica, física e química, além 
da análise dos elementos presentes no sedimento urinário. A análise química é  
realizada por meio de tiras reagentes baseadas em química seca cujos resultados 
são determinados visualmente ou por instrumentos semiautomatizados ou auto-
matizados. Os elementos presentes no sedimento urinário podem ser examinados 
por meio de métodos convencionais de microscopia ou novos e modernos méto-
dos automatizados. 

Os interferentes listados a seguir aplicam-se tanto a técnicas manuais quanto 
automatizadas.

EXAME FÍSICO-QUÍMICO  
Cor  
A cor da urina depende do estado de hidratação do indivíduo, normalmente apre-
sentando-se em variados tons de amarelo. Tanto em situações fisiológicas quanto 
patológicas a urina pode apresentar uma coloração atípica. Dentre as condições 
fisiológicas, destacam-se a ingesta de alimentos com coloração forte (p. ex., be-
terrabas) ou consumo de grande quantidade de corantes alimentícios. Alterações 
metabólicas, metabólitos de drogas utilizadas pelo indivíduo e diversas condições 
patológicas (p. ex., alterações hepáticas, hemólise, infecção urinária entre outras) 
também provocam alteração na cor da urina. 

Aspecto  
A urina normal e recém-emitida é límpida ou discretamente opalescente, alteran-
do-se em virtude da presença de numerosas células epiteliais, leucócitos, hemácias, 
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bactérias e leveduras, filamentos de muco e cristais. Diversos contaminantes inter-
ferem no aspecto da urina, como talco, cremes vaginais e contrastes radiográficos.

Densidade  
Reflete o estado de hidratação do paciente e a capacidade dos rins de concentra-
rem a urina. Quando avaliada por meio de refratometria, sofre interferência da 
glicosúria e/ou da proteinúria. As tiras reagentes avaliam a concentração iônica 
e não sofrem interferência de componentes não iônicos da urina, como a glicose, 
embora proteinúria e cetonúria significativas possam ocasionar resultados falsa-
mente elevados.

pH  
O pH urinário varia de acordo com o tipo de alimentação: dietas ricas em proteí-
nas, por exemplo, são responsáveis por urinas ácidas, enquanto, na dieta vegetaria-
na, a urina é mais alcalina. 

Desconhece-se a presença de interferentes na medida do pH na urina. Entretan-
to, erros na manipulação da tira reagente que provoquem um excesso de urina na 
tira fornecem resultados de pH mais ácidos por contaminação dessa área reagente 
pelo tampão ácido do teste da proteína.

Sangue (hemoglobina)  
O teste é mais sensível à hemoglobina livre do que aos eritrócitos intactos, sendo a 
sensibilidade do teste reduzida em urinas alcalinas. Uma das maiores dificuldades 
na sua interpretação é a alta sensibilidade da área reagente. Reações falso-positivas 
ocorrem quando na presença de mioglobina, outras peroxidases, como a peroxida-
se bacteriana, e quando há contaminação com hipoclorito e/ou formol. Densidade 
aumentada, metabólitos de captopril, presença de proteína, nitrito e ácido ascórbi-
co em altas concentrações são causas de resultados falso-negativos. 

A grande sensibilidade da área reagente tornou sua aplicação prática bastante 
reduzida. Na prática clínica, valorizam-se apenas os resultados negativos, que tor-
nam possível excluir com boa margem de segurança a presença de hematúria ou 
hemoglobinúria.

Proteína  
Proteínas na urina representam um dos principais indicadores de doença renal. 
Esse teste é mais sensível à presença de albumina, não detectando outras proteínas, 
como a de Tamm-Horsfall, a principal matriz dos cilindros. Reações falso-negati-
vas são observadas com a excreção de outras proteínas que não a albumina, como 
o caso do mieloma múltiplo (excreção de cadeias leves livres). 
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O uso de frascos descartáveis para coleta reduziu drasticamente a possibilidade 
de resultados falso-positivos, raros e resultados da presença de resíduos de deter-
gentes não iônicos e aniônicos no recipiente de coleta da urina.

Glicose  
Aparece na urina quando a quantidade de glicose que entra na luz dos túbulos 
excede sua capacidade de reabsorção. A pesquisa pelas tiras reagentes é específi-
ca para glicose e não detecta outros açúcares, como frutose, lactose ou galactose. 
Observam-se resultados falso-negativos na presença de níveis muito elevados de 
ácido ascórbico, especialmente nas amostras com baixas concentrações de glicose.
 
Cetonas  
Normalmente, não se observa a presença de cetonas na urina. Resultados positivos 
estão associados a cetoacidose diabética, jejum prolongado, algumas dietas para 
emagrecimento, febre e exercícios intensos, surgindo em decorrência do metabo-
lismo de ácidos graxos.

Não se conhecem interferentes que causem reações falso-negativas para cetonas. 
Resultados falso-positivos são observados quando de altas concentrações de meta-
bólitos de alguns medicamentos, como levodopa e captopril, substâncias contendo 
grupos sulfidrila ou em amostras de urina muito pigmentadas. 

Bilirrubina  
Apenas a bilirrubina direta (conjugada) é encontrada em amostras de urina, es-
tando relacionada às icterícias obstrutivas e às hepatocelulares (hepatites, cirro-
se hepática). Trata-se de uma das reações mais sujeitas à ação de interferentes.  
O principal interferente refere-se à presença de substâncias que provocam altera-
ções na cor normal da urina. Outras causas de resultados falso-positivos incluem 
urobilinogênio elevado, fenotiazina e clorpromazina. Resultados falso-negativos 
são originados por exposição prolongada da amostra à luz ultravioleta (luz solar), 
presença de nitrito ou grandes quantidades de ácido ascórbico.

Urobilinogênio  
Urobilinogênio na urina correlaciona-se a excesso de produção de bilirrubina (he-
mólise) ou nas lesões hepáticas (redução da reabsorção). Resultados falso-negati-
vos decorrem da exposição prolongada da amostra à luz ultravioleta (luz solar), da 
presença de nitrito, da formalina ou de grandes quantidades de ácido ascórbico. 
Urinas muito pigmentadas e metabólitos de nitrofurantoína, riboflavina, fenazo-
piridina, ácido p-aminobenzoico e medicamentos que contêm corantes diazoicos 
provocam resultados falso-positivos.



342

Nitrito  
Nitrito positivo é observado na urina em decorrência de bactérias Gram-negativas 
fermentadoras com a propriedade de reduzir o nitrato a nitrito (Escherichia coli, 
Klebsiella spp., Proteus spp., e algumas cepas de Pseudomonas). Resultados nega-
tivos são observados quando da presença de bactérias que não reduzem o nitrato, 
da falta de nitrato na dieta (p. ex., nos lactentes e em dietas com baixa ingestão de 
vegetais verdes) e de incubação da urina na bexiga insuficiente para que haja a re-
dução de nitrato a nitrito. São poucas as causas de resultados falso-negativos (áci-
do ascórbico em altas concentrações, urinas pouco concentradas) e falso-positivos 
(corantes na urina).

Leucócito (esterase leucocitária)  
Esterase leucocitária positiva (presente nos granulócitos intactos ou lisados) está 
associada à infecção urinária ou a processos inflamatórios das vias urinárias. Resul-
tados negativos são observados quando de leucócitos não granulócitos. Alguns an-
tibióticos, como cefalexina, cefalotina e tetraciclina, bem como altas concentrações 
de ácido oxálico, ocasionam resultados falso-negativos. Metabólitos de antibióticos 
à base de imipeném, meropeném ou ácido clavulânico e agentes oxidantes (hipo-
clorito de sódio) e de formaldeído promovem resultados falso-positivos. 

ELEMENTOS PRESENTES NO SEDIMENTO URINÁRIO  
Os principais interferentes na análise do sedimento urinário, tanto por micros-
copia óptica comum quanto por métodos automatizados, são a contaminação de 
coleta ou a falta de experiência do analista. Presença de muco, numerosos precipi-
tados amorfos e grande número de células pavimentosas consistem nos principais 
interferentes nessa etapa do exame de urina. 

Leucócitos  
Leucocitúria acentuada e presença de grumos leucocitários interferem na conta-
gem de leucócitos por dificultarem sua visualização, podendo super ou subestimá-

-los. Trichomonas sp., pequenas células epiteliais redondas e hemácias volumosas 
são ocasionalmente contados como leucócitos. 

Hemácias  
Assim como nos casos de leucocitúria acentuada, hematúria intensa promove 
contagens equivocadas. Hemácias fantasmas e hemácias com grande alteração no 
tamanho e forma são causas comuns de contagens subestimadas. Por sua vez, le-
veduras isoladas, cristais de oxalato de cálcio discoides e gotículas de gordura são 
eventualmente classificados como hemácias. 
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Cilindros  
Os principais interferentes são filamentos de muco, fibras, células epiteliais pavi-
mentosas alongadas, numerosos precipitados amorfos e grumos leucocitários e de 
bactérias. Todos esses elementos dificultam a visualização, além de induzirem uma 
classificação equivocada.

Cristais  
Cristal de oxalato de cálcio discoide pode ser confundido com hemácias. Cristais 
não usuais, formas raras de cristais de ácido úrico e cristais patológicos muitas 
vezes são desconsiderados por um analista menos experiente ou incorretamente 
nomeados.

Células epiteliais  
Quando em grande quantidade, prejudicam a visualização dos demais elementos, 
sendo, muitas vezes, classificadas como leucócitos, quando se trata de células redon-
das, ou como cilindros patológicos, quando assumem uma forma mais alongada.

Filamentos de muco  
Trata-se de outro grande interferente na análise dos elementos presentes na urina. 
Ocasionalmente, são confundidos com cilindros hialinos. 

Outros elementos  
A diferenciação entre precipitados amorfos e bactérias apresenta certa dificul-
dade. Como citado anteriormente, leveduras, muitas vezes, são classificadas 
equivocadamente como hemácias e parasitas, como o Trichomonas sp., como 
leucócitos. 
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29 Hemocultura

Embora eventualmente evitáveis, as infecções de corrente sanguínea (ICS) com-
preendem as complicações mais devastadoras nas unidades de terapia intensiva 
(UTI) e representam uma importante causa de morbidade e mortalidade em huma-
nos, além de outras consequências, como prolongamento do tempo de internação 
hospitalar e aumento nos custos da assistência. Há evidências de que a terapêutica 
adequada precoce melhora o prognóstico desses pacientes, o que aumenta a neces-
sidade de obter um resultado mais rápido e preciso da hemocultura, que configura, 
sem dúvida, um dos mais importantes exames microbiológicos. 

Do ponto de vista prático, é importante a divisão da ICS em síndromes que apre-
sentam características específicas, devendo ser abordadas de maneira diferente:

• Infecções primárias da corrente sanguínea (IPCS): sem foco infeccioso primá-
rio identificável; 

• Infecções secundárias da corrente sanguínea (ISCS): com foco infeccioso pri-
mário identificável em outra localização;

• Infecções da corrente sanguínea relacionadas ao cateter (ICS-CR): têm como 
fonte de infecção o cateter vascular. 

O aumento na prevalência de bacteremias, que geralmente resultam em uma ICS, 
tem sido determinado por fatores como o aumento de pacientes com risco de infec-
ções, o surgimento de “novos” patógenos na corrente sanguínea, a difusão de proce-
dimentos diagnósticos e terapêuticos invasivos, e o uso de cateteres intravasculares.

A ICS é diagnosticada pela detecção de microrganismos viáveis na corrente san-
guínea, condição definida como bacteremia. Tal diagnóstico é facilitado quando 
o médico informa ao laboratório as condições clínicas e sua provável hipótese 
etiológica. 
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O laboratório clínico tem um papel extremamente importante no tratamento 
desses pacientes, uma vez que a hemocultura positiva representa um indicador 
altamente específico da infecção. Outro fato de grande relevância é que a identifi-
cação do agente infeccioso e o teste de sensibilidade aos antimicrobianos auxiliam 
na orientação terapêutica correta, cujo início precoce tem demonstrado redução 
significativa na taxa de mortalidade.

Conceitualmente, a bacteremia se classifica em transitória, intermitente, contí-
nua ou de escape: 

• Bacteremia transitória: em geral rápida, com duração que pode variar de alguns 
minutos a poucas horas, é a mais comum, surgindo após a manipulação de al-
gum tecido infectado (p. ex., casos de abscessos, furúnculos e celulites), durante 
algum procedimento cirúrgico envolvendo tecidos contaminados ou coloniza-
dos (p. ex., procedimentos dentários, cistoscopia, cateterização ou dilatação ure-
tral), ou quando de abortamento ou endoscopias digestivas;

• Bacteremia intermitente: manifesta-se em intervalos de tempo variáveis, tem 
como agente o mesmo microrganismo e frequentemente se manifesta com febre 
de origem indeterminada (geralmente em processos infecciosos, como pneu-
monias, abscessos intracavitários, como os pélvicos, perinefréticos, hepáticos, 
prostáticos etc.); 

• Bacteremia contínua: característica das endocardites infecciosas agudas e suba-
gudas e de outras infecções endovasculares. Esse padrão também é encontrado 
nas primeiras semanas da febre tifoide e na brucelose;

• Bacteremia de escape (breakthrough): ocorre mesmo enquanto o paciente esti-
ver recebendo antibioticoterapia sistêmica apropriada, isto é, o agente infeccio-
so é sensível ao medicamento em uso. Quando se dá no início da terapêutica, 
geralmente resulta de concentrações insuficientes do antimicrobiano atingidas 
na corrente sanguínea. É interessante lembrar que, nas estafilococcias, é comum 
haver escape nos primeiros dias de tratamento, mesmo sob condições adequa-
das de antibioticoterapia. Já os episódios de escape tardios geralmente se dão 
por drenagem inadequada do foco infeccioso, acesso inadequado da medicação 
ou comprometimento do sistema imunológico do paciente.

É importante saber que, na maioria das vezes, as bacteriemias são causadas por 
um único microrganismo, mas, em algumas situações, pode ser de etiologia po-
limicrobiana. Existem, ainda, fatos que interferem no diagnóstico da bacteremia, 
como o fato de a eliminação do agente poder ser menos eficiente quando de mi-
crorganismos encapsulados ou situações em que tratamento é ineficaz, provocan-
do a manutenção ou recorrência do episódio de bacteremia, como nos casos de 
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infecções a partir de focos intravasculares, na presença de dispositivos invasivos 
pela formação de biofilme ou em endocardites. 

Em geral, as fontes mais comuns de ICS, incluindo as de origem comunitária ou 
hospitalar, são: dispositivos intravasculares (19%); trato geniturinário (17%); trato 
respiratório (12%); intestino e peritônio (5%); pele (5%); trato biliar (4%); abscesso 
intra-abdominal (3%); outros sítios (8%); e sítios desconhecidos (27%).

É fundamental ter consciência de que muitas bactérias e fungos que compõem 
o meio ambiente ou a microbiota normal do indivíduo podem causar ICS em 
indivíduos gravemente comprometidos, sobretudo quando de casos de imunossu-
pressão (p. ex., pacientes transplantados, pacientes em quimioterapia), situação em 
ocorrem mudanças dramáticas no potencial do hospedeiro, tornando-o suscetível 
a esses microrganismos. Portanto, vários fatores são importantes para facilitar o  
diagnóstico dessa infecção: a indicação clínica precisa, a coleta, o transporte e  
o processamento da amostra de sangue, que devem ser realizados adequadamente. 

O resultado da hemocultura depende de vários fatores envolvidos nas fases pré-
-analítica, analítica e pós-analítica (Figura 1).

Fase  
pós-analítica

• Laudo
• Interpretação do 

resultado

Fase  
pré-analítica

• Pedido médico
• Coleta da amostra

• Transporte da amostra
• Cadastro do paciente

Fase  
analítica

• Processamento da 
amostra

• Controle de qualidade
• Avaliação

Resultado
Diagnóstico e tratamento

Paciente

FIGURA 1 Representação esquemática do fluxograma da amostra clínica enviada 
para o exame microbiológico.
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CUIDADOS NA FASE PRÉ-ANALÍTICA E SEUS INTERFERENTES  
Os cuidados em cada etapa da fase pré-analítica da hemocultura são fundamen-
tais para que obter um bom resultado do exame, tornando, assim, a terapêutica do 
paciente eficaz. 

Indicação clínica  
O médico tem um papel fundamental na acurácia do resultado da hemocultura, 
pois seu conhecimento a respeito da epidemiologia e da fisiologia da ICS será crí-
tico quando da solicitação do exame. A suspeita clínica determinará a indicação 
clínica adequada do exame, o tempo de coleta entre as amostras, o frasco adequa-
do para o agente específico e o processo utilizado pelo laboratório. 

O indicador para a solicitação hemocultura refere-se à suspeita de bacteremias, 
sepse, sepse grave, choque séptico ou febre de origem indeterminada. A indicação 
é adequada quando há suspeita de bacteremia clinicamente significativa, funge-
mias, micobacteremias ou calafrios, febre ou hipotermia, leucocitoses (principal-
mente com a presença de formas imaturas dos granulócitos), granulocitopenia 
ou comprometimento hemodinâmico sem causa conhecida, ou na combinação 
destes. É importante lembrar que pacientes idosos, imunocomprometidos e re-
cém-nascidos podem não manifestar quadros clínicos tipos de infecções graves. 
Recomenda-se a hemocultura na suspeita de endocardite infecciosa, febre de ori-
gem indeterminada, infecções em pacientes imunocomprometidos (oncológicos, 
neutropênicos, usuários de corticosteroide, AIDS), pneumonias graves, pacientes 
em uso de cateter venoso central com sinais de infecção de corrente sanguínea e 
em casos de sepse, sepse grave e choque séptico. A hemocultura deve também ser 
solicitada no momento em que o paciente estiver recebendo infusão venosa ou em 
hemodiálise, apresentando sinais de bacteremias. Quando o paciente está em uso 
de antibioticoterapia, subsequentes solicitações de hemoculturas poderão ser jus-
tificadas em casos de não melhora clínica ou de evidências de falência terapêutica.

É fundamental que a solicitação da hemocultura seja adequada e que o médico 
informe ao laboratório se há hipótese de uma suspeita diagnóstica específica (p. 
ex., endocardite, bacteremia pós-cirurgia precoce) ou se pode se tratar de uma 
infecção relacionada ao cateter. Outra informação muito útil ao processamento do 
exame refere-se à suspeita de um agente específico, como micobactérias, fungos 
filamentosos etc. Essas informações facilitam o processamento do exame, assim 
como a liberação do resultado – a falta delas poderá resultar até mesmo na libera-
ção de um resultado falso-negativo.
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Coleta da amostra  
A acurácia do resultado da hemocultura é diretamente influenciada pela qualidade 
da amostra de sangue coletada. Portanto, para que as amostras de hemoculturas 
sejam adequadas, deve-se considerar alguns conceitos básicos gerais:

• O conhecimento da história natural e da fisiopatologia dos processos infeccio-
sos é fundamental na determinação do período ótimo para a coleta do sangue 
para a cultura; 

• Tanto os antibióticos agentes bactericidas quanto os bacteriostáticos poderão 
dificultar o crescimento bacteriano. Sempre que possível, deve-se coletar a 
amostra antes da administração da terapia antimicrobiana. Caso o paciente es-
teja fazendo uso de terapia antimicrobiana, o sangue deverá ser coletado antes 
da próxima dose do medicamento;

• A amostra clínica deve representar o material do verdadeiro local da infecção, 
evitando-se a sua contaminação a partir de tecidos adjacentes (no caso, a pele e 
o lúmen de cateteres);

• Deve ser obtida quantidade de sangue suficiente para evitar resultados falso-ne-
gativos, pois a sensibilidade do exame depende do volume de sangue coletado;

• A suspeita de potencial agente etiológico define o frasco adequado que suporte a 
viabilidade e o isolamento do microrganismo responsável pela infecção. Existem 
microrganismos que exigem cultivos especiais, sendo, por isso, de fundamental 
importância informar ao laboratório quando da suspeita de um agente infec-
cioso específico (p. ex., micobactérias, fungos filamentosos, Legionella spp. etc.);

• Informar sempre a origem da amostra de sangue, isto é, se foi coletado de vaso 
periférico ou pelo lúmen do cateter;

• Sempre identificar corretamente o frasco encaminhado para o laboratório, fa-
cilitando o retorno do resultado para o paciente. É fundamental o horário de 
coleta da amostra;

• A amostra deve ser encaminhada imediatamente ao laboratório após a coleta, 
com a finalidade de assegurar o isolamento principalmente dos microrganismos 
mais sensíveis e exigentes, além de evitar a demora na liberação do resultado;

• Toda amostra clínica deverá ser considerada potencialmente infectante, deven-
do-se manuseá-la com muito cuidado.

Procedimento da coleta  
A contaminação por hemocultura representa uma fonte contínua de frustração 
para clínicos e microbiologistas. Com frequência, os resultados ambíguos da cul-
tura promovem incerteza diagnóstica no manejo clínico e aumento desnecessário 
do custo da assistência. Portanto, estratégias são necessárias para diminuir as taxas 
de contaminação do sangue para o exame microbiológico.
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Normalmente, a pele é colonizada por uma microbiota bacteriana permanente, o 
que torna o procedimento da coleta da hemocultura crítico. Nesse sentido, ele deve 
ser feito utilizando técnicas rigorosas de antissepsia para evitar a contaminação da 
amostra, apesar de uma taxa de contaminação inferior a 3% ser aceitável. A ausência 
de uma preparação adequada no local da punção compreende a razão mais comum 
para a ocorrência de contaminantes na amostra de sangue, lembrando que hemo-
culturas obtidas a partir de dispositivos intravasculares, como cateteres ou porto-
caths, estão associadas a taxas de contaminações maiores, sendo descritos até 10%. 
Enquanto as taxas-alvo de contaminação foram fixadas em 2 a 3%, as taxas reais 
parecem variar amplamente entre as instituições, de apenas 0,6% a mais de 6%. 

Alguns tipos de microrganismos são mais frequentemente associados à conta-
minação (menos de 5% de chance de bacteremia verdadeira), como Corynebacte-
rium spp., Micrococcus spp., Bacillus spp. e Propionibacterium acnes, pois estes são 
componentes da microbiota da pele; portanto, a antissepsia adequada da pele é um 
passo fundamental no processo de coleta da amostra de sangue para cultura, pois 
se trata do fator que determina a probabilidade de uma hemocultura positiva ser 
considerada contaminação ou infecção. 

A coleta do sangue deverá ser feita por meio de punção em veia periférica pre-
cedida por antissepsia adequada da pele seguindo um protocolo estabelecido; a 
punção arterial não aumenta a sensibilidade da hemocultura.

• Avaliar a solicitação do exame e preparar o material adequado – frasco de hemo-
cultura, material para punção, antisséptico, etiqueta com a identificação adequado 
do paciente etc. Nota: Não colar a etiqueta sobre o código de barras do frasco; 

• Fazer a antissepsia da tampa de borracha do frasco com álcool 70%, desprezar o 
algodão e deixar outro sobre a tampa até a inoculação do sangue;

• Escolher o vaso a ser puncionado;  
• Colocar luva de procedimento ou estéril. Se usar a luva estéril, lembrar-se de que 

não poderá tocar materiais que não sejam estéreis;
• Fazer a antissepsia da pele com algodão embebido em álcool isopropílico a 70%, 

fazendo movimentos centrífugos a partir do local escolhido para a punção. Re-
petir o procedimento usando outro algodão com álcool 70% ou outro antissép-
tico, como solução de tintura de iodo 1 a 2%, clorexidina alcoólica a 0,5% etc., 
deixando secar por 1 minuto; 

• Fazer a punção e a coleta da amostra de sangue, e, depois, a remoção da solu-
ção de iodo da pele; caso tenha sido utilizada clorexidina, este passo não se faz 
necessário; 

• Fazer a transferência do sangue para o frasco de hemocultura. Não se deve tro-
car a agulha após a coleta de sangue para inoculação no frasco, pois não há 
decréscimo significativo na taxa de contaminação quando da troca, podendo 
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aumentar o risco de acidentes para o profissional e o custo do exame. A trans-
ferência da amostra para os frascos de hemoculturas deve ser feita primeiro no 
frasco de anaeróbio, sem troca da agulha. Se a coleta foi realizada com sistema 
de coleta fechado, inocular primeiro no frasco aeróbio; é importante lembrar 
que, nesse caso, o frasco de hemocultura deverá permanecer em pé durante toda 
a coleta, para evitar refluxo para a veia do paciente. Observar o volume correto a 
partir da análise da guia de marcação na etiqueta do próprio frasco;

• Dispensar o material de coleta em local apropriado, isto é, em caixa de perfuro-
cortante.

Número de amostras  
Levando em consideração os vários tipos de bacteremias, o momento e o local da 
coleta, o número de amostras a serem coletadas varia de acordo com o quadro clí-
nico, ficando essa orientação, assim, sob responsabilidade do médico. É importante 
ressaltar que, idealmente, uma amostra de hemocultura é formada por quatro fras-
cos coletados de duas punções diferentes (primeira e segunda amostras) e identi-
ficadas corretamente. Há estudos mostrando resultados cumulativos na recupera-
ção do patógeno que variam de acordo com o número de frascos coletados. Dados 
exibem que as coletas de mais de três amostras não aumentam significativamente 
a sensibilidade da hemocultura. 

Não se recomenda a coleta de uma única amostra de hemocultura, pois ela pode 
não ser suficiente para detectar a bacteremia ou fungemia e, também, dificultar a 
interpretação da significância clínica da recuperação de microrganismos, como 
estafilococos coagulase-negativa ou corinebactérias, que frequentemente são con-
taminantes, mas poderão ser a causa de bacteremias, principalmente em pacientes 
imunocomprometidos, portadores de próteses etc. Exceções podem se dar em pa-
ciente que apresentam sinais de bacteremias durante uma infusão de medicamen-
tos ou uma seção de hemodiálise. 

Em conclusão, o número de amostras deve ser de no mínimo duas e, no máxi-
mo, quatro amostras por episódio infeccioso. Um maior número de amostras traz 
poucos benefícios, aumentando o custo do exame, o trabalho e o risco de provocar 
espoliação desnecessária no paciente, sem aumento significativo da positividade. 
Essa amostragem também representa o volume de sangue adequado para o isola-
mento, possibilitando auxiliar na interpretação do resultado, pois a relação entre o 
número de amostras de hemoculturas positivas versus o total de amostras coletada 
é uma ferramenta muito útil na interpretação do significado clínico.

Hora, intervalos e local de punção para a coleta   
A coleta da hemocultura deve ser indicada o mais precocemente possível quando 
do início dos sintomas de infecção e antes de começar a antibioticoterapia. 
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Nas bacteremias transitórias, é importante valorizar o início do estado febril, 
pois trabalhos experimentais mostram que a maior carga bacteriana ocorre até 
1 hora antes dos calafrios e do pico febril, possibilitando um intervalo entre as 
coletas das amostras. O intervalo entre as punções é irrelevante em situações clíni-
cas nas quais há suspeita de bacteremia contínua (p. ex., endocardites, septicemias 
etc.). Nesses casos, as amostras de sangue deverão ser coletadas o mais precoce-
mente possível. Em pacientes em antibioticoterapia, o momento da coleta deverá 
ser aquele em que há menor concentração de antibiótico na corrente sanguínea, 
portanto, antes da administração da próxima dose (vale) do medicamento.

O sangue deverá ser coletado por meio de punção em veia periférica, precedida 
pela antissepsia adequada da pele. A coleta de sangue arterial não está associada 
a aumento da sensibilidade, mas não é recomendada a princípio. Também não 
se indica a coleta da hemocultura para diagnóstico de bacteremia ou fungemia 
direto de cateter central. Exceções podem se dar nos recém-nascidos com cateter 
em artéria umbilical, em pacientes em que a punção deverá ser evitada (p. ex., o 
paciente em transplante de medula) e pacientes nos quais há hipótese de que a 
fonte da infecção seja o cateter central – nesses casos, deve ser coletada também 
uma amostra periférica.

O uso de antitérmicos não interfere nos resultados de hemoculturas. 
Vários frascos inoculados com sangue de uma mesma punção são considerados 

uma mesma amostra de sangue, isto é, uma amostra com volume de sangue maior. 
Cada amostra deve ser coletada de punções separadas e de sítios anatômicos diferentes. 

Alguns autores, classicamente, recomendam a coleta de amostras em intervalos 
arbitrários de 30 a 60 minutos. No entanto, alguns observaram que não há dife-
renças significativas entre os índices de positividade de hemoculturas obtidas em 
diferentes tempos em relação ao pico febril ou em um período de 24 horas quando 
obtidas simultaneamente ou com intervalos. O estado clínico do paciente determi-
nará o momento e o intervalo entre as coletas (Tabela 1). 

Volume de sangue  
Outra importante variável na detecção de bacteremias é o volume de sangue cul-
tivado. A maioria das bacteremias tem baixa magnitude, sendo menores no adulto 
do que nas crianças, principalmente se o paciente estiver em uso de antibiótico. 
Com base nessas informações, recomenda-se que 20 a 30 mL de sangue sejam 
coletados no adulto, e volumes maiores que 40 mL não aumentam a taxa de recu-
peração bacteriana. Em crianças, apesar de não estar bem definido, é recomendada 
a coleta de 1 a 5 mL ou até 1% de sua volemia, embora alguns autores recomendem 
até 4% da volemia. Ainda não é possível estabelecer volumes ótimos para crianças 
muito pequenas ou prematuras. A Tabela 2 apresenta recomendações para a coleta 
de sangue para hemoculturas em lactentes e crianças.
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TABELA 1 Recomendações para coleta de hemoculturas em diferentes condições ou 
síndromes infecciosas

Condição ou síndrome infecciosa Recomendações

Suspeita de bacteremia ou 

fungemia primária (endocardite, 

meningite, osteomielite, artrite e 

pneumonia bacteriana etc.)

Obter 4 frascos (1ª e 2ª amostras) e, no mesmo 

momento, uma amostra de cada local de punção, o mais 

precocemente possível ao início dos sintomas e antes do 

uso de antibióticos

Febre de origem indeterminada 

(p. ex., abcessos ocultos, febre 

tifoide, brucelose ou outra 

síndrome infecciosa não 

diagnosticada) 

Obter 4 frascos (1ª e 2ª amostras) e, no mesmo momento, 

uma amostra de cada local de punção, inicialmente. Se 

não houver a recuperação de nenhum microrganismo, 

solicitar mais 2 amostras após 24 e/ou 48 horas de 

incubação

Suspeita de bacteremia ou 

fungemia com persistentes 

hemoculturas negativas 

Devem ser utilizados métodos alternativos de 

hemoculturas específicos para aumentar a recuperação de 

micobactérias, fungos e microrganismos fastidiosos

Pacientes imunocomprometidos:

Câncer

AIDS

Obter 4 frascos (1ª e 2ª amostras) e, no mesmo 

momento, cada amostra de um local de punção, o mais 

precocemente possível ao início dos sintomas e antes do 

uso de antibióticos

Solicitar também amostras para a recuperação de 

micobactérias, levando sempre em consideração níveis de 

CD4, inferior a 100 células/mcL

Fonte: adaptada de Baron, 2005.1

TABELA 2 Volume de sangue sugerido para hemoculturas de lactentes e crianças

Peso 

(kg)

Volemia 

(mL)

Volume de sangue por amostra (mL) Volume total 

de sangue para 

cultura (mL)

% da volemia

Cultura n. 1 Cultura n. 2

≤ 1 50 a 99 2 — 2 4

1,1 a 2 100 a 

200

2  2 4 4

2 a 12,9 > 200 4 2 6 3

13 a 36 > 800 10 10 20 2,5

> 36 > 2.200 20 a 30 20 a 30 40 a 60 1,8 a 2,7

Fonte: adaptada de Baron, 2005; Kellog, 2000.1,2
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Tipo de frascos de hemoculturas  
A diluição do sangue no meio de cultura é mantida de 1:5 até 1:10 (sangue/meio 
de cultura) na maior parte dos sistemas de cultura comerciais, diluindo, assim, fa-
tores capazes de inibir o crescimento bacteriano. Hoje, estão disponíveis no mer-
cado vários tipos de frascos para coleta de hemocultura. Existem frascos para o 
isolamento de bactérias aeróbias, anaeróbias, fungos, micobactérias e, ainda, com 
resinas aniônicas e catiônicas, para adsorção de antibióticos. Os frascos para os 
procedimentos automatizados são adequados ao equipamento utilizado pelo la-
boratório. Diante da grande variedade de frascos para hemocultura, a sua escolha 
depende da suspeita clínica.

Transporte da amostra  
O frasco de hemocultura inoculado com a amostra de sangue deve ser encaminha-
do imediatamente ao laboratório em temperatura ambiente.

São da responsabilidade do laboratório a implantação e o treinamento da coleta 
da hemocultura, informando como se realizam o seu processamento e a liberação 
de laudos parciais e final. Dessa maneira, todos os fatores da fase pré-analíticas pre-
cisam ser cumpridos, possibilitando que as taxas de contaminação sejam as menores 
possíveis e que o laboratório não se responsabilize por impactos negativos na assis-
tência ao paciente, uso inadequado de antimicrobianos e no financeiro da instituição 
e resultados falso-positivos promovidos pela contaminação da hemocultura.
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30 Urocultura

A urocultura é considerada o exame “padrão-ouro” no diagnóstico laboratorial das 
infecções.

Visto que o crescimento bacteriano a partir da cultura de urina pode se dar por 
contaminação externa do trato urinário, colonização da porção distal da uretra e 
colonização assintomática da urina na bexiga, há fatores pré-analíticos que devem 
ser seguidos para obter resultados mais confiáveis.

A urocultura também representa a maior parte do trabalho na rotina laborato-
rial. O adequado manejo dos componentes da fase pré-analítica, incluindo iden-
tificação adequada da amostra, coleta, preservação, armazenamento e transporte, 
reflete-se no resultado final entregue ao paciente.

Um estudo externo de comparação entre pares (Q-Probe) conduzido pelo  
College of American Pathologists em 1998 e repetido em 20081 avaliou a taxa de 
contaminação em uroculturas, definida como mais de 2 isolados em quantificação 
acima de 104 unidades formadoras de colônias (UFC) por mililitro (mL) e rotina 
de coleta e gestão da amostra. Taxas de contaminação de 41,7% (local com baixo 
desempenho), 15% (médio) e 0,8% (alto) corresponderam aos percentis 10, 50 e 90. 
As taxas de contaminação não tiveram correlação com o local de coleta, o uso de 
kits de coleta, conservantes ou recipientes de transporte com isolamento térmico. 
No entanto, as taxas de contaminação foram substancialmente afetadas pelo pro-
cessamento pós-coleta, especialmente a refrigeração da amostra. Em alguns casos, 
as instruções dadas aos pacientes externos também tiveram influência nas taxas 
de contaminação.

Dessa maneira, a observação dos fatores pré-analíticos em urocultura tem a fina-
lidade de reduzir a contaminação e melhorar a acurácia no diagnóstico do paciente.
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O QUE PODE E O QUE NÃO PODE?  
Considerando-se que a urocultura representa um procedimento quantitativo, des-
taca-se primeiro o fato de que a coleta deve ocorrer em condições normais de 
hidratação.

Segundo publicação da American Society for Microbiology (ASM), as recomen-
dações mais significativas para as principais formas de coleta estão resumidas na 
Tabela 1.

TABELA 1 Principais recomendações pré-analíticas relacionadas à coleta, ao 
transporte e ao volume mínimo para realização de urocultura

Tipo de amostra Recomendações de coleta Transporte e/ou volume 

mínimo

Jato médio 

feminino

Iniciar a micção mantendo os lábios 

afastados. Após eliminação de vários 

mililitros, coletar o jato médio sem 

interromper o fluxo de urina

Recipiente estéril resistente 

a vazamento com ou 

sem conservante (ácido 

bórico)/≥ 1 mL

Jato médio 

masculino 

Iniciar a micção mantendo retração do 

prepúcio. Após eliminação de vários 

mililitros, coletar o jato médio sem 

interromper o fluxo de urina

Recipiente estéril resistente 

a vazamento com ou 

sem conservante (ácido 

bórico)/≥ 1 mL

Por meio de 

sondagem de 

alívio

Assepsia do meato uretral com água e 

sabão. Enxaguar a área com compressas 

de gaze úmida. Inserir o cateter na bexiga 

de maneira asséptica. Após descartar 

aproximadamente 15 mL, coletar a urina 

que será analisada em um recipiente estéril

Recipiente estéril resistente 

a vazamento com ou sem 

conservante (ácido bórico)

Por meio de 

sonda de demora

Clampeamento do cateter abaixo do 

local de coleta da bolsa por 10 a 20 

minutos e desinfecção com álcool 70%. 

Assepticamente, coletar 5 a 10 mL de urina

Recipiente estéril resistente 

a vazamento com ou sem 

conservante (ácido bórico)

Fonte: adaptada de Doern, 2018.2

Para coletas nas quais está envolvida sondagem vesical, deve-se observar ain-
da que pacientes sondados cronicamente sempre apresentam bactérias na bexiga; 
portanto, a solicitação de urocultura somente deve ser feita quando houver um 
sinal ou sintoma que a justifique. Contudo, a cateterização vesical de alívio pode 
introduzir microbiota uretral na bexiga.
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O tempo entre o transporte e o processamento para amostras coletadas sem 
conservante é de até 2 horas à temperatura ambiente ou até 24 horas a 4°C. Amos-
tras coletadas com conservante podem ser mantidas à temperatura ambiente por 
até 24 horas. 

Com relação ao momento da coleta da amostra, para pacientes com controle de 
esfíncter, é necessário um período maior que 2 horas entre o momento da coleta e 
a última micção, mas não necessariamente a primeira amostra do dia.

Apesar de a prática mais usual de coleta em crianças sem controle de esfíncter 
utilizar sacos coletores, sua maior finalidade é descartar infecção do trato urinário 
no caso de urocultura negativa, em vez de confirmá-la. O método recomendado 
nessa situação é a sondagem vesical.

Não se recomenda coleta de urina em comadre ou urinol.
Quanto à cultura de urina para micobactérias, recomenda-se a coleta da primeira 

amostra (toda a micção), sendo necessário um volume acima de 20 mL.
Apesar de todos os aspectos discutidos anteriormente serem bastante clássicos 

dentro da microbiologia, uma metanálise recente procurou evidências que os fun-
damentassem.3 Os principais achados foram divididos em recomendados, não re-
comendados e “nem a favor ou contra”, de acordo com os critérios apresentados a 
seguir, referindo-se à coleta de urina por métodos não invasivos:

• Recomendados: coleta de jato médio em homens, mulheres e crianças com 
assepsia;

• Não recomendados: jato inicial em homens, jato médio em crianças sem 
assepsia, urina de saco coletor em crianças;

• “Nem a favor nem contra” em razão de falta de evidência suficiente: jato médio 
em mulheres ou homens sem assepsia, jato médio em mulheres em compara-
ção à sondagem de alívio, jato médio em homens e crianças em comparação à 
sondagem de alívio ou punção suprapúbica. Para o processamento da amostra 
mantida à temperatura ambiente, refrigerada ou conservada com ácido bórico, 
também não houve evidência suficiente para escolher um ou outro método; a 
refrigeração e o uso de conservantes preservam amostras adequadamente por 
até 24 horas, mas ainda são necessários estudos que avaliem a utilidade dessas 
práticas.

Com relação aos interferentes no resultado de urocultura, além da possível con-
taminação vaginal e da colonização uretral, o uso de antimicrobianos previamente 
à coleta representa um fator bastante significativo.

Desse modo, a correlação entre forma de coleta, tipo de frasco, tempo entre 
a coleta e o processamento da amostra e temperatura do transporte são fatores 
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pré-analíticos muito importantes, cuja indicação deve ser cada vez mais estudada, 
inclusive em trabalhos comparativos dentro das diferentes instituições.

Ainda, laudos inapropriados reportando culturas positivas que refletem conta-
minação podem resultar na utilização desnecessária de antimicrobianos, que não 
contribuem para a evolução do paciente, provocam aumento de custos e a promo-
ção de resistência bacteriana.  

CASOS CLÍNICOS  
A seguir, são apresentados casos típicos de resultados de urocultura, cujos resulta-
dos refletem a interferência de fatores pré-analíticos.

1. Criança com 6 meses de vida é atendida no pronto atendimento com história de 
febre, sem sinais de localização. Segue protocolo institucional com coleta de urina 
para exame de urina tipo I e urocultura. 

Inicialmente, opta-se por coleta por meio de saco coletor:
• Resultado do exame de urina tipo I: 250.000 leucócitos/mL.

Decidiu-se coletar a amostra por meio de sondagem vesical: 
• Resultado do exame de urina tipo I: 3.000 leucócitos/mL.

Após incubação, a urocultura revelou:
• Na coleta da amostra por meio de saco coletor, houve crescimento de  

100.000 UFC de Pseudomonas aeruginosa, após 18 horas de incubação;
• Na coleta da amostra por meio de sondagem vesical, não houve crescimento 

bacteriano em 48 horas de incubação.
1a. Como explicar a diferença de resultado entre as amostras processadas no exa-
me de urina tipo I?
1b. Como explicar a diferença de resultado entre o crescimento em uma das amos-
tras e negativos em outra?
1c. Qual o valor do achado do crescimento de Pseudomonas aeruginosa nessa faixa 
etária?

Aspectos a serem discutidos: caso clássico em que há contaminação da amostra 
quando coletada por meio de saco coletor. Lembrar que o isolamento de Pseudo-
monas aeruginosa não é comum nessa faixa etária, o que reforça a possibilidade de 
contaminação.
2. Criança do sexo feminino com 7 anos de idade em bom estado geral relata des-
conforto para urinar. 

Coleta exame de urina tipo I e urocultura.
Resultados de relevância:

• Urina tipo I: 80.000 leucócitos/mL.
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Urocultura: 
• Crescimento de Escherichia coli (104 UFC/mL);
• Enterococcus faecalis (103 UFC/mL).
2a. Qual seria uma boa hipótese para esse crescimento com mais de um patógeno 
associado à queixa clínica?

Aspectos a serem discutidos: a presença de mais de um patógeno, em quantifi-
cação não muito relevante, deve levantar a hipótese de o patógeno não estar rela-
cionado à infecção do trato urinário. A possibilidade de vulvovaginite nessa faixa 
etária e com este descritivo na urocultura compreende a hipótese mais provável.
3. Criança do sexo masculino com 6 anos de idade apresenta febre sem sinais de 
localização. Na investigação, coleta-se urina para a realização de urina tipo I e 
urocultura.

Resultados de relevância:
• Urina tipo I: 4.000 leucócitos/mL.

Urocultura:  
• Crescimento de Proteus mirabilis (105 UFC/mL);
• Enterococcus faecalis (104 UFC/mL).
3a. Qual o significado do isolamento de Proteus mirabilis?

Aspectos a serem discutidos: o crescimento de um patógeno na urocultura, na 
ausência de leucocitúria, não é o achado mais esperado para um paciente com 
infecção do trato urinário. Considerando-se que o paciente é uma criança do sexo 
masculino, a maior probabilidade desta associação é a colonização de prepúcio, na 
qual na fase pré-analítica do exame, não foi feita assepsia adequada.
4. Paciente com 40 anos do sexo feminino realiza urocultura cujo bacterioscópico 
identificou bacilos Gram-positivos.

Posteriormente, a cultura identificou Lactobacillus spp.
4a. Qual seria a importância desse isolado?

Aspectos a serem discutidos: a identificação de Lactobacillus spp. na urocultura 
é um indicativo de contaminação vaginal na fase pré-analítica (coleta) do exame.
5. Paciente jovem é atendida no pronto atendimento com queixa de disúria há  
1 dia. Antes da coleta da urina para exame de urina I e urocultura, relata que tomou 
somente uma dose de quinolona.

Resultados de relevância:
• Urina tipo I: 350.000 leucócitos/mL;
• Urocultura: negativa após 48 horas de incubação.
5a. O que justifica a cultura ser negativa, uma vez que a paciente permanece  
sintomática?

Aspectos a serem discutidos: apesar de a dose de antimicrobiano não ter sido 
suficiente para tratar a infecção do trato urinário, trata-se de um fator interferente 
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capaz de negativar uma urocultura. Os antimicrobianos podem, inclusive, ter efei-
to pós-antibiótico; desse modo, recomenda-se que o controle de uma urocultura, 
de maneira geral, seja feito somente 72 horas após o término do tratamento.
6. Durante uma investigação do trato urinário, solicita-se que o paciente realize 
uma urocultura e, também, um exame de ultrassonografia.
6a. É possível realizar esses exames em uma única admissão do paciente, já que 
existe a recomendação da ingestão de 4 copos de água 1 hora antes da realização 
do exame de imagem?

Aspectos a serem discutidos: para viabilizar que os exames aconteçam na sequên- 
cia, a única possibilidade é recomendar que o paciente encha a bexiga normalmen-
te (4 horas sem urinar) e, após realização do exame, faça a coleta da amostra. Caso 
o paciente tome os 4 copos de água recomendados para a ultrassonografia, após a 
realização do exame, terá que esvaziar a bexiga e esperar pelo menos 2 horas para 
realizar a coleta.
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31 Cultura geral

INTRODUÇÃO  
Microrganismos são seres vivos que rapidamente crescem, se reproduzem e morrem. 

Pode haver resultados de exames microbiológicos incompletos ou errôneos se 
um desses fatores ocorrer antes de a amostra ser processada.

O material biológico deve ser representativo do provável local de infecção, pro-
curando-se sempre evitar a contaminação com a microbiota das áreas adjacentes, 
como pele e mucosas.

A coleta ou o transporte inadequados podem ocasionar falhas no isolamento do 
agente etiológico e favorecer o desenvolvimento da flora contaminante, induzindo 
ao isolamento de um “falso” agente etiológico, resultando em uma orientação tera-
pêutica inadequada.

Cada resultado liberado pelo laboratório de microbiologia decorre da qualida-
de da amostra e das informações que a acompanham, principalmente do tipo de 
material coletado e do local de infecção, o que direciona o microbiologista a uma 
procura direcionada do provável agente causal.

SOLICITAÇÃO DE EXAMES  
Idealmente, o pedido de exames deve trazer informações de identificação e demo-
gráficas do paciente, como idade, doença de base, suspeita diagnóstica e indicação 
do uso de antibióticos. A discriminação do material biológico e o perfil de exames 
a serem solicitados para cada situação são grandes desafios de educação continua-
da ao corpo clínico, o que pode ser melhorado à medida que se tenham protocolos 
clínicos, pedidos médicos específicos para microbiologia e, principalmente, apri-
moramento do prontuário eletrônico, padronizando os perfis de exames recomen-
dados para cada tipo de material e o correspondente local de infecção, garantindo 
o melhor aproveitamento da amostra e objetivando o diagnóstico. A possibilidade 
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de um sistema com dois campos distintos para a descrição do material tem grande 
valia para simplificar e, ao mesmo tempo, propiciar um maior número de combi-
nações e menor quantidade de parâmetros.

É interessante que o laboratório de microbiologia, com o corpo clínico dos 
hospitais e do SCIH (Serviço de Controle de Infecção Hospitalar), padronize a 
solicitação de exames, indicando quais são mais apropriados para determinados 
tipos de materiais. Ainda, é importante que o sistema disponha de uma ferramenta 
de alarme para amostras repetidas de um mesmo tipo de exame e material em 
intervalos de tempo definidos, evitando réplicas, desperdício e, eventualmente, até 
mesmo confusão diagnóstica.

Um pedido de exames ou um menu específico para microbiologia também tem 
a vantagem de poder inserir informações que auxiliam o clínico a indicar e di-
recionar a coleta mais adequada, como no caso de uma solicitação de cultura de 
cateter vascular, em que deve aparecer a informação de que esta somente deve ser 
solicitada se houver suspeita de infecção relacionada ao dispositivo, que a ponta 
deve ter cerca de 5 cm para cultura e que deve ser acompanhada de uma hemocul-
tura periférica. Na coleta de secreções, pode haver um alerta sobre evitar amostras 
coletadas por swab e dar preferência a materiais mais representativos de infec-
ção, como biópsias de tecido ou punções. A formatação da solicitação de exames 
e eventuais notas adicionadas aos laudos microbiológicos passam a ser, então, um 
canal de comunicação com o médico e uma ferramenta de educação permanente.

COLETA
Para garantir melhores resultados, algumas condições pré-analíticas são desejáveis:

• Coletar o material o mais precocemente possível em relação ao início do quadro 
infeccioso;

• O material deve ser coletado antes da antibioticoterapia ou no vale (antes da 
administração da próxima dose) sempre que possível;

• Optar pela coleta de materiais do local mais profundo e provável de o microrga-
nismo ser isolado, como punções de coleções, fragmentos de tecido ou líquidos 
cavitários, além de hemoculturas e uroculturas, conforme a suspeita clínica; 

• Evitar coleta de amostras superficiais ou que tenham contato com mucosas e, tam-
bém, por swab, pois, além de serem pouco representativas pelo pequeno volume de 
amostra (apenas 150 mcL) e promoverem resultados falso-negativos, podem pro-
vocar resultados falso-positivos por estarem sujeitos à contaminação superficial;

• Considerar também o estágio da doença na escolha do material. Patógenos en-
téricos, causadores de gastrenterite, estão presentes em maior quantidade e são 
mais facilmente isolados durante a fase aguda ou diarreica do processo infec-
cioso intestinal. Já na suspeita de febre tifoide, por exemplo, a fase da doença 
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determinará o melhor local da coleta (na 1ª semana da doença é mais provável 
isolar o agente no sangue e, após a 2ª semana, nas fezes);

• Quantidade suficiente de material deve ser coletada para permitir uma análise 
completa. Caso a quantidade seja pequena, demanda-se a comunicação com o 
médico do paciente, preferencialmente junto ao microbiologista, a fim de definir 
prioridades.

É desejável disponibilizar kits de coleta, com os materiais necessários de acordo 
com o tipo de material biológico e instruções de coleta anexadas. Dessa maneira, 
garante-se a melhor qualidade da amostra.

SEGURANÇA  
Todos os materiais biológicos devem ser considerados fontes potenciais de micror-
ganismos patogênicos. Para garantir a proteção dos colaboradores e do ambiente, 
algumas recomendações são necessárias:

• Utilizar as barreiras de proteção necessárias em cada procedimento, como ócu-
los, luvas, máscara e avental;

• Usar frascos e meios de transporte apropriados;
• Não manusear amostras durante o transporte;
• Sempre verificar se o frasco de transporte está firmemente fechado e não 

contaminar a superfície externa do frasco de coleta. Caso ocorram respingos 
ou contaminação na parte externa do frasco, fazer desinfecção cuidadosa com 
álcool 70% e aguardar secar; 

• Transportar os frascos de amostras em sacos plásticos vedados;
• Não contaminar o pedido de exames;
• Identificar corretamente a amostra coletada com a etiqueta do paciente e com 

dados de data e hora de coleta e o responsável; 
• Colocar a identificação do tipo de material e sítio de coleta em etiqueta no cor-

po frasco, e nunca na tampa ou sobre rótulos;
• Encaminhar os materiais o mais rapidamente possível ao laboratório.

CRITÉRIOS DE REJEIÇÃO  
Cabe ao laboratório clínico rejeitar amostras que possam comprometer a quali-
dade dos resultados ou provocar falsas interpretações. Porém, é preciso ressaltar 
que a comunicação com a enfermagem e o médico-assistente deve ser feita pron-
tamente, a fim de evitar erros futuros e deixá-los cientes dos motivos que levaram 
ao cancelamento ou à rejeição do material e uma possível reorientação para uma 
nova amostra, quando indicado. Esse pode vir a ser um dado para monitoramento 
por meio de indicadores em busca de melhoria constante.
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Além dos erros de identificação do paciente, considerados muito graves, os cri-
térios de rejeição de amostras para cultura, em geral, são:

• Falta de clareza ou identificação do material biológico ou erro de cadastro de 
exames;

• Material clínico recebido em meio de transporte inadequado, como anticoagu-
lantes, álcool ou formalina;

• Pontas de drenos cirúrgicos ou de sonda vesical (cateter de Foley);
• Material fora da estabilidade (tempo de conservação ou temperatura inadequados);
• Frascos não estéreis;
• Vazamentos, frascos quebrados ou sem tampa, com contaminação na superfície 

externa ou até mesmo perdendo a integridade do conteúdo interno do frasco;
• Mais de uma amostra do mesmo tipo e do mesmo local coletadas em um mes-

mo dia; 
• Somente um swab ou fragmento de tecido muito pequeno com múltiplas requi-

sições de testes microbiológicos;
• Cultura para anaeróbios recebida em condições não apropriadas ou solicitada 

em materiais como secreções de mucosas de orofaringe, geniturinárias, gastrin-
testinais ou respiratórias, fezes, colostomia ou urina de micção espontânea;

• Swab de lesões, como úlceras varicosas ou de decúbito, queimaduras, gatrosto-
mia ou jejunostomia, que frequentemente representam colonização;

• Vômitos ou conteúdo gástrico ou intestinal.

TRANSPORTE, TEMPERATURA E ESTABILIDADE DAS AMOSTRAS
Os critérios adotados para aceitabilidade dos materiais para microbiologia variam 
conforme a natureza e o local de coleta do material e a metodologia utilizada. Em 
geral, os princípios básicos são: 

• Materiais potencialmente contaminados com microbiota da pele e das mucosas, 
como secreções respiratórias, urina ou fezes, necessitam de refrigeração preco-
ce ou meios de transporte para evitar a proliferação de germes da microbiota 
capazes de interferir na análise promovendo resultados falso-positivos, e, ao 
mesmo tempo, garantir a sobrevivência dos potenciais patógenos; 

• Os materiais considerados nobres, ou seja, aqueles oriundos de localizações 
estéreis e cavidades fechadas, como líquido cefalorraquidiano, líquidos cavitá-
rios, sangue e punções aspirativas, normalmente têm uma estabilidade maior 
em temperatura ambiente, pois não há potenciais contaminantes na amostra 
capazes de interferir na cultura; 
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• Algumas bactérias exigentes, como Neisseria meningitidis e Haemophilus spp., 
apesar de sobreviverem melhor em temperatura ambiente, requerem condições 
especiais para crescimento em meios enriquecidos e precisam de maior agili-
dade para semeadura inicial nos meios enriquecidos e temperatura adequada. 

Na Tabela 1, estão destacados alguns pontos críticos com relação à coleta, à ma-
nutenção e ao transporte de amostras no período pré-analítico, uma etapa crucial 
para a garantia da qualidade dos resultados microbiológicos. Neste capítulo, não 
foram inseridas as amostras de hemoculturas e do trato urinário, pois estão descri-
tas nos capítulos 29 e 30.

O transporte de amostras deve ser realizado individualmente em sacolas plásti-
cas, com a requisição de exame em compartimento separado.

DISCUSSÃO E CONCLUSÃO  
Os desafios da fase pré-analítica em microbiologia são enormes, pois existem cada 
vez menos profissionais especializados na área habilitados a realizar treinamentos. 
Essa etapa requer uma atuação multidisciplinar envolvendo equipes do laboratório, 
enfermagem, corpo clínico, comissão de controle de infecção hospitalar, educação 
continuada, documentação e atualização constante dos manuais de coleta. Além 
disso, exige revisão periódica dos pedidos médicos se adequando aos novos exa-
mes e tecnologias, muitas vezes necessitando da intervenção nos acordos comer-
ciais com vistas não somente ao custo bruto do exame, mas também viabilizando  
o uso de metodologias com melhor custo-benefício que tenham verdadeiro im-
pacto na vida do paciente, garantindo uma diagnóstico rápido, melhor ajuste e 
sucesso terapêutico e com menor tempo de internação. 

O sistema de informação laboratorial (SIL) e os prontuários eletrônicos tornam 
os profissionais cada vez mais dependentes de um sistema de informática integra-
do que requer uma participação ativa e integração do microbiologista para garan-
tir que o cadastro e o perfil dos exames estejam compatíveis e correlacionados com 
as amostras clínicas, padronizar os critérios de rejeição e evitar repetições des-
necessárias, além de permitir que sejam liberados resultados parciais e finais em 
tempo real com acesso instantâneo ao corpo clínico de maneira simples e acessível.

Com a tendência mundial de terceirização dos laboratórios, na qual a análise 
microbiológica algumas vezes ocorre a distância, deve haver um cuidado muito 
importante quanto aos ajustes da logística da fase pré-analítica para que sejam ga-
rantidas com prioridade máxima as condições das amostras biológicas. Para aque-
las amostras cuja estabilidade é curta ou em que a rapidez no resultado venha a ter 
um impacto clínico muito significativo, como hemoculturas, pode ser necessária a 
descentralização de alguns processos para áreas próximas ao local de origem para 
assegurar a qualidade e a rapidez nos resultados.
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Surpreendentemente, os microbiologistas recebem mais treinamento sobre a 
coleta e o transporte de amostras para o diagnóstico de infecção do que os pró-
prios médicos ou profissionais de enfermagem, aqueles que, na maioria das vezes, 
realizam o procedimento. Por sua vez, os microbiologistas precisam oferecer aos 
médicos a confiança na acurácia dos resultados e que estes são clinicamente re-
levantes. Por isso, precisa-se estar sempre vigilante com relação à importância da 
garantia da fase pré-analítica adequada interagindo com os diversos setores da 
cadeia e trabalhando sempre em direção à melhoria da comunicação e às parcerias 
entre as equipes para chegar ao objetivo final: um resultado rápido, acurado e de 
relevância clínica.
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32 Marcadores tumorais bioquímicos circulantes

INTRODUÇÃO  
O marcador tumoral bioquímico circulante é conceituado como qualquer subs-
tância presente no sangue ou em outros fluidos biológicos, produzida pelo tumor 
ou por algum órgão ou tecido normal, em resposta à sua ocorrência. Uma condi-
ção importante para incluir a substância como marcador tumoral é que sua con-
centração guarde alguma relação com a atividade do processo neoplásico.

Os marcadores tumorais se constituem um importante recurso laboratorial na 
prática oncológica, não tanto por seu poder diagnóstico dos processos primários, 
mas por sua capacidade em auxiliar no estadiamento da doença, na detecção pre-
coce de recidiva e como indicadores da efetividade do tratamento. 

Uma variedade de substâncias, como enzimas, hormônios e antígenos, pode ser 
classificada como marcadores tumorais.

Algumas enzimas e isoenzimas que apresentam elevações significativas da ativi-
dade total ou variações no padrão de distribuição das isoformas podem indicar a 
existência de processo neoplásico. Em geral, esse tipo de marcador tem baixa espe-
cificidade, encontrando no antígeno prostático específico uma exceção importante. 

Hormônios também podem ser utilizados como marcadores tumorais, envolvendo-
-se de duas maneiras distintas: por produção aumentada pelo tecido endócrino nor-
malmente produtor ou pela produção ectópica por tecido normalmente não produtor 
de hormônios. Essas duas formas podem ser exemplificadas pelo hormônio adreno-
corticotrófico (ACTH) presente em concentrações anômalas  tanto no tumor primário 
da hipófise quanto no tumor de células pequenas do pulmão, respectivamente. 

Algumas substâncias estão presentes em concentrações elevadas em tecidos em-
brionários e baixas no indivíduo adulto hígido. Em pacientes com alguns tipos 
de câncer, essas substâncias podem reaparecer em elevados níveis na circulação, 
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demonstrando que certos genes foram reativados como decorrência da transfor-
mação neoplásica. São denominados antígenos oncofetais e os mais amplamente 
utilizados são o antígeno carcinoembriônico (CEA) e a alfafetoproteína (AFP).

A concentração de determinados antígenos presentes na superfície de células, 
atuando como receptores moleculares, é significativamente elevada na circulação 
sanguínea quando da instalação de um processo neoplásico. São exemplos os an-
tígenos carboidratos CA 125, CA 15-3 e CA 19.9, os quais, por essa característica, 
podem ser utilizados como marcadores tumorais.

A discussão sobre fatores pré-analíticos e interferentes em ensaios laboratoriais 
em relação à medida de marcadores tumorais bioquímicos circulantes tem rele-
vância, considerando-se a importância da informação contida no resultado e a 
necessidade de sua correta interpretação. 

De modo geral, os interferentes pré-analíticos podem ser divididos em dois 
grandes grupos: aqueles que se aplicam à maioria dos marcadores e os que afetam, 
particularmente, um ou um grupo determinado de marcador.

FATORES PRÉ-ANALÍTICOS E INTERFERENTES  
COMUNS AOS DIFERENTES MARCADORES  
Deve-se sempre considerar as condições do paciente previamente à coleta da amos-
tra biológica para a medida de marcadores tumorais no que se refere ao possível 
uso de substâncias que alterem suas condições habituais. A administração de qui-
mioterápicos ou tratamentos radioterápicos, por exemplo, promoverão elevação, 
muitas vezes, significativa da concentração de marcadores, e o tempo para retorno 
aos níveis basais pode variar, conforme não somente o marcador, mas também a 
natureza e a intensidade do estímulo e a resposta individual.

A qualidade da amostra a ser analisada, incluindo eventual hemólise, lipemia, 
hiperbilirrubinemia e outras substâncias potencialmente interferentes, como anti-
coagulantes ou conservantes adicionados à amostra, autoanticorpos e anticorpos 
inespecíficos, constitui um fator que pode interferir na exatidão dos resultados. O 
grau de interferência que essas substâncias causam depende, além das suas concen-
trações na amostra, do próprio marcador em questão e da metodologia utilizada.

Na maioria das vezes, o soro é o tipo de amostra recomendado para a medida  
de marcadores tumorais. As grandes exceções incluem os marcadores de tumores de  
bexiga, pesquisados na urina, e os de sistema nervoso central, passíveis de pesqui-
sa no líquido cefalorraquiano. Amostras de plasma coletadas em tubos contendo 
ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), heparina ou oxalato podem interferir 
nos sistemas analíticos e devem ser evitadas. O gel separador presente nos tubos 
para amostras de soro, em geral, não causa interferência.

Amostras de soro que apresentem lipemia ou hemólise intensas ou turbidez não 
devem ser utilizadas para a medida de marcadores tumorais. A causa da interferência 
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provocada pela lipemia pode ser, entre outras, o bloqueio que o excesso de lipídios é 
capaz de provocar em relação ao acesso dos anticorpos utilizados nos imunoensaios, 
além da eventual interferência óptica quanto à leitura final das reações. 

Com relação à hemólise, além da maior quantidade de hemoglobina livre, facil-
mente observada pela coloração do soro, é importante lembrar que a concentração 
de diversos outros componentes intraeritrocitários fica elevada na amostra e al-
guns deles podem funcionar como competidores ou inibidores das reações padro-
nizadas sem sua presença. 

A metodologia utilizada para a medida da maioria dos marcadores tumorais 
circulantes baseia-se em imunoensaios, que utilizam anticorpos policlonais ou 
monoclonais. Nesse tipo de metodologia, as ligações entre a substância pesquisada 
e os anticorpos se constituem em etapa crítica para o bom desempenho do ensaio. 

Anticorpos humanos antianimais são encontrados em até 30 a 40% das amostras. 
Esses anticorpos se desenvolvem após tratamento com imunoglobulinas de ori-
gem animal e, em geral, têm alta avidez e baixa especificidade, podendo bloquear 
sítios críticos, interferindo na dinâmica das reações desejadas.

O anticorpo antimurino detectado em humano (HAMA) é o mais frequente, 
podendo produzir tanto resultados falso-positivos quanto falso-negativos. Curio-
samente, esse tipo de anticorpo tem a habilidade de interferir em imunoensaios 
diferentes, mas não necessariamente em todos os imunoensaios para o mesmo 
analito, o que promove dificuldades na interpretação de resultados discordantes. 
Algumas vezes, mesmo a adição de substâncias com a finalidade de bloquear esses 
interferentes não é suficiente para inibir totalmente o efeito. 

Os anticorpos heterófilos no soro humano podem reagir com as imunoglobuli-
nas, interferindo em imunoensaios in vitro. Os pacientes rotineiramente expostos 
a animais ou a produtos de soro animal são mais propensos a apresentar essa inter-
ferência, portanto, ocasionalmente, observam-se valores anômalos. 

Autoanticorpos contra o analito, com a formação de macroenzimas, podem 
causar interferência, mesmo em ensaios não imunométricos (p. ex., na medida de 
prolactina).

Uma característica dos imunoensaios do tipo “sanduíche”, nos quais são utiliza-
dos dois anticorpos – um de captura, geralmente na fase sólida, e outro sinalizador, 
na fase líquida – é o efeito gancho. Quando a amostra contém concentração muito 
elevada do analito, a ligação do anticorpo sinalizador fica comprometida e a reação 
não se completa, sugerindo níveis baixos do analito. 

Outra possível causa de interferência dependente da qualidade da amostra é o 
manuseio inadequado do material a ser examinado, como a não refrigeração, caso 
a análise não seja realizada imediatamente, ou quando submetida a ciclos repeti-
dos de congelamento e descongelamento. Esse processo resulta em desnaturação 
proteica, formação de complexos insolúveis, inativação de enzimas etc.
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A partir de 2012, surgiram os primeiros trabalhos indicando a possibilidade de 
interferência da biotina, também denominadas vitamina B7 ou B8, vitamina H ou 
coenzima R, em exames laboratoriais que utilizam a reação biotina-estreptoavi-
dina. A biotina está presente em complexos polivitamínicos e em produtos desti-
nados aos cuidados das unhas, da pele e do cabelo. Os ensaios para a medida de 
alguns marcadores tumorais se utilizam dessa reação, em que os pacientes devem 
ser orientados a não fazer uso desses produtos pelo menos 72 horas antes da coleta 
de sangue para a realização dos exames.

A intensidade e o efeito da interferência causada pela biotina dependem do tipo 
do ensaio realizado. Nos ensaios competitivos, observam-se resultados falsamente 
elevados, enquanto, nos ensaios tipo sanduíche, podem ser obtidos resultados fal-
samente rebaixados.

Alguns procedimentos podem ser realizados com a finalidade de identificar 
interferentes: realizar a medida após diluições seriadas da amostra e avaliar a  
linearidade; utilizar bloqueadores de imunoglobulinas de diferentes espécies; uti-
lizar ensaio alternativo que, idealmente, empregue anticorpos de espécie diferente 
do imunoensaio com suspeita de interferência.

A literatura refere que as taxas de resultados falso-positivos dos ensaios para a 
medida de marcadores tumorais são em torno de 5%, fazendo necessária a confir-
mação, com a repetição do exame em nova amostra, de qualquer resultado discor-
dante da expectativa clínica.

Mesmo considerando os avanços no conhecimento dos mecanismos envolvi-
dos nas interferências na medida dos marcadores tumorais, não há um procedi-
mento único que permita neutralizar todas as possíveis causas de inexatidão dos 
resultados. É preciso um esforço com relação às causas pré-analíticas passíveis de 
controle e manter estreita comunicação com o solicitante do exame para esclarecer 
qualquer discordância clínico-laboratorial.

Mesmo que não seja causa pré-analítica de variação, é relevante ressaltar que 
resultados obtidos por conjuntos diagnósticos de procedência diversa, mesmo 
baseados no mesmo princípio metodológico, em geral não se correlacionam 
bem entre si. Ainda que um grande esforço esteja sendo feito para a harmo-
nização dos sistemas analíticos, ainda não se obteve correlação adequada en-
tre os diversos fornecedores. A contribuição para a variação entre as diferentes 
plataformas e conjuntos diagnósticos para as diferenças dos resultados não é 
bem compreendida. Uma das causas prováveis consiste na diversidade de es-
pecificidade dos anticorpos utilizados nos diferentes ensaios. Por essa razão, é 
necessária uma atenção especial ao se interpretar resultados seriados obtidos por 
diferentes ensaios. 
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FATORES INTERFERENTES PRÉ-ANALÍTICOS EM 
MARCADORES TUMORAIS MAIS COMUMENTE  
UTILIZADOS NO BRASIL  
Alfafetoproteína (AFP)  
Trata-se de uma proteína produzida em grande quantidade durante a fase embrio-
nária e cuja síntese se reduz rapidamente após o nascimento, atingindo os níveis 
do adulto após 18 meses de idade. É utilizada como marcador tumoral, em especial 
para tumores hepáticos, estando elevada em cerca de 80% dos tumores sintomá-
ticos, embora se eleve, também, nos tumores de células germinativas (p. ex., não 
seminoma e coriocarcinoma). Sua medida é relevante na triagem em indivíduos 
com risco elevado de hepatocarcinoma, ou seja, em portadores crônicos dos vírus 
das hepatites B ou C e em pacientes com hemocromatose.

Uma causa não neoplásica da elevação de AFP é a gravidez, na qual ocorre elevação 
fisiológica gradual, atingindo pico de, aproximadamente, 500 ng/mL no 3º trimestre. 

Agressão ao parênquima hepático de qualquer etiologia pode causar elevação 
nos níveis de AFP. Hepatite crônica, cirrose hepática, doença de Wilson, tirosinose 
hereditária e doença intestinal inflamatória também são causas relativamente co-
muns de elevação de AFP, mas, em geral, os níveis permanecem abaixo de 200 ng/mL.  
O tabagismo e o etilismo também elevam os níveis séricos de AFP.

Antígeno carcinoembriônico (CEA)  
Está elevado em diversas neoplasias, sobretudo nas do trato gastrintestinal, mas 
também em câncer de pulmão, ovário, mama e útero. Níveis acima dos intervalos 
de referência podem ser observados em doenças não neoplásicas, como hipotireoi-
dismo, cirrose hepática, obstrução biliar, pancreatite, enfisema e infecção pulmonar, 
doença inflamatória intestinal, diverticulite e polipose retal. Em indivíduos fuman-
tes com níveis de CEA significativamente mais elevados que os não fumantes, os 
intervalos de referência específicos são utilizados para cada uma das situações.

CA 15-3  
Esse marcador é expresso por uma variedade de adenocarcinomas, especialmente 
os associados à mama. Adicionalmente, cirrose hepática e algumas doenças benig-
nas da mama podem elevar os níveis séricos de CA 15-3.

Como os demais marcadores, não deve ser utilizado para diagnóstico, mas ape-
nas para monitoramento da eficiência da terapia, detecção de recidivas e avaliação 
da progressão da doença. Uma mudança significativa, definida como aumento su-
perior a 25%, correlaciona-se com a progressão da doença em 80 a 90% dos casos. 

O tratamento com tamoxifeno aumenta ligeiramente o CA 15-3. Há algumas 
evidências que sugerem que pacientes submetidos à angiografia retiniana com 
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fluoresceína podem reter quantidades de fluoresceína no corpo por até 36 a 48 
horas após o tratamento. Em pacientes com insuficiência renal, o tempo de re-
tenção pode ser muito maior, o que pode causar valores falsamente elevados ou 
falsamente deprimidos.

CA 125  
A maior indicação clínica para a medida do CA 125 é avaliar a resposta ao trata-
mento de câncer de ovário, mas a determinação pré-operatória pode ser útil no 
sentido de predizer se as massas pélvicas são benignas ou malignas. Dada sua bai-
xa sensibilidade, não deve ser utilizado como triagem para detecção primária de 
tumores ovarianos. Esse marcador é bastante útil para o monitoramento tanto da 
evolução quanto da resposta terapêutica, sendo observada elevação significativa 
em 2 a 12 meses (em média 3,6) antes de qualquer evidência clínica de recorrência.

Uma aplicação prática importante desse marcador é quando da realização da 
segunda intervenção cirúrgica. Resultados falso-negativos ocorrem em cerca  
de 40% dos casos, ou seja, a concentração do marcador está dentro do intervalo de  
referência, mas a malignidade é demonstrada histologicamente. Por sua vez, resul-
tados falso-positivos praticamente não são observados nessas circunstâncias.

Uma causa não neoplásica que se apresenta com elevação do CA 125 é a endo-
metriose, e esse marcador tem sido utilizado como um auxiliar na avaliação da 
resposta ao tratamento. Resultados falso-positivos podem ser observados, tam-
bém, em portadoras de cistos ovarianos, doença inflamatória pélvica, processos 
inflamatórios do cólon, hepatite e pancreatite crônicas. Derrame pleural ou peri-
cárdio, doenças autoimunes e neoplasias pulmonares e de mama também podem 
causar elevação dos níveis da CA 125. Importante lembrar que a concentração 
desse marcador oscila com as fases do ciclo menstrual.

CA 19-9   
Trata-se de um antígeno relacionado a tumores malignos do trato gastrintestinal, 
sobretudo os de pâncreas e vias biliares. Em pacientes com câncer colorretal, em 
geral, a medida é realizada em associação à do CEA, aumentando a sensibilidade 
da detecção de recidivas após o tratamento. 

Níveis pouco aumentados desse marcador podem estar associados a doenças be-
nignas do trato digestivo, como pancreatite, colecistite aguda, cálculos biliares, colite 
ulcerativa e doença inflamatória intestinal. Cirrose hepática, independentemente da 
causa, e icterícia também são acompanhadas de elevação dos níveis de CA 19-9.

Antígeno prostático específico (PSA)  
Trata-se de uma enzima produzida pelas células epiteliais da próstata que revestem 
os ductos e os acinos da glândula. Na circulação, estão presentes tanto o PSA ínte-
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gro quanto algumas isoformas, como p2PSA, p5PSA, p7PSA. O PSA íntegro pode 
circular livre (PSA livre) ou ligado a diferentes proteínas, sendo a principal delas a 
alfa-1-antiquimiotripsina. Essa fração é denominada PSA complexado.

No que se refere à qualidade da amostra, a hemólise interfere, significativamente, 
na medida do PSA, fornecendo resultados falsamente baixos, em especial com relação 
à fração livre do PSA, comprometendo a interpretação da relação PSA livre/PSA total.

Qualquer tipo de agressão mecânica ou química que provoque ruptura da es-
trutura glandular ou modificações na permeabilidade das membranas da glândula 
prostática resulta em liberação de maior quantidade de PSA para a circulação sis-
têmica, promovendo elevação dos seus níveis séricos.

Maior produção fisiológica de PSA pode, também, ser causa de elevação, como 
visto em indivíduos portadores de hiperplasia benigna da próstata. Igualmente, re-
dução da capacidade de excreção do PSA, ou de algumas de suas formas, como 
acontece na insuficiência renal, será responsável pela elevação de PSA circulante.

Em geral, essas causas resultam em elevações relativamente discretas de PSA, o 
qual se mantém em níveis elevados, mas constantes.

Causas traumáticas de elevação de PSA incluem prática de hipismo e de ciclis-
mo, mesmo bicicleta ergométrica, devendo ser respeitado um intervalo de, pelo 
menos, 2 semanas entre essas atividades e a coleta de sangue para o exame.

Processos infecciosos urinários e prostáticos condicionam alterações significa-
tivas na circulação sanguínea e na permeabilidade das membranas da glândula, 
favorecendo uma maior difusão de PSA para o sangue. 

Ainda que questionável por alguns autores, a realização do exame digital retal 
pode causar elevação do PSA, assim como a instrumentação urológica. Outras 
causas menos óbvias incluem tempo de jejum prévio à coleta do sangue, ejaculação, 
uso de alguns medicamentos, como finasterida e ciproterenol, entre outros.

Gonadotrofina coriônica, fração beta (beta-HCG)  
A gonadotrofina coriônica é uma glicoproteína sintetizada pelas células do sinci-
ciotrofoblasto da placenta normal. A molécula desse hormônio é constituída por 
duas subunidades, alfa e beta. A subunidade alfa é comum a vários outros hormô-
nios, como o luteinizante, o folículo estimulante e o tireoestimulante. A subunida-
de beta, por sua vez, é específica da gonadotrofina coriônica.

Além da gravidez normal, concentração elevada é encontrada em doenças do 
tecido trofoblástico e em tumores de células germinativas, principalmente no car-
cinoma testicular não seminomatoso. Outras neoplasias, como de mama, trato 
gastrintestinal, pulmão e ovário, podem ser acompanhadas de elevações menos 
significativas de gonadotrofina coriônica.
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O uso de maconha pode aumentar os níveis de beta-HCG, assim como a doença 
inflamatória intestinal, a úlcera duodenal e a cirrose hepática. Diferentemente do 
que acontece com a AFP, o tabagismo reduz os níveis de beta-HCG.

CYFRA 21-1  
A principal indicação de sua medida consiste no monitoramento da resposta te-
rapêutica do paciente com câncer de pulmão de não pequenas células. A redução 
rápida da concentração após a cirurgia é um forte indicativo de remoção total do 
tumor. A progressão ou recidiva da doença é demonstrada, precocemente, pela 
elevação da concentração do marcador, que antecede as manifestações clínicas e 
os achados dos exames de imagem.

Valores discretamente elevados, em geral, abaixo de 10 ng/mL, podem ser en-
contrados em pacientes com hepatopatias e insuficiência renal crônica. Algumas 
doenças não neoplásicas do pulmão, como pneumonia, tuberculose e doenças in-
tersticiais pulmonares, também podem fornecer resultados elevados.

Enolase neurônio-específica (NSE)  
Sob a denominação enolase, reúnem-se diferentes isoformas de uma enzima encon-
trada em elevada concentração em neurônios e em células de origem neuroendócrina.

A medida dessa enzima no soro é utilizada como marcador para tumores brôn-
quicos de células pequenas. Pode ser utilizada como indicador de prognóstico da 
doença durante o tratamento, sendo que de 80 a 96% dos pacientes em remissão 
mantêm a atividade dessa enzima dentro dos intervalos de referência.

Esse marcador pode ser útil, também, para o acompanhamento de pacientes 
com neuroblastoma, 62% deles apresentando valores acima de 30 ng/mL. Em ca-
sos de tumores cerebrais, primários ou metastáticos, como melanoma e feocromo-
citoma, é indicada a dosagem desse marcado no líquido cefalorraquidiano.

Calcitonina  
Produzida nas células do tipo C da tireoide, é secretada em reposta ao aumento 
do nível sérico de cálcio, contrapondo-se à ação do paratormônio. É útil como 
marcador do carcinoma medular familial de tireoide, cuja herança é autossômica 
dominante, no monitoramento da terapia e na detecção precoce de recorrências. 

Está elevada em casos de hiperparatireoidismo, anemia perniciosa e, fisiologi-
camente, na gravidez.

Proteína de membrana nuclear (nuclear membrane protein – NMP-22)   
Diferentemente dos marcadores anteriormente descritos, a pesquisa ou a medida 
dos marcadores relacionados ao câncer de bexiga não são realizadas no soro, mas 
na urina. 
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O NMP-22 quantifica o aparelho mitótico nuclear, cuja matriz é superexpressa 
pelas células tumorais da bexiga e liberada na urina. Estudos clínicos têm eviden-
ciado que, quando o teste é realizado 6 a 40 dias após a cirurgia, níveis elevados são 
capazes de predizer a recorrência em cerca de 70% dos pacientes, enquanto níveis 
dentro do intervalo de referência são observados em 86% dos indivíduos que não 
apresentarão recorrência.

Infecção do trato geniturinário, hematúria ou cirurgia recente de bexiga podem 
causar resultados falso-positivos.

Antígeno tumoral associado ao tumor de bexiga  
(bladder tumor associated antigen – BTA STAT)  
Corresponde ao fator H do complemento ou às proteínas a ele relacionadas.  
O teste se baseia em ensaio cromatográfico e fornece resultado semiquantitativo 
do fator H e das proteínas relacionadas.

Resultados falso-positivos podem ser obtidos em pacientes com glomerulone-
frite, litíase, infecção urinária, hematúria ou que tenham sido submetidos à cirur-
gia de bexiga recentemente.

Antígeno tumoral associado ao tumor de bexiga  
(bladder tumor associated antigen – BTA TRAK)  
Esse exame detecta os mesmos antígenos identificados pelo BTA STAT, mas por 
ensaio imunoenzimático, sendo, portanto, quantitativo.

Também nesse teste são encontradas elevadas taxas de resultados falso-positivos 
em pacientes com doenças geniturinárias não neoplásicas, como glomerulonefrite, 
calculose urinária, infecções geniturinárias, hematúria e cirurgia vesical recente.
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33 Monitoramento terapêutico de medicamentos

INTRODUÇÃO  
Na prática clínica, o monitoramento terapêutico de medicamentos (Therapeutic 
Drug Monitoring – TDM tem por objetivo garantir a eficácia do tratamento e a 
aderência dos pacientes ao tratamento. 

O número e a frequência de uso dos medicamentos, bem como a relação de 
comunicação e confiança entre o paciente e o prestador de cuidados de saúde, são 
essenciais para influenciar a adesão ao tratamento. A falta de adesão representa um 
problema sobretudo entre os usuários de medicamentos; as taxas de não adesão 
também foram relacionadas ao nível de apoio social, educação e socioeconômico. 
Como a não adesão é mais comportamental do que uma conduta médica, muitos 
estudos se concentraram em explorar possíveis preditores psicológicos. 

Nos Estados Unidos, o número de casos graves reportados aos centros de con-
trole toxicológico aumenta 4,6% ao ano, particularmente o grupo das intoxicações 
por analgésicos (8,8%/ano) e sedativos, hipnóticos e antipsicóticos (7,1%/ano). A 
maioria (83,2%) dos casos fatais resulta da ingestão excessiva de medicamentos.

A toxicologia clínica tem como objetivos prevenir e tratar efeitos tóxicos dessas 
substâncias. O TDM é uma área da farmacocinética clínica que visa à individuali-
zação da dose e à otimização dos tratamentos farmacológicos, com o objetivo de 
alcançar a máxima eficácia terapêutica com a mínima incidência de efeitos adver-
sos. O termo foi descrito pela primeira vez em 1950, aplicado ao tratamento de 
arritmias cardíacas com quinidina. A utilização da monitoração de drogas tem au-
mentado desde a segunda metade da década de 1960 com a evolução das técnicas 
analíticas e dos fundamentos farmacocinéticos da ação de medicamentos.

Atualmente, a melhoria dos cuidados de saúde cria situações clínicas complexas 
que tornam o TDM relevante na decisão e na gestão terapêutica.
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O papel do laboratório está na determinação das concentrações desses medi-
camentos para melhorar a conduta médica, principalmente nos transplantes de 
órgãos, quando o risco de rejeição ou efeitos adversos pode provocar danos irre-
versíveis aos pacientes.

Métodos confiáveis, precisos e exatos são essenciais para monitorar com eficácia 
os níveis e fazer ajustes apropriados da dose de diversas medicações com vistas ao 
monitoramento adequado e assegurar que as concentrações sanguíneas ou plas-
máticas sejam mantidas dentro da faixa-alvo. 

As classes de medicamentos comumente analisadas no laboratório clínico são:

1. Antibióticos: vancomicina, amicacina, gentamicina, cloranfenicol;
2. Antifúngicos: voriconazol, cetoconazol, itraconazol;
3. Antiepilépticos: ácido valproico, carbamazepina, lamotrigina, fenobarbital, feni-
toína, topiramato;
4. Benzodiazepnícos: bromazepam, clobazam, clordiazepóxido, lorazepam;
5. Imunossupressores: ciclosporina, tacrolimo, sirolimo, everolimo, metotrexato;
6. Antidepressivos tricíclicos: imipramina, desipramina, amitriplina, clomiprami-
na, nortriptina. 

Para a fenitoína e o ácido valproico, recomenda-se a análise em soro, no caso de 
hipoalbuminemia, da fração livre (forma ativa do medicamento), assim como na 
uremia, no uso concomitante de fármacos que competem com as proteínas plas-
máticas e nas situações de toxicidade inesperada com concentrações plasmáticas 
totais dentro da janela terapêutica. 

Nas condições que causam diminuição da concentração plasmática de albumi-
na (desnutrição, insuficiência renal ou hepática) ou deslocamento do fármaco a 
partir de locais de ligação (administração concomitante de outro fármaco ou na 
uremia), a concentração total do fármaco pode subestimar a fração do fármaco na 
forma livre, e a diminuição dos níveis da alfa 1-glicoproteína ácida nos neonatos, 
na gravidez e na insuficiência renal ou hepática resulta no aumento da fração livre 
de fármacos básicos, como a lidocaína ou a imipramina. Ao contrário, os níveis 
dessa proteína de fase aguda estarão aumentados após situações de queimadura, 
trauma ou infarto agudo do miocárdio.

Em laboratórios clínicos distintos, o TDM apresenta diferenças metodológicas e 
práticas, que podem causar a variabilidade observada entre laboratórios. Dados de 
programas de proficiência mostram uma significativa variabilidade interlaborato-
rial quando da utilização de métodos cromatográficos. 



388

Sugerem-se três razões principais para a variabilidade interlaboratorial:

1. Falta de padronização de procedimentos laboratoriais e fluxos de trabalho in-
cluindo coleta e manuseio de amostras;
2. Falta de uso de materiais de referência apropriados (p. ex., isótopos-padrão inter-
nos para cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massa em tandem);
3. Baixa conformidade com diretrizes de boas práticas de laboratório internacio-
nalmente aceitas (p. ex., relacionadas ao controle de qualidade, garantia de quali-
dade, validação, treinamento de pessoal). 

FASE PRÉ-ANALÍTICA  
Essa fase também contribui para aumentar a variabilidade e, consequentemente, a 
confiabilidade dos métodos.

Com relação à coleta de sangue para a realização de exames laboratoriais, é im-
portante conhecer, controlar e, se possível, evitar algumas variáveis capazes de in-
terferir na exatidão dos resultados. Classicamente, são referidas como condições 
pré-analíticas a variação cronobiológica, o gênero, a idade, a posição, a atividade 
física, o jejum, a dieta e o uso de medicamentos para fins terapêuticos ou não. Em 
uma abordagem mais ampla, outras condições devem ser consideradas, como a 
realização de procedimentos terapêuticos ou diagnósticos atuais, cirurgias, trans-
fusão de sangue e infusão de soluções. Em situações específicas, os intervalos de 
referência devem considerar essas diferenças.

  É importante lembrar que as mesmas causas de variações pré-analíticas afetam 
os resultados em idosos, mas a intensidade da variação tende a ser maior nesse 
grupo etário. Doenças subclínicas também são mais comuns nos idosos e precisam 
ser consideradas na avaliação da variabilidade dos resultados. A mudança rápi-
da na postura corporal causa variações na concentração de alguns componentes 
séricos. Substâncias não filtráveis, como as proteínas de alto peso molecular e os 
elementos celulares, têm sua concentração relativa elevada até que o equilíbrio 
hídrico se restabeleça. Por essa razão, níveis de albumina, colesterol, triglicerídeos, 
hematócrito, hemoglobina, de drogas que se ligam às proteínas e o número de 
leucócitos, por exemplo, podem ser superestimados se a coleta de sangue ocorrer 
antes que o equilíbrio hídrico tenha se estabelecido. Esse aumento pode ser de 8 a 
10% da concentração.

Recomenda-se para a coleta de sangue total tubos com etilenodiaminotetracéti-
co (EDTA), que não afeta a contagem celular e altera minimamente o tamanho da 
célula. A heparina não deve ser usada, pois pode formar crioprecipitados.

As variáveis pré-analíticas têm grande impacto sobre a qualidade dos resultados 
de laboratório e estão agrupadas em três categorias: variáveis fisiológicas, variáveis 
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de coleta e fatores de interferência, que podem suscitar interpretações errôneas 
dos resultados dos exames. Ao fazer a correlação clínico-laboratorial dos resul-
tados, deve-se ter em mente possíveis alterações ligadas às variáveis fisiológicas, 
como sexo, idade, raça, gravidez etc. Fatores de interferência, como dieta (grape-
fruit altera a absorção de ciclosporina) e o uso de bebidas alcoólicas que podem 
causar danos hepáticos e influenciar na absorção de imunossupressores. 

Armazenamento  
Os componentes dos tubos de soro com gel separador, como o silicone, po-
dem adsorver fármacos e afetar a análise. Em geral, os fármacos afetados são a  
fenitoína, a carbamazepina, o fenobarbital, a lidocaína, a quinidina e os antidepres-
sivos tricíclicos.

A estabilidade da amostra deverá ser uma das etapas avaliadas no processo de 
validação do método.

Exemplo: everolimo e sirolimo: até 28 dias (de –30 a –70°C); tacrolimo e ciclos-
porina: até 14 dias (de –30 a –70°C); plasma (MPA e MPAG): até 28 dias (de –30 a 

–70°C).  
A bilirrubina interfere nos imunoensaios em virtude de suas propriedades quí-

micas, fotométricas e fluorométricas. Por exemplo, está descrita a interferência ne-
gativa da bilirrubina (> 20 mg/dL) na análise da concentração de vancomicina por 
imunoensaio de fluorescência polarizada (FPIA). A elevação da hemoglobina em 
amostras hemolisadas é uma fonte de erro, por suas propriedades fotométricas, 
fluorométricas e quimioluminescentes. A hiperlipidemia e a elevação de parapro-
teínas no mieloma múltiplo afetam particularmente os ensaios turbidimétricos. Se 
os resultados forem suspeitos, deve-se repetir a análise com outra técnica ou após 
tratamento da amostra para eliminar possível interferência.

Durante o procedimento de coleta, devem ser evitados fatores capazes de pro-
vocar hemólise (os tubos devem ficar na posição vertical). O avanço tecnológi-
co possibilitou a realização de análises de medicamentos em sangue total. Assim, 
diante de um resultado não esperado para determinado parâmetro analisado em 
sangue total, deve-se verificar se este não foi influenciado pela hemólise presente 
na amostra. Recomenda-se que uma pequena amostra do sangue total seja 
centrifugada para observar se há ou não hemólise.

Os critérios de aceitação e rejeição de amostras, assim como a realização de 
análises em amostras com restrições, devem estar definidos em procedimentos 
documentados. O laboratório precisa ter um sistema para aceitar ou rejeitar amos-
tras biológicas, recebidas ou coletadas por ele, além de registrar aquelas que não 
estejam em conformidade com os critérios de aceitação definidos. O laboratório 
deve garantir que os testes realizados em amostras fora das especificações ideais, 
ou coletados sem o devido preparo, tenham essa condição registrada no laudo, de 
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maneira a informar as precauções para interpretação do resultado, quando aplicá-
vel. Nesse caso, deve haver registros que identifiquem o responsável pela autoriza-
ção das análises realizadas em amostras com restrições.

Ciclosporina A, tacrolimo, sirolimo e everolimo estão altamente ligados às he-
mácias e proteínas, e o monitoramento terapêutico é realizado com sangue total. 
A porcentagem de ligação às hemácias é de 50 a 55% para a ciclosporina A, de 95 
a 98% para o tacrolimo e 95% para o sirolimo e o everolimo. Consequentemente, 
alterações no hematócrito e hemólise grave podem afetar a precisão dos resultados 
dos testes em sangue total.

Especificamente, valores baixos de hematócrito (25%) estão associados com 
concentrações de tacrolimo superestimadas por alguns imunoensaios, e a supe-
restimação pode ser explicada pela correção do hematócrito. Além disso, as con-
centrações intracelulares de inibidores de calcineurina (tacrolimo e ciclosporina) 
apresentam alta variabilidade interpessoal e intrapaciente.

As concentrações plasmáticas desses fármacos são várias vezes inferiores às do 
sangue total e as concentrações podem cair abaixo do limite de quantificação do 
método. Outra limitação do uso de plasma para monitoramento terapêutico é que 
a medicação não ligada pode se difundir passivamente dentro dos eritrócitos. 

A coleta de sangue capilar em manchas de sangue seco (DBS) também pode 
ser usada como um tipo de amostra para TDM. O sangue de uma picada no dedo 
é aplicado ao papel de amostragem. O DBS deve ser completamente seco antes 
do armazenamento ou do transporte para o laboratório para minimizar o cresci-
mento bacteriano. O papel de amostragem é enviado para o laboratório, onde um 
disco circular é perfurado para fora da mancha de sangue e, em seguida, extrai-se 
o medicamento da matriz para análise. 

Os benefícios do uso do DBS são o fato de que a coleta não exige o uso de fle-
botomistas, o tempo de amostragem pode ocorrer com conveniência e sem deslo-
camento para uma clínica para coleta de sangue, o risco biológico é reduzido e a 
estabilidade do medicamento pode ser mantida no DBS. Calibradores e controles 
devem ter a mesma matriz em DBS. Amostras de sangue ou sangue hemolisado 
com um hematócrito anormal terão impacto na precisão dos resultados de algu-
mas drogas. A qualidade do papel de amostragem e o método analítico também 
afetarão a confiabilidade dos resultados.

O sangue capilar também pode ser utilizado para monitoramento terapêutico 
em pacientes pediátricos. Outro tipo de amostra para a análise de medicamentos 
são as células mononucleares do sangue periférico, que podem exigir a separação 
celular por centrifugação, purificação, extração e análise usando um espectrôme-
tro de massa altamente sensível com quantificação abaixo de 1 pg/mL. Intervalos 
terapêuticos para DBS e células mononucleares do sangue periférico não estão 
bem estabelecidos.



391

Na fase pré-analítica, é de crucial importância que sejam reportadas as informa-
ções de maneira completa, quanto à dose, ao horário de coleta após a dose, ao tipo 
de transplante e a outras medicações utilizadas simultaneamente, com informação 
adicional da data e hora da última dose, sendo necessário também anotar a con-
centração da dose.

A coleta antes da próxima dose (vale) é preconizada para a avaliação de con-
centrações do medicamento, principalmente no período de manutenção e quando 
há suspeita de que o paciente não está atingindo a concentração mínima eficaz. 
Quando há suspeita de que o paciente está sendo exposto a doses elevadas e as 
concentrações estão acima das concentrações máximas desejáveis, a coleta deverá 
ser realizada após a dose administrada (pico), de acordo com o fármaco; caso o 
paciente apresente sinais clínicos de intoxicação, a coleta deverá ser realizada em 
qualquer período pós-dose.

O melhor parâmetro que identifica a exposição ao medicamento é a área sob a 
curva total (AUC), realizada por coletas em espaços de tempo determinados (p. ex., 
de 1 em 1 hora), e o período de coleta deve ser ao menos 3 meias-vidas da droga (12 
horas, 24 horas etc.); visto que nem sempre a logística para essas coletas é fácil, pois 
o paciente deve permanecer nesse tempo no local da coleta, opta-se pela concentra-
ção mínima (vale) ou pela concentração máxima (pico) ou pela associação das duas 
coletas para melhor avaliar a exposição do indivíduo ao medicamento estudado. Na 
Figura 1, está demonstrada a distribuição da medicação após a dose de EC-MPS (mi-
cofenolato sódico com revestimento entérico). É necessário conhecer a distribuição 
do fármaco no organismo para analisar o melhor período pós-dose para a coleta.

FIGURA 1 Curva farmacocinética (média de concentração) após a dose de EC-MPS 
(micofenolato sódico com revestimento entérico). 
Fonte: adaptada de Romano, 2015.
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FASE ANALÍTICA  
O TDM (Figura 2) deve ser realizado para medicamentos que apresentam alta va-
riabilidade intra e interindividual, os que têm janela terapêutica estreita ou quando 
a coadministração com outras medicações pode modificar a absorção do fármaco 
de interesse. Do mesmo modo, pacientes que apresentam outras comorbidades po-
dem ter a função renal e hepática afetadas, o que pode promover uma diminuição 
de metabolismo e eliminação desses medicamentos, resultando em um aumento 
das concentrações no plasma ou sangue total e consequentes efeitos adversos.

O período pós-dose é essencial para o acompanhamento dos pacientes – uma 
medicação administrada leva ao menos de 4 a 5 meia-vidas do fármaco para atingir 
o estado de equilíbrio estacionário (steady state), sendo muitas vezes necessária a 
administração de doses mais altas na 1ª semana após a dose, para que a faixa tera-
pêutica seja alcançada e para manter o paciente dentro da faixa de segurança clínica.

As principais vias de metabolismo das medicações são as representadas pelo citocro-
mo P450- CYP450 (fase I: oxidação, redução, metilação, hidroxilação e deaminação) e 
ção) e por uridina glutamiltransferases-UGTs [fase II: conjugação (D-glucoronidação, 
O-sulfonação, N-acetilação, 0-,N-,S-metilação), glutationa ou aminoácido conjugação]. 
Na fase I, lipofílicos são transformados em polares e não há mudança na atividade 
dos medicamentos. Na fase II, são formados metabólitos mais polares, mais facilmen-
te excretados pelos rins ou pelas vias biliares e metabólitos inativos. Os metabólitos 
formados também podem ser metabolizados pelas enzimas das fases I ou II antes da 
eliminação. Exemplo: tacrolimo, ciclosporina, sirolimo e everolimo são principalmente 
metabolizados por CYP3A5, MPA por UGT1A9 e azatioprina pela tiomercaptopurina.

Alguns fatores podem alterar a farmacocinética de medicamentos, como lesão 
renal por redução da excreção, lesão hepática por redução da eliminação, intera-
ções entre fármacos, disfunções da tireoide e diarreia. 

O monitoramento de certas medicações com uma estreita janela terapêutica 
melhora significativamente a condição do paciente, por exemplo, a quantificação 
dos imunossupressores em amostras de pacientes após transplante de órgão é um 
pré-requisito essencial para a prevenção tanto das reações adversas dos medica-
mentos quanto dos eventos de rejeição. 

A necessidade de medição exata, precisa e padronizada dos medicamentos apre-
senta um grande desafio para os laboratórios clínicos e a indústria diagnóstica. 

Uma multiplicidade de diferentes métodos foi desenvolvida no passado para 
satisfazer essas exigências. 

Atualmente, imunoensaios e métodos baseados na cromatografia líquida em 
conjunto com espectrometria de massa (LC-MS/MS) consistem nas abordagens 
mais prevalentes nos laboratórios clínicos. Essas técnicas diferem em muitos as-
pectos; ao fazer a escolha, o laboratório deve considerar os critérios técnicos, clíni-
cos e econômicos, assim como as qualificações da equipe. 
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Vários imunoensaios produzem resultados que apresentam um viés positivo 
em relação aos métodos cromatográficos, em razão da reatividade cruzada com 
os metabólitos pelos anticorpos de detecção. O viés real varia de acordo com o 
paciente e o tempo pós-dose, entre outras variáveis, mas, em média, os resultados 
de imunoensaio podem apresentar resultados 20 a 60% mais altos do que aqueles 
obtidos por técnicas cromatográficas. Os imunoensaios não são validados para 
matrizes alternativas com possível utilidade clínica para populações especiais e 
podem não fornecer intervalos de medição analíticos suficientes para apoiar pro-
tocolos de conservação selecionados ou estudos farmacocinéticos. Métodos cro-
matográficos, acoplados a vários detectores diferentes, foram desenvolvidos para 
superar as preocupações sobre a especificidade e o desempenho dos imunoensaios, 
em relação ao TDM.

MÉTODOS PARA MONITORAMENTO DE  
MEDICAMENTOS LC-MS/MS  
A espectrometria de massa diferencia a relação massa/carga de átomos ou mo-
léculas ionizadas. Gera íons em fase gasosa, separa-os pela relação massa/carga 
e quantifica-os com base nessa relação; HPLC é facilmente acoplado a um MS, 
mas a cromatografia gasosa (CG) necessita de interfaces mais delicadas em vir-
tude do estado em que a amostra sai da coluna. A Figura 3 demonstra algumas 
etapas para LC-MS/MS para medicamentos.

As colunas, as fases móveis utilizadas na cromatografia e os tipos de analisadores 
são variáveis de acordo com as características físico-químicas da molécula em estudo.

Efeitos adversos
Neuro, nefro e hepatotoxicidade
Hipercolesterolemia e superexposição

Eficácia do tratamento
Ação imediata, acompanhamento e tolerância

Farmacocinética
Exposição à droga
Interação entre drogas
Metabolismo
Eliminação
Farmacogenética (CYP, p-glicoproteínas, UGTS)

Farmacodinâmica
Ação nos receptores
IL-2; linfócitos CD4

Métodos
Imunoensaios
HPLC
LC-MS/MS
Escolha pela sensibilidade, especificidade e aplicação

FIGURA 2 Resumo de etapas de conhecimento para um adequado TDM.
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FIGURA 3 Esquema de LC-MS/MS para medicamentos.

Amostras entram no espectrômetro de massa pelo uso de termopulverização, 
eletropulverização, ionização química pré-secagem atmosférica ou ionização por 
pressão atmosférica. Em seguida, são guiados por campos elétricos, de radiofre- 
quência ou magnéticos até o analisador de massa. O analisador de massa funciona 
para separar ou isolar os íons pela sua relação entre a massa e a carga na molécula 
versus tempo. Os analisadores também podem ser projetados para detectar todos 
os íons em uma faixa de massa, como na espectrometria de massa de tempo de 
voo, em que os íons são projetados em um tubo de voo e identificados pela massa 
exata e pelo tempo necessário para atingir o detector. A armadilha de íons, o setor 
magnético, os espectrômetros de massa de ressonância ciclotrônica e a transfor-
mada de Fourier são outras formas de analisadores para seleção de massa. Esses 
analisadores de massa podem ser acoplados em conjunto para formar tecnologias 
híbridas, como o tempo de voo quadrupolo (QTOF). 

Quando os íons são detectados, o detector converte a quantidade de íons para 
uma taxa específica de massa para carga em um sinal. Os detectores podem consis-
tir em multiplicadores de fótons ou elétrons. Analisadores de massa têm limitações 
com relação a maior relação massa-carga que pode ser detectada, resolução de dois 
picos por unidades de massa, velocidades de varredura para detecção de massa e 
número de íons capazes de alcançar o detector.

MÉTODOS DE LC-MS/MS PARA ANÁLISE DE MEDICAMENTOS  
Inúmeros métodos de espectrometria de massa foram publicados para a análise 
de drogas terapêuticas. Algumas das características comuns para a preparação da 
amostra incluem hemólise, precipitação de proteínas com sulfato de zinco, meta-
nol e acetonitrila, seguidas de adição de padrão interno à amostra, centrifugação e 
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análise. Os padrões internos usados   em vários métodos incluem padrões deutera-
dos. A separação cromatográfica geral é realizada por HPLC ou por cromatografia 
líquida de ultra-alta pressão (UPLC) com uma coluna de fase inversa C18 ou ou-
tras específicas para o medicamento de interesse. Pode-se utilizar uma fase móvel 
de grau binário de passo, que consiste geralmente nos seguintes solventes em com-
binação: acetato de amônio, formiato de amônio, ácido fórmico, acetonitrila, meta-
nol e água. O pH da fase móvel é acidificado para aumentar a ionização positiva de 
adultos de amônio [M + NH4]+, por exemplo, para a molécula de everolimo, cujos 
metabólitos ativos e inativos geralmente podem ou não ser monitorados. 

A ionização também pode ocorrer em modo negativo com perda de prótons 
(corticosteroides); o importante é conhecer as características físico-químicas de 
cada molécula (medicamento) e sua afinidade pela fase móvel ou fase estacionária 
(coluna de separação cromatográfica).

Vale ressaltar que ciclosporina, tacrolimo, sirolimo e everolimo são compostos 
que não são facilmente protonados (ionizados), mas que formam adutos, prefe-
rencialmente com cátions presentes na solução (Na+, K+, NH4

+); a adição de tam-
pões voláteis ajuda na ionização (p. ex., acetato de amônio). 

O laboratório deve monitorar no mínimo duas transições para quantificação com 
relação massa/carga (m/z) do íon precursor e de um íon produto e usar um segundo 
íon produto como íon qualificador (o que aumenta a especificidade do método). Na 
Tabela 1, são apresentados exemplos de transições para medicamentos.

A estrutura química das moléculas ajudará a entender onde e como essas molé-
culas serão fragmentadas (Figura 4).

FIGURA 4 Estrutura molecular de imunossupressores. 
Fonte: adaptada de Zhang e Zhang, 2018.
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TABELA 1 Transições esperadas para algumas drogas e seus padrões internos em 
LC-MS/MS e parâmetros espectrométricos

Analito Íon

precursor 

(m/z)

Íon

produto 

(m/z)

Dwell 

time

(s)

Voltagem

cone (v)

Energia de 

colisão (eV)

Tempo de 

retenção 

(minutos)

Clonazepam 316;2 270,0 0,200 40 25 5,82

Clonazepam-d4 320,0 274,0 0,200 40 25 5,83

Clobazam 301,0 259,0 0,200 35 20 4,00

Clobazam-13C6 307,0 265,0 0,200 35 20 4,02

N-desmethylclobazam 287,0 245,0 0,200 35 20 5,79

Temazepam 301,0 255,0 0,200 25 20 5,78

Tacrolimo 821,1 768,5 0,025 36 22 0,700

Sirolimo 931,6 864,5 0,025 32 18 0,705

Everolimo 975,6 908,6 0,025 32 18 0,705

Ciclosporina A 1219,8 1203,0 0,025 30 20 0,775

MPA 338,1 207,1 0,025 15 25 0,260

MPAG 514,2 206,9 0,025 15 25 0,260

Ascomicina (IS) 809,4 756,4 0,025 32 22 0,660

MPA deuterado (d3) (IS) 341,2 210,1 0,025 15 25 0,260

Everolimo 

deuterado-d4 (IS)

979,6 912,5 0,025 32 25 0,705

Ciclosporina A 

deuterado-d4 (IS)

1223,9 1206,8 0,025 30 20 0,775

Sirolimo 

deuterado-d3 (IS)

934,6 864,5 0,025 32 18 0,705

Tacrolimo 
13C-deuterado-d2 (IS)

824,5 771,6 0,025 36 22 0,700

IS: padrão interno; dwell time: tempo de permanência.

Tempo de permanência representa a duração em que cada sinal de íon m/z é co-
letado. Aumentar o tempo de permanência melhora a contagem de íons do detec-
tor, isto é, a sensibilidade, calculando a média do sinal durante um período mais 
longo. No entanto, isso resultará em menos pontos no pico. Para uma quantifica-
ção precisa, o tempo de espera é reajustado para obter pelo menos 10 a 12 pontos 



397

de dados no pico. Fluxos mais altos produzem picos mais nítidos, normalmente 
tornando os tempos de permanência mais curtos.

IMUNOENSAIOS  
Trata-se de métodos analíticos baseados na alta bioafinidade do antígeno e na rea-
ção do anticorpo, que forma uma base de radioimunoensaios (RIA).

A seletividade dos anticorpos fundamenta-se na especificidade do local de li-
gação ao antígeno. Anticorpos podem ser monoclonais ou policlonais, em que os 
anticorpos monoclonais são produzidos por um único clone de célula produtora 
de anticorpos e têm a mesma afinidade. Em contraste, os anticorpos policlonais 
são mais baratos que os anticorpos monoclonais, mas têm afinidades variadas. 
Os imunoensaios podem ser classificados em modos competitivos e sanduíche. E, 
nos princípios de operação, como fluorescência polarizada, quimioluminescência, 
bioquimioluminescência e eletroquimioluminescência, com base nas técnicas de 
detecção. A imunoprecipitação é o método mais simples porque não requer um 
processo de extração. No entanto, a sensibilidade desse método é muito menor 
em comparação aos métodos com extração para imunoensaios que desempenham 
um papel importante nos laboratórios clínicos e tornaram-se recentemente mais 
populares. De fato, os imunoensaios podem substituir os métodos de espectrome-
tria de massa inicialmente estudados. O mais utilizado atualmente é a quimiolu-
minescência (CMIA), um ensaio competitivo em que o medicamento presente na 
amostra liga-se ao anticorpo (Ac) revestido, procedendo-se à lavagem para tirar 
o excesso de Ac. Utiliza como marcador a acridina, que se liga à medicação (Ag). 
A formação da CMIA é medida por unidades de luz (Rlu). A relação indireta do 
medicamento na amostra com a quantidade de Rlu é detectada pelo sistema óptico.

A análise das vantagens e desvantagens dos métodos analíticos fornece uma 
orientação geral para a otimização das estratégias analíticas para TDM. Uma das 
principais vantagens da espectrometria de massa é que os usuários podem desen-
volver seus próprios testes. Testes baseados na espectrometria de massa podem 
ser analiticamente sensíveis, específicos e capazes de medir vários compostos em 
uma única corrida de análises. Essa é uma abordagem rentável para monitorar 
pacientes que estejam recebendo terapia multimedicamentosa (p. ex., terapia an-
tiviral para pacientes com HIV). A seletividade fornecida por sucessivas filtrações 
de massa compreende outra vantagem da espectrometria de massa em relação aos 
imunoensaios, como é por exemplo para os imunossupressores. Outra vantagem 
da espectrometria de massa é a capacidade de desenvolver métodos em um perío-
do mais rápido e a autonomia associada de não ter que depender de um fabricante 
de imunoensaio para fornecer um novo produto.
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Entre as desvantagens dessa técnica, estão requerimentos de grande investimen-
to de capital e de custos de serviços, estar sujeita aos efeitos matriciais e à supressão 
de íons, e os resultados de diferentes laboratórios necessariamente não são compa-
ráveis, pois são métodos in house, com diferentes calibradores, controles, solventes 
e equipamentos utilizados pelos usuários.

As vantagens dos imunoensaios para a análise de drogas incluem sua fácil in-
tegração ao laboratório e a capacidade de medi-los conjuntamente com outros 
imunoensaios, como aqueles para fatores sorológicos e hormonais. Além disso, 
imunoensaios para TDM do mesmo fabricante compartilham o mesmo método, 
calibradores e instrumentação, resultando em uma harmonização efetiva entre os 
laboratórios. A principal desvantagem é o fato de que esses testes podem ser afeta-
dos por reatividade cruzada com metabólitos e outras substâncias. 

Ambas as tecnologias têm suas respectivas forças e fraquezas para o uso em 
TDM. A simplicidade dos imunoensaios automatizados fornece facilidade de uso, 
ao passo que os métodos de espectrometria de massa exigem uma equipe científica 
treinada e especializada. Isso pode se tornar até mesmo mais importante quan-
do testes de pacientes “fora das horas normais” são necessários. Outra importante 
vantagem dos imunoensaios é a capacidade de realizar testes de acesso randômi-
co. Além disso, imunoensaios são fornecidos como uma solução completa para o 
monitoramento de uma medicação específica, ao passo que os métodos de espec-
trometria de massa requerem um profissional habilitado para estabelecer um mé-
todo que possa requerer a fonte dos materiais certificados e dos padrões internos. 

Porém, a avaliação das tecnologias deve ser baseada no valor médico e nos be-
nefícios que elas oferecem para os pacientes. No caso de TDM, acurácia analítica 
e tempo de liberação da amostra (TAT) são de alta prioridade, pela importância 
de manter valores terapêuticos dentro de um intervalo estreito e predefinido. Em-
bora os TAT sejam comparáveis para as duas metodologias, imunoensaios ofere-
cem uma produtividade muito maior do que a LC-MS/MS. As duas metodologias 
também produzem resultados comparavelmente confiáveis, embora o fato de que 
sistemas de imunoensaio automatizados não dependem da dedicação em tempo 
integral de operadores especializados, o que pode minimizar erros humanos e di-
minuir a variabilidade de resultados entre laboratórios ou entre períodos de traba-
lho diferentes no laboratório. 

Para a análise de TDM, como em muitas outras análises, espera-se que atenda vá-
rias exigências atuais: (a) integração em um laboratório central (que implica elevada 
automação), elevada consolidação (realizando mais testes em menos plataformas) 
e redução dos custos de operação; (b) rastreabilidade para acreditação e validação 
do método; e (c) desempenho analítico em termos de sensibilidade, especificidade, 
imprecisão, acurácia, possíveis interferências analíticas, robustez e consistência. 
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Geralmente, métodos de espectrometria de massa são considerados métodos 
de referência, ao passo que imunoensaios estão mais integrados ao laboratório 
(mais automação, menos problemas) e em fornecer kits e métodos validados [selo 
de Conformidade Europeia (CE) ou liberação da Food and Drug Administration 
dos Estados Unidos (FDA)]. Alguns kits de diagnóstico in vitro de LC-MS/MS 
estão agora comercialmente disponíveis com selos da CE e liberação pelo FDA, e 
alguns imunoensaios mostram um desempenho analítico (sensibilidade, especifi-
cidade, acurácia) equivalente ao das técnicas de LC-MS/MS. Infelizmente, alguns 
imunoensaios têm desempenho analítico ruim, e alguns métodos mal validados 
de LC-MS/MS mostram desempenho inaceitável (p. ex., efeitos da supressão de 
íons), com ambos promovendo resultados inconsistentes com potencial impacto 
clínico. Resumidamente, as vantagens da espectrometria de massa incluem a po-
tencial especificidade e sensibilidade analítica, medições múltiplas (quantificação 
simultânea de várias medicações), flexibilidade, produtividade relativamente alta 
e potencial para importante economia de custos. As desvantagens incluem falta de 
automação, necessidade de rigorosa validação (evitar efeitos da supressão de íons), 
falta de robustez, falta de um serviço de suporte técnico de 7 dias por semana e a 
necessidade de uma equipe qualificada. 

Para imunoensaios, as vantagens incluem automação e integração ao labora-
tório central, melhor rastreabilidade (on-line com um sistema de informação do 
laboratório, leitores de códigos de barra e kits bem validados), nenhuma necessi-
dade de pessoal especializado, robustez e contratos de manutenção acessíveis que 
incluam suporte técnico de 7 dias por semana. As desvantagens incluem desem-
penho analítico relativamente ruim, pelo menos para alguns testes como viés de 
calibração, sensibilidade e especificidade analítica com uma série de potenciais 
interferências (reatividade cruzada com outros medicamentos ou metabólitos, an-
ticorpos heterófilos, compostos endógenos) e custo dos reagentes. 

Qual será a tecnologia líder no futuro? A atual tecnologia líder para TDM são os 
imunoensaios, o que deve continuar no futuro próximo. Espectrometria de massa 
acoplada à cromatografia líquida de alta resolução é de grande utilidade em áre-
as como monitoramento de antirretrovirais e drogas imunossupressoras, contudo, 
não é a tecnologia dominante. Espectrometria de massas também pode ter um 
papel na evolução do monitoramento farmacodinâmico. Infelizmente, não existem 
dados clínicos publicados que claramente mostrem que uma das duas metodolo-
gias forneça melhores resultados para os pacientes. Tais estudos seriam um im-
portante condutor para levar adiante aquela tecnologia “clinicamente superior” no 
futuro. Imunoensaios, com sua capacidade inata de “achar uma agulha no palheiro”, 
e a espectrometria de massa, com sua seletiva detecção baseada nas proprieda-
des físico-químicas do analito, são metodologias complementares. A combinação 
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dessas tecnologias em um instrumento híbrido seria uma ótima união, podendo 
constituir o futuro da TDM. 

Sistemas públicos e privados de tratamento de saúde estão crescentemente pro-
curando pagar pelo valor dos resultados corretos em vez de pagar pelo volume ou 
o número de diagnósticos; portanto, a tecnologia mais provável de ser amplamente 
adotada será aquela que oferecer o maior valor médico em termos de benefícios para 
os pacientes, para os profissionais da saúde e para as fontes pagadoras. Há um im-
pressionante aumento nos usuários da LC-MS/MS em TDM, como mostrado pelos 
esquemas externos de testes de proficiência. Muito provavelmente, esse progresso 
permanecerá devido à elevada penetração nos grandes centros diagnósticos, mas 
dificilmente a LC-MS/MS substituirá os imunoensaios na medicina laboratorial. 

Imunoensaio para tacrolimo tem alta produtividade com pré-tratamento automa-
tizado diretamente no equipamento (sem extração prévia); entretanto, esse teste tem 
sido questionado por interferência de anticorpos endógenos, interferência de fatores 
reumatoides e alta imprecisão do teste em baixas concentrações. Todas as estratégias 
para automação, especialmente para os testes que exigem sangue total, devem incluir 
um robusto passo de extração automatizada que minimize os efeitos matriciais na 
LC-MS/MS e na interferência dos anticorpos heterófilos nos imunoensaios. 

Atualmente, a preparação da amostra on-line (tipicamente mudança de coluna) 
é a base da automação na LC-MS/MS. A automação dos métodos da espectrome-
tria de massa deve ser melhorada. O máximo em automação seriam a amostragem 
do tubo primário de coleta de sangue, a preparação da amostra com acesso ran-
dômico (possivelmente um método genérico) e, finalmente, o relatório direto do 
espectrômetro de massa. Até que isso esteja disponível, LC-MS/MS não poderá 
competir com os imunoensaios na questão de automação. 

A implicação e o benefício mais óbvio de aumentar a automação são a redução 
do risco de erro humano e dos custos gerais. Além disso, a racionalização do fluxo 
de trabalho resulta em imediato valor diagnóstico, acelerando a tomada de decisão 
clínica pela diminuição do TAT da amostra. Isso, por sua vez, promove decisões 
de tratamento mais precoces e que ajudam a maximizar a eficácia da terapia e 
a reduzir o tratamento empírico. O uso da LC-MS/MS carrega várias considera-
ções logísticas e financeiras adicionais não associadas aos imunoensaios, incluin-
do volumes maiores de resíduos abrangendo solventes orgânicos, custos maiores 
de energia, maiores exigências de segurança com relação aos compressores, maior 
tempo de inatividade do instrumento e um ambiente de trabalho mais barulhento. 

GARANTIA E CONTROLE DA QUALIDADE  
A validação do método é utilizada para avaliar seu desempenho por meio do es-
tudo de precisão (erro aleatório), exatidão (erro sistemático), linearidade, limite 
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de quantificação e detecção, robustez, estabilidade e efeito da matriz de amostras, 
sempre antes da implantação da rotina. 

REQUERIMENTOS DA PRÉ-VALIDAÇÃO  
Qualificação analítica do equipamento, conformidade do sistema e estabilidade 
das soluções e amostras. A qualificação analítica do equipamento envolve a ade-
quação do equipamento diante de resultados esperados. Para tanto, o equipamento 
deve estar em boa manutenção e, principalmente, calibrado.

A acurácia e a especificidade devem ser avaliadas por diferentes estudos de de-
sempenho dos métodos, para melhores conhecimento e avaliação dos resultados. 
Na Tabela 2, estão descritos os resultados obtidos para validação do método de 
LC-MS/MS na Divisão de Laboratório Central do Hospital das Cínicas da Facul-
dade de Medicina da Universidade de São Paulo (DLC-HCFMUSP) no período de 
dezembro 2012 a março de 2013, para imunossupressores. 

Em LC-MS/MS, soluções estoque para a preparação de calibradores são tam-
bém utilizadas para preparo de amostras para controle de qualidade (34% dos la-
boratórios empregam essa prática). Isso é uma fonte potencial de erro, a menos 
que se verifique a exatidão da solução de estoque periodicamente. Além disso, 25% 
dos laboratórios utilizam diluições seriadas para a preparação de calibradores, um 
erro que pode ocorrer em uma dessas etapas se não for analisada a acurácia dessa 
solução estoque.

Os dados de exames de proficiência representam uma fonte rica de informações. 
Além da precisão interlaboratorial e do viés, a média intralaboratorial afere a precisão 
e o viés ao enviar amostras idênticas em diferentes momentos. Adição de amostras 
enriquecidas com metabólitos de medicamentos ou a inclusão frequente de pacien-
tes nas amostras enviadas permite a discriminação entre o viés do método induzido 
por matriz (falta de comutabilidade da amostra). Possibilita, ainda, a identificação 
de um erro de calibração; um rigoroso design de método e validação pode prevenir 
tais situações problemáticas e o viés do método induzido por reação cruzada. Varia-
bilidade de 15% foi observada nas concentrações-alvo (terapêuticas) de tacrolimo 
e ciclosporina e 20% em concentrações fora do alvo. Para o ácido micofenólico, o 
sirolimo e o everolimo, os coeficientes de variação (CV%) para concentrações dentro 
e abaixo das faixas-alvo avaliadas foram 20 e 30%, respectivamente. Considerando 
que os imunoensaios atualmente disponíveis demonstram comparável variabilidade, 
os CV% em concentrações mais baixas são mais altos e excedem 20%. Essa variabi-
lidade pode ser minimizada por um método validado corretamente e pela utilização 
de calibradores e controles comerciais. 

A Figura 5 demonstra a variabilidade de LC-MS/MS comparativamente aos 
imunoensaios para drogas imunossupressoras.



402

FIGURA 5 Bias em diferentes métodos para análise de medicamentos 
imunossupressores. 
Fonte: adaptada de UKNEQAS PT Scheme (<www.bioanalysis.co.uk>).

TABELA 2 Resultados da validação de método LC-MS/MS na Divisão de Laboratório 
Central do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de São 
Paulo (DLC-HCFMUSP)

Tacrolimo Everolimo Sirolimo Ciclosporina Ácido 

micofenólico

Glucoronídeo do 

ácido micofenólico

Tipo de amostra Sangue total Sangue total Sangue total Sangue total Plasma Plasma

Número de 

amostras

55 60 20 25 20 20

Coeficiente de

correlação (r)

0,9908 0,9650 0,9454 0,9853 0,9327 0,9438

Slope 1,086 

(1,045 a 

1,126)

1,099 

(0,955 a 

1,243)

0,734

( 0,507 a 

0,960)

0,828 

(0,663 a 

0,994)

0,734

( 0,507 a 

0,960)

0,279

(0,230 a 0,327)

Intercepto –1,50 

(–2,30 a 

0,71)

–0,65 

(–1,55 a 0,24)

0,94

 (–1,86 a 

3,73)

19,65 

(–19,84 a 

59,14)

0,844  

(0,682 a 

1,005)

0,06

(–3,28 a 3,38)

Erro-padrão 

estimado

1,69 0,68 2,14 26,54 0,79 1,30

Precisão 

intraensaio de 

amostra baixa CV% 

7,8 12,8 16,0 8,4 4,2 4,1
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TABELA 2 Resultados da validação de método LC-MS/MS na Divisão de Laboratório 
Central do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de São 
Paulo (DLC-HCFMUSP) (continuação)

Tacrolimo Everolimo Sirolimo Ciclosporina Ácido 

micofenólico

Glucoronídeo do 

ácido micofenólico

Tipo de amostra Sangue total Sangue total Sangue total Sangue total Plasma Plasma

Precisão 

intraensaio de 

amostra média 

CV% 

5,4 5,3 22,5 2,0 3,6 1,6

Precisão 

intraensaio de 

amostra alta CV% 

3,9 5,0 17,6 5,2 3,8 1,1

Precisão 

interensaio de 

amostra baixa 

CV% 

7,4 12,1 8,8 6,7 9,7 6,0

Precisão 

interensaio de 

amostra média 

CV% 

6,2 10,1 8,1 9,3 9,8 3,7

Precisão 

interensaio de 

amostra alta CV% 

7,3 5,7 4,9 5,3 5,2 2,6

Teste de 

recuperação

98,3 a 

100,9%

97,2 a 

100,3%

98,3 a 

102,3%

98,0 a 

100,0%

98,5 a 100% 99,5 a 100,4%

Verificação de 

linearidade

40,1 ng/mL 41,5 ng/mL 40,0 ng/mL 1.360 ng/mL 14,5 mcg/mL 350 mcg/mL

Sensibilidade 

analítica

0,2 ng/mL 0,2 ng/mL 0,2 ng/mL 23,5 ng/mL 0,2 mcg/mL 18,3 mcg/mL

Teste de carryover 0,02 

(< 0,33 

erro-limite)

–0,02 

(< 0,69 

erro-limite)

0,06 

(< 0,10 

erro-limite)

–0,04 

(< 2,18 

erro-limite)

0,16 

(< 0,66 

erro-limite)

–0,12 

(< 0,40 

erro-limite)

Estabilidade 

da amostra em 

freezer –30°C

60 dias 60 dias 60 dias 60 dias 60 dias 60 dias

Estabilidade da 

amostra em  

2 a 8°C

5 dias 5 dias 5 dias 5 dias 5 dias 5 dias

mcg/mL= µg/mL
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A análise dos controles de qualidade, interno e externo deve ser usada para con-
firmar a qualidade dos resultados produzidos por qualquer uma das metodologias. 
Os laboratórios devem ser desafiados com controles de qualidade externos prepa-
rados de amostras reais. Uma ação corretiva deve ser obrigatória se os resultados 
não forem satisfatórios.

Na fase pós-analítica, o laudo deve ser claro descrevendo valores sugeridos para 
as concentrações no pico ou vale devidamente validados para a população-alvo. 

Por exemplo, os níveis de imunossupressores no sangue são influenciados pelo 
tipo de transplante, resposta do paciente, pós-transplante, coadministração de ou-
tros medicamentos e formulação de medicamentos; alguns valores sugeridos estão 
descritos na Tabela 3. 

TABELA 3 Valores de janela terapêutica sugeridos na literatura para 
imunossupressores

Tipo de amostra Medicamento Horário após a dose Valor de referência

Sangue total

  

Tacrolimo C0 5,0 a 15,0 ng/mL

Tacrolimo C2 5,0 a 30,0 ng/mL

Ciclosporina C0 100 a 400 ng/mL

Ciclosporina C2 800 a 1.700 ng/mL TX renal

Ciclosporina C2 600 a 1.000 ng/mL TX hepático

Everolimo C0 3 a 8 ng/mL TX renal e cardíaco

Sirolimo C0 4 a 20 ng/mL

Plasma
MPA C0 1,0 a 3,5 mcg/mL

MPAG C0 35 a 100 mcg /mL

CASO CLÍNICO  
Paciente do sexo masculino, 44 anos, portador de transplante renal, tratado com 
ciclosporina A e sirolimo. O paciente estava clinicamente estável, com concentra-
ções pré-dose direcionada a 80 ng/mL para ciclosporina A e 7 ng/mL para sirolimo. 
O paciente foi monitorado em seu hospital local, onde o transplante foi realizado, 
mas mudou para outro estado 3 anos após o transplante por mudança no emprego. 
Os resultados de TDM obtidos em novo laboratório foram confusos, porque, en-
quanto o resultado do sirolimo concordava com os resultados de testes anteriores, 
a ciclosporina A era substancialmente maior que o esperado (100 ng/mL). A inves-
tigação do provedor revelou que o laboratório hospitalar original realizou TDM 
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para ciclosporina A com um método LC-MS/MS, enquanto o novo realizou TDM 
usando um imunoensaio monoclonal com detecção por fluorescência polarizada 
(FPIA) para ciclosporina A e um imunoensaio quimioluminescente de micropar-
tículas magnéticas (CMIA) para sirolimo. As superestimações das concentrações 
de ciclosporina A, quando determinadas pela FPIA, relativas à LC-MS/MS, estão 
bem documentadas e são exageradas quando um paciente também é tratado com 
sirolimo. Em contraste, o CMIA para sirolimo tem pouco viés com LC-MS/MS.

A análise consistiu em: a mudança entre plataformas, quer entre as plataformas 
de imunoensaio, quer entre imunoensaio e LC-MS/MS ou HPLC, pode produzir 
resultados diferentes clinicamente significativos. 

Se diferentes métodos de determinação de imunossupressores são utilizados no 
monitoramento de um único paciente, sem o conhecimento do profissional de 
saúde, a dose pode ser ajustada inadequadamente com potenciais consequências, 
como a rejeição do enxerto, se a exposição de medicamentos é muito baixa, ou 
efeitos colaterais tóxicos, se a exposição é alta. 

Pode-se utilizar imunoensaio ou LC-MS/MS, mas sempre mantendo o método 
de monitoramento ou, caso não seja possível, informando ao corpo clínico qual-
quer mudança na metodologia, pois poderá mudar a janela terapêutica. 

É preciso lembrar, ainda, que na fase pós-analítica os valores críticos, ou seja, 
valores quantitativos, devem ser imediatamente comunicados ao médico solicitan-
te ou responsável pelo paciente, já que se trata de resultados que colocam a vida do 
paciente em alto risco.

O futuro do TDM depende da inovação tecnológica dos métodos analíticos e da 
farmacogenômica, sendo inúmeros os exemplos de polimorfismos genéticos que se 
relacionam à resposta clínica. O TDM e a farmacogenômica são duas abordagens 
de farmacovigilância, que podem servir de apoio à decisão clínica. 

Em trabalhos futuros, melhorias nos métodos analíticos devem ser continua-
mente realizadas em diferentes abordagens para TDM. Para LC-MS/MS, desenvol-
ver métodos rápidos, padronizados e comercialmente disponíveis será a perspec-
tiva. Tendo em mente que a maioria das drogas ligam-se aos glóbulos vermelhos 
e às proteínas plasmáticas, apenas o fármaco não ligado pode interagir com sítios 
de ação. Portanto, a determinação da concentração da fração livre de medicamen-
tos pode fornecer mais informações sobre seus efeitos em comparação ao sangue 
total. Essa abordagem inclui a adaptação de protocolos de extração e, além disso, 
a obtenção de limites de quantificação muito abaixo dos atuais. Outra abordagem 
compreende a determinação de concentrações intracelulares (p. ex., em linfócitos) 
ou o efeito em proteínas-alvo (p. ex., calcineurina). Foi demonstrado que a concen-
tração de algumas medicações em sangue total nem sempre está correlacionada 
com o efeito da medicação no organismo, e que a variabilidade entre pacientes 
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desempenha um papel importante. Para imunoensaios, os anticorpos altamente 
específicos devem ser produzidos para reduzir a reatividade cruzada com metabó-
litos. Essas mudanças poderão beneficiar a conduta clínica.
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34 Drogas de abuso

INTRODUÇÃO  
As exposições a substâncias químicas tóxicas, as superdosagens medicamentosas e 
a utilização de substâncias com fins abusivos constituem situações extremamente 
frequentes. Nem sempre o diagnóstico é simples, pois, em muitos casos, desconhe-
ce-se o agente tóxico ou o paciente não colabora com a história clínica. Acrescenta-

-se o fato de o laboratório clínico nem sempre dispor de todas as informações 
sobre o quadro clínico do paciente. As exposições a substâncias potencialmente 
tóxicas são extremamente frequentes tanto em adultos quanto em crianças em 
todo o mundo. A principal faixa etária na qual ocorrem as intoxicações está entre 
0 e 14 anos de idade, mais da metade na faixa até os 4 anos. Deve-se sempre ter em 
vista que toda suspeita de intoxicação precisa ser observada como uma situação 
potencialmente grave, mesmo que os sintomas pareçam de pequena intensidade.

O laboratório deve se cercar de alguns cuidados além daqueles citados em outros 
pontos desta obra. Aspectos ligados a identificação, acondicionamento, critérios 
de rejeição e, principalmente, limitações sobre procedimentos serão comentados 
neste capítulo. Essa discussão, limitada anteriormente aos serviços de saúde, visava 
somente ao aspecto terapêutico. Porém, essa discussão extrapolou essas fronteiras 
atingindo o aspecto jurídico, quando a preocupação é focada no aspecto criminal, 
ou, ainda, em outras esferas, como no mundo do trabalho. 

Várias dúvidas surgem quando o laboratório se vê envolvido com essas questões:

• Como fazer a coleta, o manuseio e o armazenamento das amostras?
• O exame mostra o uso recente, eventual ou continuado da droga?
• Qual o melhor material biológico para investigação?
• Deve-se estabelecer uma cadeia de custódia da amostra?
• Quais cuidados na medida da alcoolemia?
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Fazer, então, o “diagnóstico” do uso dessas substâncias tornou-se a preocupação 
dos envolvidos com o problema. 

INDICAÇÕES DE SOLICITAÇÃO  
O uso abusivo de substâncias é responsável por até 50% das entradas nos servi-
ços de emergência nos Estados Unidos. Por essa razão, testes de drogas de abuso 
incluem testes para substâncias comumente utilizadas para fins ditos “recreativos”, 
como os opiláceos, cocaína, anfetaminas, canabinoides e benzodiazepínicos. Esses 
testes também podem ser utilizados em clínicas especializadas em tratamento da 
dor para avaliar a evolução da terapêutica e detectar o uso inadequado ou abusivo. 
Clínicas de desintoxicação, especializadas em acompanhamentos de usuários crô-
nicos, podem ser solicitadores frequentes.

Serviços de saúde ocupacional têm promovido uma demanda significativa des-
se tipo de exame, principalmente naqueles focados em programas de prevenção de 
drogas psicoativas.

As indicações clínicas se dão, portanto, nos casos em que há suspeita clínica 
justificada. É muito comum o laboratório ser procurado por pais ou familiares an-
gustiados com a suspeita de uso de drogas por familiares próximos. Não é raro que, 
inclusive, tragam amostras “coletadas” sem o consentimento do paciente. Nesse 
momento, é fundamental alertar que, além de todas as dificuldades e fragilidades 
técnicas desse processo, tal ato implica falta ética e está passível de questionamento 
legal inclusive. Isso sem falar no impacto extremamente negativo no relaciona-
mento familiar, conseguindo, com isso, piorar uma situação que, de início, já é 
bastante ruim. 

A suspeita justificada no ambiente de trabalho deve ser levantada por um profis-
sional da saúde devidamente treinado. Há algumas exceções, como em programas 
específicos (caso da aviação civil – RBAC 120), em que supervisores podem fazer 
essa indicação. Não é necessário ressaltar que, nessas exceções, a supervisão mé-
dica é fundamental para evitar equívocos ou aspectos de assédio moral ligado ao 
trabalho.

HISTÓRICO DO PACIENTE  
Quando da coleta do material, deve-se obter o maior número de dados possíveis 
sobre hábitos e usos de drogas, tanto ilícitas quanto terapêuticas.

No caso de pesquisa de drogas de abuso, precisa-se investigar maneiras não 
usuais de contato com a droga. No caso da investigação do uso da cocaína, por 
exemplo, deve-se perguntar sobre o uso de compostos contendo a droga, mesmo 
em doses pequenas, como chá de folhas de coca. No caso da maconha, pode haver 
consumo de produtos que contenham a droga, como fibras e óleos. 
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As drogas terapêuticas, mesmo as tidas como banais, como analgésicos, rela-
xantes musculares ou, ainda, antigripais, devem ser perguntadas, pois pode haver 
falso-positivos em drogas de abuso em reações cruzadas para esses tipos de me-
dicamentos. Pode-se citar anfetaminas no caso de antigripais e benzodiazepíni-
cos nos relaxantes musculares. Especial atenção deve ser dada às reações cruzadas 
para opioides em pacientes em uso de quinolonas.

No caso das drogas ilícitas, tentar conhecer o padrão de uso prévio é bastante 
interessante, pois uma determinação positiva não consegue distinguir o usuário 
eventual do crônico.

OPORTUNIDADES DE COLETA  
É possível pensar em dois grandes ambientes distintos: em ambulatórios assisten-
ciais e nas empresas 

No primeiro, as oportunidades de coleta estão ligadas a demandas clínicas 
(história, sinais e sintomas). Ainda, há casos de solicitação de acompanhamento 
clínico dos pacientes.

No âmbito da empresa, em vários momentos, esses testes podem ser solicitados: 
mudança de função (de não risco para risco, ou seja, na qual o uso de substância 
psicoativa pode representar risco); sorteio aleatório; retorno ao serviço após teste 
positivo confirmado; ou, ainda, pós-acidente ou pós-incidente. Também são soli-
citados para acompanhamento de funcionários em programa de prevenção ao uso 
de substâncias psicoativas.

Nos exames pré-adimensionais, não se recomenda essa investigação. Há, inclu-
sive, um parecer do Conselho Federal de Medicina (CFM n. 26/2012), que consi-
dera não ser eticamente aceitável esse tipo de determinação.

TIPOS DE AMOSTRAS  
Pode-se optar por alguns tipos de amostra: sangue, urina, cabelo (as mais usuais) 
e saliva, suor, líquidos ou tecidos (menos comuns). Aqui, comentar-se-á sobre as 
vantagens e limitações de cada uma delas.

O sangue é a principal amostra que vem à mente. Sua principal vantagem con-
siste no fato de que nela pode-se determinar a droga-mãe, com seus metabólitos. 
Porém, trata-se de uma amostra “suja”, ou seja, há grande variedade de possíveis 
interferentes e, também, a janela de detecção é menor em relação aos outros tipos 
de amostra. Porém, para fins periciais, a detecção de substância no sangue é uma 
prova praticamente irrefutável de uso de droga.

A urina compreende a amostra de escolha para a maioria das solicitações. A janela 
de detecção varia de 2 horas a 2 semanas. O volume necessário para análise pode 
variar de algumas gotas (ou seja menos de 1 mL) até 30 mL, dependendo do teste. 
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Para os testes de drogas de abuso, a urina tornou-se o material preferido, 
pois as drogas mais comuns podem ser detectadas por períodos mais longos do 
que no sangue. A Figura 1 compara as janelas de detecção de algumas amostras. 
Além disso, a coleta de urina não exige flebotomia e representa uma amostra está-
vel. Isso facilita a triagem para drogas de abuso realizada no local de trabalho a fim 
de avaliar potenciais empregados e aqueles que executam trabalhos perigosos ou 
profissões que podem impactar a segurança pública. 

Uma consideração quanto ao teste de urina refere-se ao fato de que, quando 
ela se encontra visualmente turva ou contendo sedimento, pode exigir pré-cen-
trifugação para evitar resultados falso-negativos. Além disso, os médicos devem 
estar cientes das técnicas de adulteração e possíveis variações pré-analíticas, como 
aquelas envolvendo variações de pH, gravidade específica, aroma e aparência. Tais 
achados são indícios que podem sugerir tentativa de adulteração da urina. Quando 
esses sinais estiverem presentes na amostra, ela deve ser rejeitada pelo laboratório.

A estabilidade da amostra pode sofrer algumas variações de acordo com os pro-
cessos utilizados, mas gira em torno de temperatura ambiente: 5 dias; refrigerada 
(2 a 8°C): 15 dias; e congelada (–20°C): 1 mês.

O uso de cabelo como amostra biológica vem se tornando cada vez mais comum. 
Trata-se de uma amostra extremamente estável, de fácil coleta, acondicionamento 
e envio. O armazenamento também tem baixo custo. A janela de detecção é bas-
tante longa, podendo chegar a 1 ano.

Porém, para conseguir um nível de detecção eficiente, o padrão de uso da droga 
deve ser grande, pois apenas com quantidades razoáveis e/ou uso frequente ocorre 
um acúmulo detectável no cabelo. Outro ponto a ser levantado corresponde à ve-

SALIVA

URINA

CABELO

0 A 6 
HORAS

4 HORAS A 8 DIAS

10 DIAS A 365 DIAS

Escala de tempo das janelas de detecção de drogas em algumas amostras

1 2 4 6 8 10 20 40 60 80 100 200 300 3650 2 4 6 8 10 12

FIGURA 1 Limitações das amostras no tempo.
Fonte: adaptada de <www.dna-worldwide.com/hair-drug-and-alcohol-testing/hair-drug-testing>.

http://www.dna-worldwide.com/hair-drug-and-alcohol-testing/hair-drug-testing
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locidade de crescimento do cabelo, de aproximadamente de 1 cm por mês. Assim, a 
amostra de cabelo utilizada mostra o uso com atraso de mínimo de 1 mês, o tempo 
necessário para o cabelo emergir do bulbo piloso. Por fim, é uma técnica mais tra-
balhosa e não está disponível na maioria dos laboratórios.

Fluido oral (saliva) é fácil de coletar, não invasivo e é improvável de adulterar. O 
teste de saliva ainda evita o constrangimento de observar os pacientes que forne-
cem uma amostra de urina. Isso é particularmente importante se um observador 
do gênero adequado não está disponível para testemunhar a coleta de urina.

As drogas-mãe, e não os seus metabólitos, estão presentes na saliva e a janela de 
detecção é diferente do que aquele para a urina. Por essa razão, as drogas podem 
ser detectadas mais cedo na saliva do que na urina. Assim, os resultados obtidos a 
partir de saliva podem refletir melhor o comprometimento atual do paciente.

Vários dispositivos de coleta de saliva estão disponíveis no mercado e não há 
diferença, a priori, entre eles quanto ao desempenho.

Porém, testes baseados em saliva têm várias desvantagens. O rastreio de dro-
gas na saliva pode ser analiticamente difícil porque os analitos estão presentes em 
concentrações mais baixas e os volumes de amostra são menores. Por exemplo, o 
fluido oral é um espécime pobre para a detecção de canabinoides. Há, também, 
os efeitos da contaminação oral e do pH que poderiam influenciar os resultados 
do teste na saliva; portanto, as variáveis   pré-analíticas devem ser cuidadosamente 
consideradas. Em alguns casos, pacientes que abusam de estimulantes, como an-
fetaminas ou ecstasy, podem não ser capazes de fornecer uma amostra adequada. 
Finalmente, há pouca informação sobre interferências observadas em testes basea-
dos em saliva. A Tabela 1 compara as amostras resumindo suas diferenças.

TABELA 1 Comparação das características analíticas dos diferentes tipos de 
amostras para análise de drogas de abuso

Parâmetro Saliva Urina Sangue Cabelo

Coleta Não invasiva Fere a privacidade Invasiva Não invasiva

Analito principal Droga-mãe Metabólito Droga-mãe e 

metabólito

Metabólito

Concentração analito Baixa Moderada a alta Moderada Baixa

Problemas potenciais Contaminação 

oral

Tentativa de 

adulteração

Janela curta de 

detecção

Necessita de 

grande uso

Influência do pH Sim Sim Não Não

Outros tipos de amostras potenciais para testes drogas de abuso incluem suor, 
unha e mecônio.
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A coleta de suor é pouco prática. Eliminação de drogas pela pele pode se arrastar 
por muitos dias, e a coleta é propensa à contaminação externa. Ainda, as concen-
trações podem variar conforme o local de coleta. 

USO DE SUBSTÂNCIAS PRÉVIAS  
Ao coletar amostras para avaliação toxicológica, é preciso ter em vista que inúme-
ras substâncias podem interferir nos resultados; porém, nem sempre associadas a 
uso ilícito. Assim, uma história clínica mais apurada deve ser obtida pela assessoria 
do laboratório antes da liberação de um resultado “positivo”, que, na verdade, seria 
um falso-positivo.

Entre as inúmeras substâncias a serem questionadas, deve-se verificar se há um 
quadro clínico ou prescrição médica que justifique tal achado laboratorial. A Tabe-
la 2 traz alguns exemplos.

TABELA 2 Principais interferentes pré-analíticos nos exames de detecção de drogas 
de abuso

Grupos encontrados na amostra Medicamentos que podem causar reação cruzada

Anfetaminas Antigripais, antialérgicos, emagrecedores, tratamentos 

de transtorno do déficit de atenção e hiperatividade

Canabinoides Canabidiol, estimuladores de apetite

Opioides Analgésicos potentes, quinolonas

Benzodiazepínicos e barbitúricos Anticonvulsivantes, psicotrópicos

ETANOL  
A coleta para verificação de uso de etanol vem crescendo de modo constante nos 
últimos tempos em virtude do endurecimento da legislação no Brasil. Assim, algu-
mas considerações particulares devem ser feitas.

A primeira é que a assepsia para coleta de amostra de sangue não deve ser feita 
com álcool, pois pode haver contaminação da amostra, com eventual resultado 
falso-positivo.

Os frascos devem ser lacrados e, depois, não mais abertos, sob pena de violar 
a cadeia de custódia (ver a seguir), bem como haver perdas por evaporação, pela 
volatilidade da amostra, podendo promover resultados falso-negativos.

As amostras de eleição para determinação de embriaguez são: ar expirado, item 
explorado em outra obra da SBPC sobre Testes Laboratoriais Remotos; e o sangue, 
cujos cuidados de coleta foram anteriormente descritos.
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A urina pode ser usada para dosar etanol, mas, além de sofrer influência da 
capacidade de metabolização do indivíduo, a relação etanol urina/sangue não é 
muito precisa, girando em torno de 1,3 no ápice da circulação do etanol no sangue.

A oportunidade de coleta é fundamental, pois a janela de detenção do etanol 
no sangue e ar expirado é curta, no máximo 6 horas. Depois disso, pode-se não 
conseguir comprovar níveis séricos de etanol. 

ASPECTOS ÉTICOS E LEGAIS |  CADEIA DE CUSTÓDIA  
A identificação do paciente a ser submetido a testes de drogas de abuso deve ser a 
mais cuidadosa possível. É preciso sempre proceder à identificação positiva, que, 
na prática, constitui a confrontação do paciente com documento legível, em bom 
estado e com foto recente.

Muitas vezes, em processos de coleta de exame, por exigência de norma legal, 
exige-se a coleta sob procedimentos de cadeia de custódia, constituída de um con-
junto de procedimentos que visam a manter a integridade e a inviolabilidade da 
amostra durante todo o seu processo de análise. Começa na coleta e termina na 
liberação dos laudos e armazenamento de dados.

O conjunto de coleta (kit) deve conter minimamente:

• 2 frascos plásticos de cristal branco de 30 mL com tampas invioláveis;
• Fitas de lacre (duas cores diferentes – uma para ser usada como prova e outra 

eventual contraprova);
• Copo coletor de 100 mL;
• Documento de custódia em duas vias;
• Envelope de transporte das amostras com lacre. 

Os procedimentos de coleta são: 

1. O coletador deve ser do mesmo sexo do doador da amostra;
2. Designar previamente o local da coleta de urina ou de outro material biológico; de 
preferência, um local sem acesso a fontes de água (torneiras, vasos sanitários etc.);
3. O doador da amostra não deve entrar nesse local com jaquetas, paletós etc., as-
sim como com carteiras e bolsas;
4. Verificar a identidade do doador da amostra por meio de documento oficial com foto;
5. Orientar sobre o procedimento e entregar o kit de coleta lacrado ao doador para 
que ele comprove que não houve violação prévia deste;
6. Preencher os campos do documento de custódia, não se esquecendo de nenhum 
campo;
7. Orientar para que a coleta da urina seja feita no frasco coletor;
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8. Para a coleta de urina, deve ser solicitado que o doador da amostra se dispa das 
vestes até o meio da coxa e no tronco até o sulco inframamário;
9. O responsável pela coleta deve assistir atentamente à coleta;
10. Solicitar que o doador da amostra transfira o volume de urina do frasco coletor 
para os dois frascos etiquetados, coloque a tampa inviolável nos dois frascos plás-
ticos e, por fim, coloque a fita de lacre nos dois frascos plásticos;
11. No caso da coleta de cabelo, medir a extensão da amostra coletada e acondicio-
nar no envelope adequado, sempre prestando atenção ao posicionamento dos fios, 
indicando a posição do bulbo (próxima à raiz);
12. É importante ressaltar que não se deve tentar abrir o frasco nem remover a fita 
de lacre da amostra depois de fechada e lacrada sob o risco de violar a embalagem;
13. Acondicionar a amostra para envio e encaminhar a amostra o mais rápido 
possível para o laboratório.

O registro do processo deve documentar não somente o que foi feito, mas tam-
bém quem o realizou. O acesso ao processo deve ser restrito, sendo permitido so-
mente aos funcionários treinados e designados. 

Uma questão importante é que esteja bem claro o objetivo do exame: avaliação 
com finalidade pericial ou clínica. Se o objetivo for somente clínico no acompa-
nhamento de pacientes, os procedimentos de cadeia de custódia podem ser dis-
pensados. Porém, nesse cenário (coletas com objetivo clínico), não se permite a 
liberação com finalidade pericial, fato que deve ser apontado no laudo, deixando 
claro que aquele laudo não se presta a tal fim.
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35 A assessoria médica como ferramenta para discussão dos 
erros pré-analíticos e interferentes no laboratório clínico

Algumas vezes, vê-se surpreendido com resultados aparentemente discrepantes e 
que, apesar de confirmados na mesma amostra, ou mesmo em outra amostra, con-
tinuam discrepantes. O que observamos em muitos casos, sobretudo em pacientes 
ambulatoriais, é de que os dados fornecidos pelo médico-assistente são poucos, 
estão incompletos ou podem não ajudar no encaminhamento de uma averiguação 
voltada a esclarecer a discrepância observada. Nessas ocasiões, a assessoria médica 
compreende uma ferramenta importante para contato com o médico-assistente 
e, dessa maneira, discutir e estabelecer prováveis causas da inconsistência clínica 
observada no resultado daquele exame. Muitos são os fatores capazes de alterar o 
resultado de um exame laboratorial; apenas um bom relacionamento profissional 
entre o médico e o laboratório pode oferecer a melhor solução para o problema, 
decidindo pela repetição ou correlacionando com os dados clínicos observados 
pelo médico.

Deve-se lembrar que muitas interferências analíticas podem estar vinculadas à 
fase pré-analítica, envolvendo cadastro, condições de jejum, atendimento aos cri-
térios de preparo para o exame, coleta, transporte do material etc. 

A assessoria médica é um ponto importante nessa ligação para comunicação 
de resultados críticos, resultados relevantes ou, ainda, discussão de resultados que 
muitas vezes parecem incoerentes quando analisados à luz das condições clínicas, 
pela obtenção da amostra pelo paciente, pelo laboratório ou ainda pelo uso de me-
dicamentos que possam ser responsabilizados pela interferência, que pode ser in 
vitro, ou seja, atuando na metodologia. Um medicamento ou seu metabólito pode 
interferir em determinado método analítico e não necessariamente com outro mé-
todo de análise. Assim, é necessário que a especificidade dos métodos analíticos 
seja conhecida. Pequenas diferenças na técnica podem ser decisivas no grau de in-
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terferência do medicamento. Isso se aplica, por exemplo, à determinação da creati-
nina, que pode ser afetada por medicamentos, como ácido ascórbico ou metildopa. 
É importante ressaltar que aprimoramentos obtidos nas metodologias de análise 
nos últimos anos reduziram consideravelmente essas interferências. As dosagens 
dos hormônios da tireoide, por exemplo, atualmente realizados por imunoensaios, 
entre outras técnicas, substituíram os exames de iodo com ligação proteica. A de-
terminação da glicose sanguínea foi substituída por métodos enzimáticos, mais 
específicos que os colorimétricos. 

A verificação da presença de glicose e hemoglobina no exame simples de urina, 
em que a pesquisa é realizada por meio de tiras reagentes, cuja reação é enzima-

-dependente, pode ser afetada pela existência de ácido ascórbico. Dessa maneira, 
o paciente deve evitar ingerir altas doses de ácido ascórbico 24 horas antes da re-
alização do exame. O próprio teste do nitrito na avaliação da bacteriúria pode ser 
afetado pelo uso da mesma medicação. 

Os efeitos biológicos dos medicamentos com influências na interpretação dos 
resultados laboratoriais – as interferências in vivo – podem ser encontrados:

• Regularmente, em todas as pessoas tratadas com certa medicação;
• Irregularmente, em poucas pessoas em virtude das idiossincrasias. 

Os hormônios sexuais têm, frequentemente, consideráveis efeitos metabólicos e 
causam significativas mudanças no padrão das proteínas plasmáticas, provocando al-
teração – traduzida por aumento ou diminuição em certos parâmetros bioquímicos. 

São comuns os questionamentos sobre os resultados de exame simples de urina 
(EAS) e urinocultura. As aparentes discrepâncias são advindas de muitos interferen-
tes e as questões são frequentemente voltadas para alterações no EAS com culturas 
negativas, ou vice-versa. 

Alguns exames laboratoriais, apesar de ainda solicitados, são difíceis de padroni-
zar. É o caso do tempo de sangramento, inicialmente introduzido como ferramen-
ta para avaliação da função plaquetária, que deixou de ser realizado em muitos 
países (p. ex., nos Estados Unidos), visto a difícil padronização do teste e, con-
sequentemente, a baixa sensibilidade e especificidade e o comprometimento da 
reprodutibilidade do teste relacionados à habilidade do técnico. Durante muito 
tempo, usou-se nos Estados Unidos uma lanceta padronizada na busca de melhor 
reprodutibilidade, a lanceta de Ivy, de custo muito alto e não utilizada pelos labo-
ratórios no Brasil. Além de todas as questões apresentadas, têm-se, ainda, condi-
ções inerentes ao indivíduo, como a redução de plaquetas funcionalmente ativas, 
além do uso de medicamentos que podem interferir na função plaquetária (p. ex., 
uso de ácido acetilsalicílico). Este pode ter efeitos adversos não encontrados com 
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outros salicilatos, como leucopenia, tempo de sangramento prolongado e trombo-
citopenia. Desse modo, o uso de ácido acetilsalicílico e de anti-inflamatórios não 
esteroidais afeta a função plaquetária, provocando uma interferência significativa 
no resultado de testes de função plaquetária e no tempo de sangramento.

Considerando que não existe um exame para substituir o tempo de sangramen-
to (TS) na avaliação pré-cirúrgica do risco hemorrágico, a investigação adicional 
deve ser direcionada pela história pessoal e história patológica pregressa de san-
gramento. Desse modo, existindo referências anteriores ou familiares, pode-se 
complementar a avaliação pré-cirúrgica com teste de agregação plaquetária, na 
suspeita de plaquetopenias hereditárias ou até mesmo provas que avaliam a função 
das plaquetas, como o PFA-100, na hipótese de alteração medicamentosa ou de 
doença de von Willebrand. 

O uso da biotina exógena, presente em compostos polivitamínicos e fórmulas 
para cuidados com cabelos e unhas, pode provocar interferência, considerando 
que algumas dosagens realizadas no laboratório, principalmente as hormonais, 
utilizam a biotina na reação. Desde 2012, a literatura evidencia trabalhos que apon-
tam tal interferência, principalmente em dosagens hormonais, ganhando reforço a 
partir de 2018, com várias publicações que mostram essas alterações nos exames 
de avaliação da função tireoidiana (TSH, T4 livre e T3). Testes de pacientes que 
usavam altas doses de biotina apresentaram resultados falsamente elevados dos 
hormônios tireoidianos e resultados com valores baixos de TSH sem nenhuma 
manifestação clínica. Ensaios como FSH, LH, testosterona, ferritina e marcadores 
tumorais, entre outros que empregam a biotina, podem ter resultados alterados. 
Deve-se considerar, portanto, que resultados nesses testes devem ser repetidos 
após a suspensão da substância. Esses comentários têm o propósito de levar a uma 
questão considerada importante na relação laboratório versus médico-assistente: 
como este age diante de um resultado aparentemente discrepante? É importante 
estabelecer um contato com o laboratório e ouvir a opinião e parecer do seu co-
lega patologista clínico ou do profissional habilitado no laboratório. É essencial o 
diálogo entre o médico-assistente e o laboratório. O autor deste capítulo parte da 
premissa de que esse diálogo é salutar, visto apresentar aspectos muito importantes 
e que pode ser conduzido pela assessoria médica não somente na comunicação 
de resultados críticos, relevantes, mas também na correlação clínico-laboratorial: 

1. Deflagra uma relação conflitante entre os profissionais e o contato que pode 
evidenciar capacidades na administração desses conflitos;
2. Mobiliza o laboratório para certificar-se de seus resultados e rastrear as ações 
desde a coleta até a emissão do laudo na procura de falhas pré-analíticas;
3. Complementa informações necessárias para ambos com relação a possíveis 
interferentes pré-analíticos realizados pelo cliente, ou obtenção de amostra em  
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situação não conforme por parte do cliente, instruções erradas quanto a necessi-
dade de jejum, repouso, dietas, suspensão de medicamentos e informações do uso 
de medicamentos que inferiram na análise e na interpretação dos resultados etc.;
4. Durante os exames laboratoriais, podem surgir evidências de outras patologias 
associadas à patologia de base e que somente são evidenciadas nos exames labora-
toriais e, ainda, não ter expressão clínica evidente. Nesses casos, o médico poderá 
ficar atento para uma nova abordagem com o paciente;
5. Estimula a busca da qualidade que ambos os profissionais querem alcançar e 
que tem como beneficiário mais importante do processo o próprio paciente;
6. A confirmação das alterações observadas nos exames laboratoriais aguça os pro-
fissionais para a busca de explicações que possam elucidar essas alterações. 

Considerando que são muitas as possibilidades de alterações nos exames, re-
presentadas por interferências pré-analíticas, analíticas e pós-analíticas, o diálogo 
é a oportunidade que terá o profissional do laboratório de rever seus métodos e 
protocolos e se constituirá em uma oportunidade de reavaliação do processo. Se 
assim for, convém assumir que a vulnerabilidade está em ambos os lados porque, 
ao se partir da afirmativa de que sempre se está certo, não haverá diálogo. Por fim, 
vale sempre a pena esse diálogo quando se tem à frente o motivo pelo qual se mo-
bilizam as emoções. 
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